ampliCube HEV 2.0 Quant

Navod k pouziti (Cesky)

1 Uéel

AmpliCube HEV 2.0 Quant je kvalitativni a/nebo kvantitativni

in vitro test pro specifickou detekci genomové RNA viru hepatitidy E
(HEV) v lidské plazmé, séru nebo stolici.

2 Oblast pouziti

Virus hepatitidy E je jednou z celosvétové nej€astéjSich virovych
pricin akutni hepatitidy. Infekce maze mit inaparentni az fulminantni
klinicky projev. Jsou popsany ¢tyfi lidské patogenni genotypy (1-4),
které se liSi geografickym rozsifenim, pfenosem a moznymi
komplikacemi.

Genotypy HEV 1 a 2 se vyskytuji primarné v rozvojovych zemich a
pfenos je obvykle fekalné-oralni prostfednictvim kontaminované pitné
vody. Béhem téhotenstvi mize mit vysoké procento téchto infekci
HEV fulminantni progresi s vysokou mirou umrtnosti (~ 20%). V
pramyslovych zemich jsou genotypy HEV 3 a 4 velmi rozSifené a jsou
obvykle prenaseny infikovanym veprfovym masem, které nebylo
dostatecné tepelné upraveno. Byly také popsany pfipady zahrnujici
prenos krevnimi produkty nebo transplantacemi. Z tohoto ddvodu a
vzhledem k popsané ¢astecné vysoké séroprevalenci (az 50%) jiz
nékteré evropské zemé zahrnuly HEV do screeningu univerzalniho
darce krve pomoci testovani nukleovych kyselin (NAT). VétSina
pfipadu v Evropé je zpusobena genotypem 3 HEV a je ¢asto bez
pfiznakl. Imunosuprimovani pacienti jsou v tomto ohledu rizikovou
skupinou, protoze u vice nez 50% téchto pacientl se vyvine
chronické onemocnéni HEV a je mozny rychly postup k jaterni
cirhéze. Ke sledovani téchto pacientt a jejich terapie je nutné stanovit
virovou zatéz pomoci kvantitativnich testd NAT.

3 Princip testu

Principem testu je real-time RT (reverzni transkriptaza) PCR. Vyuziva
specifické primery a znacené sondy pro transkripci RNA do cDNA,
amplifikaci a naslednou detekci genomové RNA viru hepatitidy E
lidskych patogennich genotypu 1, 2, 3 a 4. Pfipadna kvantifikace se
provadi porovnanim Ct (prah cyklu, cycle threshold) hodnoty vzorku
pacienta se standardni kfivkou.

Aby bylo zajiSténo, Ze nukleové kyseliny izolované ze vzorku pacienta
neobsahuji zadné latky, které inhibuji RT-PCR, tak je do vzorku
b&hem izolace nukleové kyseliny pfidana interni kontrola

(IC).Tato IC je transkribovana do cDNA, amplifikovana a detekovana
ve stejné RT-PCR reakci. To umoznuje vyloucit faleSné negativni
vysledky testu v dusledku inhibice RT-PCR reakce. Sou¢asné IC
slouzi jako diikaz extrakce nukleové kyseliny ze vzorku pacienta.
Sondy pro detekci HEV-specifické RNA jsou oznaceny oznamovacim
barvivem FAM a sondy pro detekci vnitfni kontroly jsou oznaceny
ATTO 647N. To umozriuje simultanni detekci obou cilovych sekvenci
v jedné reak&ni smési.

Hodnota Ct popisuje ¢ast kfivky, ve které poprvé fluorescence stoupa
exponencialné nad hodnotu pozadi.

4 Reagencie

4.1 Obsah baleni

Reagencie v jednom baleni jsou dostate¢né pro 50 test(.
Kazda sada reagencii obsahuje:

350 pl Smési Primer & Probe pro HEV 2.0 Quant
a interni kontrolu (zelené vicko)
1150 pl smési enzym( (bilé viko);

obsahuje reverzni transkriptdzu a DNA polymerazu
(Slozka je obarvena modfre.)

