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LINEAR ARRAY Hepatitis C Virus Genotyping Test
k pouziti se soupravou AMPLICOR® a COBAS AMPLICOR HCYV Test, verze 2.0
PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.

HCV LINEAR ARRAY Genotyping Test
LINEAR ARRAY Detection Kit
24-Well Tray with Lid

Pro uzivatele soupravy AMPLICOR HCYV Test, verze 2.0

LA HCV GT

LA DK

AMPLICOR HCV Specimen Preparation Kit, version 2.0

AMPLICOR HCYV Controls Kit, version 2.0

AMPLICOR HCV Amplification Kit, version 2.0

AMPLICOR HCYV Detection Kit, version 2.0

AMPLICOR Internal Control Detection Kit

U HE

HCV PREP

HCV CTL

HCV AMP

HCV MWP DK

1C MWP DK

Pro uzivatele soupravy COBAS AMPLICOR HCYV Test, verze 2.0

AMPLICOR HCV Specimen Preparation Kit, version 2.0

AMPLICOR HCYV Controls Kit, version 2.0

AMPLICOR HCV Amplification Kit, version 2.0

COBAS AMPLICOR HCYV Detection Kit, version 2.0

COBAS AMPLICOR Detection Reagents Kit

COBAS AMPLICOR Conjugate Detection Reagent

COBAS AMPLICOR Wash Bufter

COBAS AMPLICOR Internal Control Detection Kit

HCV PREP

HCV CTL

HCV AMP

HCV DK

g

CN4

WB

IC DK

48 Tests
96 Tests
1 Each

96 Tests

8 Sets

96 Tests

96 Tests

96 Tests

96 Tests

8 Sets

96 Tests

100 Tests

100 Tests

200 Tests

500 Tests

100 Tests

P/N: 04391837 190
P/N: 03378179 190
P/N: 03140725 001

P/N: 21111086 123
ART: 11 1108 6
US: 83126

P/N: 21111175 123
ART: 11 1117 5
US: 83131

P/N: 21111094 123
ART: 11 1109 4
US: 83127

P/N: 21111108 123
ART: 11 1110 8
US: 83128

P/N: 20763306 122
ART: 07 6330 6
US: 83324

P/N: 21111086 123
ART: 11 1108 6
US: 83126

P/N: 21111175 123
ART: 11 1117 5
US: 83131

P/N: 21111094 123
ART: 11 1109 4
US: 83127

P/N: 21111132 123
ART: 11 1113 2
US: 83130

P/N: 20757470 122
ART: 07 5747 0
US: 83276

P/N: 20764213 123
ART: 07 6421 3
US: 83305

P/N: 20759899 123
ART: 07 5989 9
US: 83314

P/N: 20757608 122
ART: 07 5760 8
US: 83281



POUZITI

Genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY je test in vitro pro stanoveni genotypu GT1-GT6 viru hepatitidy
C (HCV) u pacientd s potvrzenou pozitivitou na chronickou infekci virem HCV.

Genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY se pouZiva pfi 1é¢bé infekce virem HCV. Neni urcen k plo§Snému
vySetfovani krve ¢i krevnich derivatd na pfitomnost viru HCV, ani jako diagnosticky test k potvrzeni infekce timto
virem.

SOUHRN A PRINCIP TESTU

Virus hepatitidy C (HCV) je povazovan za hlavniho plivodce zplisobujiciho 90-95% ptipadi onemocnéni hepatitidou,
kterd neni vyvoldna viry typu A nebo B, po krevni transfuzil-2. HCV je virus s jednofetézcovou pozitivné
orientovanou RNA s genomem obsahujicim zhruba 10 000 nukleotidt koédujicich 3 000 aminokyselin. HCV se
vyskytuje v krvi, a proto se miZe krvi a krevnimi derivaty pfenasSet. Rozsdhlym ploSnym vySetfovanim krve na
pfitomnost viru HCV se nebezpe¢i onemocnéni hepatitidou z krevni transfuze vyrazné snizilo. Infekce virem HCV
se §iif nejvice v souvislosti s nitroZilnim zneuZivanim drog a v mensi mife i z podkoZnich injekci2. Celosvétové se
vyskyt infelkce HCYV, stanovené imunoserologickymi testy, pohybuje v rozmezi od 0,6% v Kanadé¢ az po 1,5%
v Japonsku'.