INT 250 pl interni kontroly (priihledné viéko)

STANDARD] 1] 180 pl standard 1, 10* 1U/ul (Eervené viéko)

[STANDARD] 3] 180 pl standard 3, 10? 1U/ul (€éervené viéko)

180 pl standard 4, 10" 1U/ul (Eervené vicko)

320 pl pozitivni kontroly, 10% IU/ul (Eervené viéko)
(odpovida standardu 2)

[CONTROL] - | 4 x 1800 pl negativni kontroly (modré vicko)
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4.2 Pozadované reagencie, material a vybaveni, které nejsou
soucasti kitu

e Komeréni souprava pro izolaci nukleovych kyselin. Doporucuje
se nasledujici systém extrakce nukleovych kyselin:
MagNAPure® Compact, Total Nucleic Acid Kit | (Roche)

e Real-Time Cycler. Doporu€uje se nasledujici cycler :
Light Cycler® 480 Il (Roche)

e 96 jamkové PCR desticky a kryci folie na desticky nebo reakéni
zkumavky (PCR-clean), podle typu cycleru

e Mikropipety s jednorazovymi $pickami 10 pl, 20 pl, 100 pl a 1000

pl

Vortex

Mini centrifuga

Je mozné pouzit centrifugu na desticky

Jednorazové rukavice, bez prasku

Chladici blok

S.T.A.R.® - Pufr pro transport a zpracovani stolice (Roche)

5 Doba pouzitelnosti a manipulace

¢ Reagencie skladujte mezi -25°C a -18°C pred i po pouZiti.

4 Je tfeba zabranit opakovanému rozmrazovani a zmrazovani soucasti
kitu (vice nez desetkrat). Po prvnim rozmrazeni se doporucuje
alikvotovat testované komponenty.

¢ Beéhem pracovnich krokl vzdy reagencie vhodné ochladte
(+2°C az +8°C).

¢ Po celou dobu testu chrarite komponenty kitu pfed pfimym

slune€nim zarenim.

¢ Pred zahajenim testu musi byt vSechna ¢inidla UpIné rozmrazena,

promichana (kratce vortexovana) a odstfedéna.

¢ Produkt ma dobu pouzitelnosti, po jejiz uplynuti jiz nelze poskytnout

Z&dnou dal8i zaruku kvality.

4 Test smi provadét pouze vyskoleny, autorizovany a kvalifikovany

personal.

¢ Podstatné zmény provedené uzivatelem na produktu nebo v pokynech

k pouziti mohou ohrozit zamysleny Ucel testu specifikovany spole¢nosti

MIKROGEN.

4  Krizova kontaminace miiZze vést k nespravnym vysledkim testu.

Opatrné pfidavejte vzorky pacientu, kontroly a standardy. Zajistéte, aby

vzorky pacienty a reakéni smési nebyly pfeneseny do jinych jamek.

6 Varovani a bezpec¢nostni opatieni

4  Pouzivejte pouze pro diagnostiku in vitro.

d  VSechny vzorky pacientli musi byt povazovany za potencialné
infekéni.

¢ Po celou dobu testu je nutné nosit vhodné rukavice na jedno pouziti.

4 VSechna ¢inidla a materialy pfichazejici do styku s potencialné

infekénimi vzorky musi byt oSetfeny vhodnymi dezinfekénimi prostfedky

nebo zlikvidovany podle laboratornich pokynt. Je tfeba dodrzovat

specifikace koncentrace a inkubaéni doby vyrobce.

¢ Nenahrazujte ani nemichejte reagencie s reagenciemi z jinych Sarzi

soupravy, jinych souprav MIKROGEN PCR nebo s reagenciemi od

jinych vyrobcu.

¢ Pred provedenim testu si peclivé prectéte vSechny pokyny a peclivé

je dodrzujte. Odchylky od zkusebniho protokolu popsaného v pokynech

pro pouziti mohou vést k fale§nym vysledkdm.

7 Priprava vzorku a reagencii

7.1 Typ vzorku

Vychozim materidlem pro test ampliCube HEV 2.0 Quant je RNA
extrahovana z plazmy (EDTA, citrat, CPD), séra nebo stolice lidského
puvodu. Kvalita pfipravy nukleové kyseliny ovliviiuje vysledek
zkou$ky. Musi byt zajisténo, ze vybrana metoda extrakce je
kompatibilni s technologii real-time PCR.