Dosud bylo zjisténo Sest hlavnich genotypt hepatitidy C, oznacovanych jako genotypy 1, 2, 3,4, 5a 6.V Severni a
Jizni Americe, Evropé a v Japonsku maji pres 90% piipadi infekce virem HCV na svédomi genotypy 1, 2 a 3. Z
fady studii vyplynulo, Ze genotyp HCV m4 vliv na reakci na 1é¢bu jak pfi monoterapii (samotny interferon alfa), tak
genotypem 2 nebo 3. Mimoto mize HCV genotypu 1 postihovat zdvaznéji jatra neZ ostatni genotypy HCVS. Proto
se musi pii predlécebném hodnoceni chronicky infikovanych pacient brat v tvahu i pfislusny genotyp HCV.

PRACOVNI POSTUP

Genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY je test in vitro pro stanoveni genotypu viru hepatitidy C. Test vyuziva
reverzni transkripci cilové RNA na komplementdrni DNA (cDNA), amplifikaci této cDNA pomoci polymerazové
fetézové reakce (PCR) a hybridizaci nukleovych kyselin ke stanoveni genotypu RNA HCV v lidském séru nebo
v plazmé s EDTA.

Genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY je zaloZen na péti zdkladnich procesech: pfiprava vzorku, reverzni
transkripce piislusné RNA na komplementirni DNA (cDNA)®; PCR amplifikace® této cDNA pomoci HCV-
specifickych komplementarnich primerti, hybridizace amplifikovanych produktd na specifické oligonukleotidové
sondy a kolorimetricka detekce sondou vazanych amplifikovanych produkta.

Pfiprava a amplifikace vzorku, ke které dochazi za pouZiti testu AMPLICOR nebo COBAS AMPLICOR HCV Test,
v2.0, umoZiiuje souc¢asnou reverzni transkripci a PCR amplifikaci RNA teré¢ové HCV i HCV Internal Control. Cinidlo
Master Mix obsahuje par primert specifickych pro RNA jak HCV, tak vnitfni kontroly HCV. Detekce a urceni
genotypu se provadi za pouziti zbyvajici denaturované amplifikované DNA, kterd se nevyuZziva ke kvantitativnimu
stanoveni HCV v testu AMPLICOR nebo COBAS AMPLICOR HCV Test, v.2.0. Detekce amplifikované DNA se
provadi za pouZiti souboru genotypové specifickych oligonukleotidovych sond, jeZ umoZiiuji nezavislou identifikaci
genotypt HCV.

Priprava vzorku

RNA HCV se ze séra nebo z plazmy s EDTA izoluje rozstépenim castic virt chaotropnim cinidlem a ndslednym
vysrazenim RNA alkoholem. RNA se resuspenduje v fedidle vzorku.

Reverzni transkripce a amplifikace PCR

Volba terové sekvence

Vybér tercové sekvence RNA pro HCV zavisi na identifikaci oblasti v genomu HCYV, které vykazuji maximéalni
zachovani sekvenci mezi jednotlivymi genotypy HCV7:8.9. Bylo zji§téno, Ze mezi znimymi genotypy HCV se
sekvence RNA v nejvyssi mife zachovava v 5-UTR (untranslated region) oblasti genomu HCV!10:11 'V testech
AMPLICOR a COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 se k definovani sekvence, kterd se ma v ramci vysoce
zachovalého 5'-UTR genomu HCV!2 amplifikovat, pouZivaji primery. Sekvence sondy a sekvence primeru pro
AMPLICOR a COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0 se nachézeji v nejvice zachovalych doménéch oblasti 5'-UTR!0,
Sondy pro genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY se nachdzeji v méné zachovalych doménach 5'-UTR.

Reverzni transkripce

Reverzni transkripce a amplifikacni reakce probihaji za ucasti termostabilniho rekombinantniho enzymu Thermus
thermophilus DNA polymeréza (rTth pol). Za piitomnosti dvojmocného manganu (Mn2*) a za piiznivych pufrovacich
podminek vykazuje rTth pol aktivitu jak reverzni transkriptazy, tak DNA polymerdzy®. Diky tomu maZe reverzni
transkripce a PCR amplifikace probihat v téZe reak¢ni smési.

Zpracovavané vzorky se pridavaji do amplifikacni smési v amplifikacnich zkumavkach, v nichz probiha jak reverzni
transkripce, tak PCR amplifikace. Reakéni smés se v tepelném cyklizatoru zahtiva, pricemz dochazi ke specifickému
napojovani downstream primeru na RNA teréového HCV. Za piftomnosti Mn2* a nadbytku deoxynukleosid-trifosfati



(ANTPs), vcetné trifosfati deoxyadenosinu, deoxyguanosinu, deoxycytidinu a deoxyuridinu (namisto thymidinu),
prodluzuje rTth pol napojené primery, ¢imz se vytvari cDNA.

Amplifikace terce

Po reverzni transkripci RNA terové HCV se reakéni smés zahfeje, aby se RNA:cDNA hybrid denaturoval
a exponovaly se primerové terCové sekvence. Béhem ochlazovani smési se upstream primer pfipojuje specificky
k fetézci cDNA, rTth pol primer prodluZuje a syntetizuje se druhy fetézec DNA. Tim se ukoncuje prvni cyklus PCR,
ktery poskytuje dvoutretézcovou DNA kopii tercové oblasti RNA HCV a HCV.

Reakéni smés se opét zahfeje k oddéleni vysledné dvouretézcové DNA a exponovéni sekvenci primerového terce.
Bé&hem ochlazovéni se primery napojuji na ter¢ovou DNA. rTth pol za pifitomnosti Mn2* a nadbytku dNTPs
prodluZuje napojené primery podél terCovych templatl a vytvari molekulu dvouretézcové DNA, kterd se nazyva
amplikon. V tepelném cyklizitoru se tento postup ve stanoveném poctu cykld automaticky opakuje, pficemz v
kazdém cyklu se mnozstvi amplikonové DNA efektivné zdvojnasobuje. Pfi pouZiti analyzatoru COBAS AMPLICOR
je pozadovany pocet cykli v tepelném cyklizatoru jiz naprogramovan nebo se predem naprogramuje. Amplifikace
probihd pouze v oblasti genomu HCV mezi primery, cely genom amplifikovan neni.

Selektivni amplifikace

K selektivni amplifikaci tercové nukleové kyseliny ze vzorku se v testu AMPLICOR nebo COBAS AMPLICOR HCV
Test, v2.0 pouzivd enzym AmpErase (uracil-N-glykosyldza) a deoxyuridintrifosfat (dUTP). Enzym AmpErase
rozpozna a katalyzuje rozklad fetézci DNA obsahujicich deoxyuridinl3, ale nikoli DNA obsahujici deoxythymidin.
Deoxyuridin se v prirodni DNA nevyskytuje, ale v amplikonu je vZdy pfitomen vzhledem k tomu, Ze se v Cinidle
Master Mix pouZzivd jako jeden z dNTP pouZzivd deoxyuridintrifosfat namisto thymidintrifosfatu. Proto pouze
amplikon obsahuje deoxyuridin.

V dsledku pfitomnosti deoxyuridinu je kontaminujici amplikon citlivy vii¢i destrukci enzymem AmpErase pred
amplifikaci teréové DNA. Enzym AmpErase, ktery je obsaZzeny v ¢inidle Master Mix, katalyzuje roz§tépeni DNA
obsahujici deoxyuridin v misté deoxyuridinového zbytku rozevienim deoxyribozového fetézce v poloze C1. KdyZ je
fetézec amplikonové DNA v prvnim tepelné cyklizaénim kroku pti alkalickém pH cinidla Master Mix zahfivan, $tépi
se v poloze deoxyuridinu, ¢imz se DNA stava neamplifikovatelnou. Enzym AmpErase je pfi teplotach nad 55 °C, to
je béhem fazi tepelného cyklu, neaktivni, a proto tercovy amplikon nerozklada. Po amplifikaci je pfipadny zbytkovy
enzym denaturovan pfidavkem denaturaéniho roztoku, ¢imz se zamezi degradaci pfipadného ter¢ového amplikonu.