Pro analyzu vzorku stolice by méla byt suspenze stolice pfipravena
ve vhodném pufru, jako je S.T.A.R.® - pufr pro transport a
zpracovani stolice (Roche). Doporuc¢ujeme resuspendovat pfiblizné
200 mg vzorku stolice v 1 ml pufru, centrifugovat suspenzi stolice po
dobu 5 minut pfi 4400 g a pouzit supernatant k extrakci nukleovych
kyselin.
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7.2 Extrakce nukleovych kyselin

Extrahujte nukleové kyseliny ze vzorku pacienta a negativni kontroly
(NC). Doporuc€ujeme pocatecni objem pro extrakci 400 ul a eluéni
objem 50 pl. Ridte se pokyny vyrobce extrakéni soupravy.

1. Rozmrazte vnitini kontrolu (IC) (priihledné vi¢ko) a negativni
kontrolu (NC) (modré vicko).

Zajistéte, aby byly IC a NC zcela rozmrazeny. Pfed pouzitim
kazdou reagenci IC a NC promichejte kratkym vortexovanim
a kratkym odstredénim.

2. Pro extrakci pfidejte 5 ul (pro 50 ul eluatu) IC do kazdého vzorku
pacienta a do NC. IC muze byt pfidan do smési vzorku /
lyza€niho pufru nebo pfimo do materialu vzorku. (Poznamka: IC
nelze pouzit v PCR bez extrakce.)

3. Extrahujte vzorek pacienta a NC. (Poznamka: NC nelze pouzit v
PCR bez extrakce.)

4. Standardy a pozitivni kontrola (odpovida standardu 2) nejsou
extrahovany.

Doporucuje se nasledujici systém extrakce nukleovych kyselin, ktery
byl pouzit pro hodnoceni vykonnosti testu

MIKROGEN
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8 Programovani real-time cycleru
Test ampliCube HEV 2.0 Quant byl evaluovan pomoci pfistroje
LightCycler® 480 Il (Roche).

8.1 Nastaveni detekcnich kanalu

HEV Interni kontrola (IC)
Barvivo reportéru FAM ATTO 647N
Barva Zelena Cervena
Emise 510 nm 660 nm
Zhaseé [Zadny] [Z&dny]

Podrobnosti o vinovych délkach detekénich kanall se tykaiji
LightCycler® 480 I, pro ktery by mél byt pouzit pfednastaveny
format detekce ,3 Color Hy-drolysis Probe“.

Pokud pouzivate test spole¢né s jinym testem ampliCube, pro ktery
je nutna kompenzace barev (CC), pouzijte format detekce CC.

8.2 RT-PCR program

Extrakéni systém Objem vzorku Eluéni objem

MagNAPure® Compact (Roche)

Total Nucleic Acid Kit | 400 Sou

Reverzni transkripce 50°C | 8 minut
Denaturace 95°C | 3 minut
Amplifikace 45 cykla

e Denaturace 95°C 10 sekund
e Annealing /elongace 60°C 45 sekund

Pokud davate pfednost pouziti jinych metod extrakce, obratte se na
vyrobce a ujasnéte si kompatibilitu.

7.3 Pfiprava master mixu

1. Rozmrazte smés Primer & Probe (zelené vicko) a smés enzymu
(bilé viko). Chrante pfitom reagencie pred svétlem.
Ujistéte se, ze jsou reagencie uplné rozmrazené. Pred
pouzitim reagencie promichejte kratkym vortexovanim a
kratkym centrifugovanim.

2. Pripravte master mix pomoci nasledujiciho pipetovaciho schématu:

Slozky Master mix pro 1 reakci
Primer & Probe mix 7l
Enzyme mix 23 pl
Celkovy objem 30 pl

3. Cely master mix promichejte vortexovanim a poté kratce odstfedte.

4. Pro kazdou RT-PCR reakci pfidejte 30 pl master mixu.

7.4 Priprava RT-PCR reakce

1. Rozmrazte pozitivni kontrolu (PC/standard 2) (€ervené vi¢ko).

2. Pro kvantitativni analyzu, jak je definovana v oddile 9.2.2,
rozmrazte takeé tfi standardy 1, 3 a 4 (€ervené vicko).
Ujistéte se, ze jsou reagencie UpIné rozmrazené. Pred
pouzitim reagencie promichejte kratkym vortexovanim a
kratkym centrifugovanim.