Hybridizac¢ni reakce

Po PCR amplifikaci se do amplifika¢nich zkumavek ptidd denaturacni roztok, kterym je HCV amplikon chemicky
denaturovan a tvoti se jednoretézcova DNA. Alikvotni podily denaturovaného amplikonu se pak odméfi do prislusné
jamky typizaéni plotny, kterd obsahuje hybridizacni pufr a genotypizacni strip LINEAR ARRAY, jenZ je pokryt fadou
oligonukleotidovych sond specifickych pro jednotlivé genotypy HCV. Biotinem znaceny amplikon HCV se hybridizuje
ke genotypové specifické oligonukleotidové sondé pouze tehdy, kdyZ obsahuje sekvenci, ktera této genotypové specifické
sond¢ odpovida.

Detekéni reakce

Po skonceni hybridizaéni reakce se strip pro genotypizaci HCV LINEAR ARRAY nékolikrat oplachne, aby se
odstranil veskery nenavazany amplikon. Potom se ke stripu pfida konjugat streptavidinu s kienovou peroxiddzou.
Ten se vaze na biotinem znaceny amplikon hybridizovany na genotypové specifické oligonukleotidové sondy na
stripu. Strip se oplachne, aby se odstranil nenavdzany konjugét, ke kazdému stripu se pfida substratovy roztok
obsahujici peroxid vodiku a 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB). Navdzany konjugat streptavidinu s kfenovou
peroxiddzou katalyzuje v pritomnosti peroxidu vodiku oxidaci TMB a vytvafi modfe zbarveny komplex, ktery se
srazi v polohach sondy, kde dochézi k hybridizaci. Genotypizacni strip na HCV LINEAR ARRAY se potom
vyhodnocuje vizudlné porovnidnim vzorku modrych past s referencni tabulkou vzorkl jednotlivych genotypt.



CINIDLA

LINEAR ARRAY HCYV Genotyping Test

(P/N: 04391837 190)
HCYV Strip

(Genotypizacni strip pro HCV LINEAR ARRAY)
Nylonovy strip potaZeny deviti genotypové specifickymi DNA sondami na HCV
Dvanict stripit v jednom opakované t€sné uzaviratelném vaku se suSidlem

LINEAR ARRAY Detection Kit
Detekéni souprava LINEAR ARRAY

(P/N: 03378179 190)
DN

(Denaturacni roztok)
1,6% hydroxid sodny

EDTA

Thymolova modf

Xi

X

Drézdivy
SDS

1,6% hm. hydroxid sodny

(Koncentrat SDS)

20% laurylsulfat sodny (SDS)
1% ProClin 150

SSPE

(Koncentrat SSPE)

Roztok fosforeCnanu sodného
Chlorid sodny

EDTA

1% ProClin 150

SA-HRP

(Konjugét streptavidinu s kienovou peroxidazou)
Konjugat streptavidinu s kifenovou peroxiddzou

ACES pufr

Chlorid sodny
1% ProClin 150

CIT

(Citratovy koncentrat)
Citratovy roztok

SUB A
(Substrat A)

Citratovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% ProClin 150

SUB B
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
40% dimethylformamid (DMF)

T @
Toxicky
R: 61-20/21-36

S: 53-45

40% hm. dimethylformamid (DMF)

LA HCV GT

LA DK

Miize poskodit plod. Pfi vdechovani a styku s pokoZkou

je zdravi Skodlivy. Drazdi oci.

Vyhnéte se expozici — pfed pouZitim si vyZadejte specidlni
pokyny. V piipadé nehody nebo citite-li se nedobre,
vyhledejte okamZité Iékarskou pomoc (pokud moZno

ukaZzte Stitek).
4

48 testu

4 x 12 testa

96 testu

2x 12 ml

4 x 27 ml

2 x 160 ml

2x2ml

2 x 36 ml

3 x 160 ml

3 x 40 ml



24-Well Tray with Lid
24-jamkova plotna s vikem
(P/N: 03140725 001)

AMPLICOR HCYV Specimen Preparation Kit, version 2.0
Souprava na piipravu vzorkit AMPLICOR HCYV, verze 2.0
(P/N: 21111086 123; ART: 11 1108 6; US: 83126)

HCV LYS, v2.0
(Cinidlo pro lyzu HCV, verze 2.0)

Pufr Tris-HCI

68% guanidinthiokyanat
3% dithiothreitol

< 1% glykogen

Xn 68% (w/w) guanidinthiokyanat

X

Zdravi Skodlivy

I-!CV DIL, v2.0
(Redidlo na vzorky HCV, verze 2.0)

Pufr Tris-HC1

< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)
EDTA

0,05% azid sodny

HCV IC, v2.0
(Vnitini kontrola HCYV, verze 2.0)
< 0,001% neinfekéni RNA transkribovana in vitro (mikrobidlni) obsahujici
sekvence vazajici HCV primer a specifickou sondu-vazajici oblast
< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)

EDTA
0,05% azid sodny
AMPLICOR HCYV Controls Kit, version 2.0

Kontrolni souprava AMPLICOR HCYV, verze 2.0
(P/N: 21111175 123; ART: 11 1117 5; US: 83131)

NHP
[Negativni plazma (lidskd)]
Negativni plasma, nereagujici podle testd na protilatky proti HCV,
protilatky proti HIV-1/2, HIV p24 antigenu a HBsAg;
HIV-1 RNA, HCV RNA a HBV DNA nedetekovatelné metodami PCR.
0,1% ProClin 300

HCV (-) C, v2.0

(Kontrola HCV (-), verze 2.0)
< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)
EDTA
0,05% azid sodny

HCV (+) C, v2.0
(Kontrola HCV (+), verze 2.0)
< 0,001% neinfekéni RNA transkribovana in vitro (mikrobidlni) obsahujici sekvence HCV
< 0,005% poly rA RNA (syntetickd)
EDTA
0,05% azid sodny

AMPLICOR HCV Amplification Kit, version 2.0 HCV AMP
Amplifikacni souprava AMPLICOR HCYV, verze 2.0
(P/N: 21111094 123; ART: 11 1109 4; US: 83127)

HCV MMX, v2.0
(HCV Master Mix, version 2.0)
Bicinovy pufr
16% DMSO
Glycerol
< 0,01% rTth DNA polymeraza (rTth pol, mikrobidlni)
Octan draselny
< 0,001% dATP, dCTP, dGTP, dUTP

po jednom

96 testu

8 x 6,9 ml

8 x 4.8 ml

8 x 0,1 ml

8 sad

8 x 0,6 ml

8 x 0,1 ml

8 x 0,1 ml

96 testu

8 x 0,7 ml



< 0,005% Primery 5'-UTR HCV (jeden je biotinylovany)
< 0,01% enzym AmpErase (uracil-N-glykosyldza) (mikrobidlni)
0,05% azid sodny

HCM Mn?2+, v2.0
(Manganaty roztok pro test HCV, verze 2.0)

< 2% mangan
Kyselina octova
Amarantové barvivo
0,05% azid sodny

AMPLICOR HCYV Detection Kit, version 2.0 HCV MWP DK
Detekéni souprava AMPLICOR HCV, verze 2.0
(P/N: 21111108 123; ART: 11 1110 8; US: 83128)

HCV MWP, v2.0
(HCV mikrodesticky, verze 2.0)
MWP potazené DNA sondou specifickou na HCV
Dvanict 8-jamkovych stripli v jednom opakované tésné uzaviratelném vaku se suSidlem

[1] DN

(Denaturacni roztok)
1,6% hydroxid sodny
EDTA
Thymolova modf

Xi x 1,6% hm. hydroxid sodny

Dréazdivy
[2] HCV HYB
(Hybridiza¢ni pufr pro HCV)
Roztok fosfore¢nanu sodného

< 0,2% solubiliza¢ni ¢inidlo
< 25% thiokyanat sodny

[3] AV-HRP

(Konjugét avidinu s kienovou peroxiddzou)
Pufr Tris-HC1
< 0,001% konjugat avidinu s kienovou peroxidazou
Bovinni gamaglobulin (sav¢i)
Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)
0,1% fenol
1% ProClin 150