Zakladni informace o programovani rtiznych real-time PCR cycler(
najdete v pokynech pro pouzity cycler.

Konkrétni informace o programovani real-time PCR cycleru pfi pouziti
kitu ampliCube HEV 2.0 Quant ziskate od vyrobce.

9 Vysledky
Analyza dat pfistroje LightCycler® 480 Il pouziva metodu
Abs Quant/2nd Derivative Max nebo Abs Quant/Fit Points.

9.1 Validace

1. Negativni kontrola musi byt pod prahovou hodnotou (threshold).
Interni kontrola (IC) v negativni kontrole musi mit pozitivni kfivku.
Pokud ma negativni kontrola pozitivni kfivku (kontaminace) nebo IC
v negativni kontrole neni platna, nelze testovaci béh vyhodnotit.

2. Pozitivni kontrola musi mit pozitivni kfivku.

Hodnota Ct u pozitivni kontroly musi byt <33. Pozitivni kontrola
mimo tento rozsah naznacuje, ze je problém s amplifikaci.

3. Interni kontrola musi vykazovat pozitivni kfivku i pro negativni
vzorky. Signal pro IC vzorku pacienta musi byt porovnan se
signalem IC ve extrahované negativni kontrole. Rozdil
> 3 Ct pro IC mezi vzorkem a negativni kontrolou nebo
nepfitomnost IC signalu pro vzorek miize znamenat vyznamnou
inhibici RT-PCR reakce. V téchto pfipadech jsou negativni
vysledek testu nebo kvantifikace neplatné.

4. Vysledky kvantitativnich analyz jsou platné, kdyz standardni
kfivka splnuje nasledujici parametry:

Slozky 1 reakce
Master mix pfipraveny podle kapitoly 7.3 30 pl
Eluat vzorku nebo eluat z NC, PC nebo standardu (1) 20 pl

3. Do master mixu napipetujte 20 pl eluatu vzorku.

4. Do master mixu napipetujte 20 pl pozitivni kontroly.

5. Do master mixu napipetujte 20 ul eluatu negativni kontroly.
6.

Pro kvantitativni analyzy: Do master mixu napipetujte 20 pl
kazdého ze standardd 1, 3 a 4.

Kazdy béh musi zahrnovat pozitivni a negativni kontrolu. Pro
kvantitativni analyzu definovanou v oddile 9.2.2 musi byt také
testovany tfi standardy 1, 3 a 4. Pozitivni kontrola v tomto pfipadé
funguje také jako standard 2.

Uzaviete desticku PCR lepivym opticky €irym filmem nebo utésnéte
reakéni zkumavku dodanym vickem.

Parametry standardni krivky Validni rozsah
Hodnota sklonu -3,9az-2,9

R? 0,97 az 1,00
Uginnost 80% aZ 120%

9.2 Vyhodnoceni

Vyhodnoceni dat Ize provést pomoci softwaru RT-PCR cycleru nebo
pomoci specifického softwarového fesSeni pro automatické PCR
vyhodnoceni a interpretaci podporovaného firmou MIKROGEN. Vice
informaci a pfislusné pokyny poskytuje MIKROGEN na vyzadani.

9.2.1 Kvalitativni vyhodnoceni

Signaly nad hodnotou threshold jaou vyhodnoceny jako pozitivni
vysledky. Prazdna pole v tabulce jsou povazovana za negativni
vysledek.

c Desticky pro PCR nebo reakéni zkumavky musi po dobu 1

sekundy vortexovany a poté kratce odstredény.