[4A] SUB A
(Substrat A)

Citratovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% ProClin 150

[4B] SUB B
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
40% dimethylformamid (DMF)

T @ 40% hm. dimethylformamid (DMF)

Toxicky
R: 61-20/21-36 Muze poskodit plod. Pfi vdechovani a styku s pokozkou je
zdravi Skodlivy. Drazdi oci.
S: 53-45 Vyhnéte se expozici — pred pouZitim si vyzadejte specidlni

pokyny. V pfipadé nehody nebo citite-li se nedobfe,
vyhledejte okamZité lékafskou pomoc (pokud mozno ukaZte
Stitek).

8 x 0,1 ml

96 testu

1 x 96 testu

1 x 12 ml

1 x 20 ml

1 x 12 ml

1x12ml

1 x3 ml



AMPLICOR Internal Control Detection Kit
Detekéni souprava pro vnitini kontrolu AMPLICOR
(P/N: 20763306 122; ART: 07 6330 6; US: 83324)

[5]1 STOP
(Stop c¢inidlo)
4,9% kyselina sirova
10X WB
(Promyvaci koncentrat 10X)

< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny
EDTA

< 2% detergent
0,5% ProClin 300

IC MWP
(Mikrodestic¢ka pro vnitini kontrolu)

MWP potazené DNA sondou specifickou na IC (vnitfni kontrolu)

Dvanict 8-jamkovych stripi v jednom opakované tésné uzaviratelném vaku se suSidlem

[3] AV-HRP

(Konjugat avidinu s kifenovou peroxiddzou)
Pufr Tris-HCl
< 0,001% konjugat avidinu s kfenovou peroxiddzou
Bovinni gamaglobulin (sav¢i)
Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)
0,1% fenol
1% ProClin 150

[4A] SUB A
(Substrat A)

Citratovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% ProClin 150

[4B] SUB B
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
40% dimethylformamid (DMF)

T @ 40% hm. dimethylformamid (DMF)

Toxicky

R: 61-20/21-36 Miuze poskodit plod. Pfi vdechovani a styku s pokoZkou
je zdravi Skodlivy. Drazdi oci.

S: 53-45 Vyhnéte se expozici — pred pouZzitim si vyzadejte specidlni
pokyny. V pfipadé nehody nebo citite-li se nedobfe,
vyhledejte okamZit€ lékarskou pomoc (pokud moZno
ukazte Stitek).

[5]1 STOP

(Stop ¢inidlo)

4,9% kyselina sirova
10X WB
(Promyvaci koncentrat 10X)

< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny
EDTA

< 2% detergent
0,5% ProClin 300

IC MWP DK

1 x 12 ml

2 x 90 ml

96 testu

1 x 96 testu

1 x12ml

1x12ml

1 x3 ml

1 x 12 ml

2 x 90 ml



COBAS AMPLICOR HCYV Detection Kit, version 2.0 100 testii

Detek¢ni souprava COBAS AMPLICOR HCYV, verze 2.0
(P/N: 21111132 123; ART: 11 1113 2; US: 83130)

CX PS1, v2.0 1 x 100 testa
(Suspenze sondy na HCV ¢. 1, verze 2.0)

MES pufr

< 0,4% suspenze paramagnetickych ¢astic Dynabeads® potaZenych
HCV-specifickou oligonukleotidovou sondou

0,09% azid sodny

CX4, v2.0 1 x 100 testa
(Suspenze sondy na HCV ¢. 2, verze 2.0)

Pufr s fosfore¢nanem sodnym

< 0,2% solubiliza¢ni ¢inidlo

42,2% thiokyanat sodny

Xn 42,2% hm. thiokyanat sodny

X

Zdravi Skodlivy

COBAS AMPLICOR Detection Reagents Kit 100 testii
Souprava detekcénich ¢inidel COBAS AMPLICOR
(P/N: 20757470 122; ART: 07 5747 0; US: 83276)