HEV Interni kontrola (IC)
Barva
Zelena Pozitivni
Cervena Pozitivni*

GAACHEQO02EN_2019-10

*V/ pfipadé pozitivniho signalu v zeleném detekénim kanalu pro HEV neni pro
interpretaci testu vyZadovan signal pro interni kontrolu. Vysoké zatizeni patogeny
ve vzorku pacienta muze vést ke snizenému nebo chybéjicimu signalu pro interni
kontrolu.
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9.2.2 Kvantitativni vyhodnoceni

Kvantitativni hodnoty vzork( pozitivnich na HEV Ize urcit pomoci
standardni kfivky. Za timto ucelem obsahuje test ampliCube HEV 2.0
Quant tfi standardy a pozitivni kontrolu, které byly kalibrovany podle
standardu WHO pro HEV (1st WHO International Standard for
Hepatitis E RNA Nucleic Acid Amplification (NAT As-says); PEI code
6329/10) a které obsahuji definované koncentrace sekvenci
specifickych pro HEV. Linearni rozsah pro kvantifikaci v plazmé, séru
a stolici pro test ampliCube HEV 2.0 Quant je 101 IU /ulaz 108 IU /
ul extraktu nukleové kyseliny.

9.2.2.1 Generovani strandardni kfivky

Standardni kfivka je vytvofena méfenim tfi standardu a pozitivni
kontroly a jejich zaznamenanim s odpovidajicimi definovanymi
koncentracemi (viz 4.1) v softwaru specifickém pro pfistroj real-time
PCR cycler. Pomoci standardni kfivky Ize vypocitat koncentrace
pozitivnich vzorkl pacient(i v extraktu U / ul (virova naloz extraktu). U
LightCycler® 480 Il Ize analyzu béht provadét v obou rezimech ,Abs
Quant / 2nd Derivative Max* a ,Abs Quant / Fit Points".

9.2.2.2 Vlypocet virové naloze

Pro konecny vypocet virové zatéze, jinymi slovy, koncentrace
patogenu ve vzorku (IU / ml vzorku), je tfeba vzit v ivahu objem
vzorku pouzity pro extrakci a faktor koncentrace (v zavislosti na
eluénim objemu).

Virova ndloz se pocita pomoci nasledujiciho vzorce:

Objem (Eluatu) [pl] * Virova néloz (Eluatu) [IU/ul]

MIKROGEN
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11.3 Detekce lidskych patogennich HEV genotypt

V8echny vzorky WHO HEV genotypového panelu (‘1st WHO
International Reference Panel for Hepatitis E (HEV) Genotypes for
Nucleic Acid Amplification Technique (NAT)- Based Assays’ PEI
code 8578/13) byly testovany pozitivné pro HEV pomoci testu
ampliCube HEV 2.0 Quant (see Table 3).

Tabulka 3: Specifikace a analyza WHO HEV genotypového panelu
pomoci kitu ampliCube HEV 2.0 Quant

ampliCube HEV 2.0
Vzorek Genotyp Typ vzorku:; Pavod Quant
HEV IC

8567 la Plazma Indie Pozitivni Validni
8568 la Stolice Indie Pozitivni Validni
8569 le Plazma Sudan Pozitivni Validni
8570 3b Plazma Japonsko Pozitivni Validni
8571 3c Plazma Svédsko Pozitivni Validni
8572 3e Plazma Némecko Pozitivni Validni
8573 3f Plazma Svédsko Pozitivni Validni
8574 3 (krali¢i) Stolice Francie Pozitivni Validni
8575 4c Plazma Japonsko Pozitivni Validni
8576 4g Plazma Japonsko Pozitivni Validni
8577 2a Stolice Mexico Pozitivni Validni

Virova naloz (Vzorku) [IU/ml] =
Objem (Vzorku) [ml]

Objem (Vzorku) = Objem vzorku pouZity pfi extrakci
Objem (Eluatu) = Elu¢ni objem
Virova naloz (Eluatu) = Hodnota stanovena pomoci standardni kfivky

10 Limitace a omezeni této metody

o Na vysledky testu je vzdy tfeba nahliZet v kontextu klinické
situace. Terapeutické konsekvence nalezd musi byt spojeny s
klinickymi adaji.

e Negativni vysledek testu HEV nemuze vyloucit infekci virem
hepatitidy E.

11 Vykonnostni charakteristiky

11.1  Diagnosticka citlivost a specificita

Citlivost a specificita byly stanoveny pomoci definovanych vzorku
pacientu.

Tabulka 1: Definované vzorky pacientl

11.4  Analyticka specificita

Program BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) ukazuje, ze zvolené
primery a sondy v kitu ampliCube HEV 2.0 Quant specificky detekuji
vSechny relevantni HEV genotypy.

Specificita byla také stanovena studiem genomové RNA / DNA virQ
souvisejicich s HEV i virQ, které indukuji podobné pfiznaky jako HEV
(viz tabulka 4).

Tabulka 4: Viry, které byly testovany, aby prokazaly analytickou specificitu
kitu ampliCube HEV 2.0 Quant.

Virus HEV IC

Hepatitis A virus (HAV) Negativni Validni
Hepatitis B virus (HBV) Negativni Validni
Hepatitis C virus (HCV) Negativni Validni
Human Immunodeficiency Virus-1 (HIV-1) Negativni Validni
Parvovirus B19 Negativni Validni
Herpes simplex virus 1 Negativni Validni
Herpes simplex virus 2 Negativni Validni
Cytomegalovirus (CMV) Negativni Validni
Varicella Zoster virus (VZV) Negativni Validni
Epstein-Barr-Virus (EBV) Negativni Validni

—— —
ampliCube HEV 2.0 Quant F(’r?zz'ty;)' N(eng:tg/g)l
Pozitivni 72 0
Negativni 0 75
Diagnosticka citlivost 100 %

Diagnosticka specificita 100 %

*HEV-vzorky pozitivni plasmy, séra a stolice
**HEV-vzorky negativni plasmy, séra a stolice

11.2  Analyticka citlivost
Pro vzorky plazmy, séra a stolice byl u kitu ampl/iCube HEV 2.0
Quant stanoven limit detekce (LoD) (viz Tabulka 2).

Tabulka 2: Limit detekce (LoD) pro kit ampliCube HEV 2.0 Quant v plazmé,
séru a stolici

Limit detekce (LoD)

Typ vzorkd Plazma Sérum Stolice

ampliCube 36,13 IU/ml
HEV 2.0 Quant | (24,80 —78,16) <50 U/l <100 1U/mi

V plazmé byl limit detekce (LoD) pfedchozi testovaci verze
ampliCube HEV 2.0 stanoven na 36,13 IU / ml (95% interval
spolehlivosti: 24,80 - 78,16 IU / ml) pomoci probitové regresni
analyzy. Tato LoD byla potvrzena pro ampliCube HEV 2.0 Quant
provedenim rliznych srovnavacich studii s ampliCube HEV 2.0.

LoD pro ampliCube HEV 2.0 Quant ve vzorcich séra a stolice je <50
IU / ml nebo <100 IU / ml. Za timto u€elem byly analyzovany série
krok Ffedéni, pfi kterém byly vSechny replikaty pozitivné testovany, byl
definovan jako LoD a byl potvrzen analyzou 20 nezavislych vzorkl s
touto koncentraci.
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13 Vysvétleni symbolu

Obsah je dostate¢ny pro <n> formulaci
Pocet formulaci

[PePmix ] Primer & Probe mix

Enzyme mix

Interni kontrola

Standard 1

Standard 3

Standard 4

Pozitivni kontrola (odpovida standardu 2)

[CONTROL] - | Negativni kontrola

[[NSTRU | Navod k pouziti

[Ii] Viz navod k pouziti

[CONT] Obsah, obsahuje

Ovo] In vitro diagnostické ¢inidlo

TOT Cislo 8arze

Katalogové &islo
Spotiebuijte do

g data expirace

(¢}

x

D

Skladujte v rozmezi teplot x°C ay°C

wl

Vyrobce

14 Udaje o vyrobci a verzi kitu

ampliCube HEV 2.0 Quant

Article no. 55002

Navod k pouziti

Validni od

GAACHEQOO02EN
2019-10

wl

MIKROGEN GmbH
Floriansbogen 2-4
82061 Neuried
Germany

Tel.

Fax

E-Mail

Internet

+49 89 54801-0
+49 89 54801-100

mikrogen@mikrogen.de

www.mikrogen.de

1§

GAACHEQO02EN_2019-10

GAACHEQ002

MIKROGEN

D

I A GN O Ss T1

K

4/4



	Bez názvu