DN4 1 x 100 testi
(Denaturacni roztok)

1,6% hydroxid sodny

EDTA

Thymolova modf

Xi I l 1,6% hm. hydroxid sodny

Dréazdivy

CN4 1 x 100 testd
(Konjugdt avidinu s kifenovou peroxiddzou)

Pufr Tris-HCl

< 0,001% konjugat avidinu s kienovou peroxiddzou

Bovinni serumalbumin (savci)

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)

0,1% fenol

1% ProClin 150

SB3 5 x 75 testu
(Substrat A)

Citratovy roztok
0,01% peroxid vodiku
0,1% ProClin 150

SB 5x5ml
(Substrat B)

0,1% 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB)
40% dimethylformamid (DMF)

T & 40% hm. dimethylformamid (DMF)

Toxicky
R: 61-20/21-36 Mize poskodit plod. Pfi vdechovani a styku
s pokoZkou je zdravi skodlivy. Drazdi oci.
S: 53-45 Vyhnéte se expozici — pfed pouzitim si vyzadejte

specidlni pokyny. V ptipadé nehody nebo citite-li se
nedobfe, vyhledejte okamzité lékarskou pomoc
(pokud moZno ukaZzte Stitek).
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COBAS AMPLICOR Conjugate Detection Reagent CN4 200 testd
Konjugované detek¢ni ¢inidlo COBAS AMPLICOR
(P/N: 20764213 123; ART: 07 6421 3; US: 83305)

CN4 2 x 100 testd
(Konjugat avidinu s kienovou peroxidazou)

Pufr Tris-HCI

< 0,001% konjugat avidinu s kfenovou peroxiddzou
Bovinni serumalbumin (savci)

Emulsit 25 (Dai-ichi Kogyo Seiyaku Co., Ltd.)

0,1% fenol
1% ProClin 150
COBAS AMPLICOR Wash Buffer 500 testi

Promyvaci pufr COBAS AMPLICOR
(P/N: 20759899 123; ART: 07 5989 9; US: 83314)

WB 2 x 250 testa
(Promyvaci koncentrat 10X)

< 2% fosfatovy pufr
< 9% chlorid sodny
EDTA

< 2% detergent
0,5% ProClin 300

COBAS AMPLICOR Internal Control Detection Kit 100 testa

Detek¢ni souprava pro vnitini kontrolu COBAS AMPLICOR
(P/N: 20757608 122; ART: 07 5760 8; US: 83281)

IC PS1 1 x 100 testd
(Suspenze sondy pro IC [vnitini kontrolu] €. 1)

MES pufr

< 0,35% suspenze paramagnetickych ¢astic Dynabeads® potazenych
oligonukleotidovou zichytovou sondou specifickou pro vnitini kontrolu

0,09% azid sodny

IC4 1 x 100 testa
(Suspenze sondy pro IC [vnitini kontrolu] €. 2)

Pufr s fosfore¢nanem sodnym
< 0,2% solubiliza¢ni ¢inidlo
< 25% thiokyanat sodny

UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI
A. PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.

B. Test se pouziva s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do EDTA (plazma s EDTA). Heparin inhibuje
PCR, a proto se nesmi pro tento postup pouZit.

C. Nepipetovat usty.

D. V pracovnich laboratornich prostorach nejist, nepit a nekoufit. Pfi manipulaci se vzorky a Cinidly ze soupravy
noste ochranné rukavice na jedno pouZiti, laboratorni plast a prostfedek ochrany o¢i. Po manipulaci se vzorky
a zkuSebnimi Cinidly si dikladn€ umyjte ruce.

m

Pfi odebirani alikvotnich podili z lahvicek s Cinidly dbejte, aby nedosSlo k mikrobialni nebo ribonukleazové
(RN4aza) kontaminaci ¢inidel. Doporucuji se sterilni pipety na jedno pouZiti a pipetové Spicky prosté RNazy.

Nesmésujte ¢inidla z rGznych SarZzi ani z rGznych lahvicek téze SarZe.
Nespotifebovana ¢inidla a odpad likvidujte v souladu s celostdtnimi nebo mistnimi predpisy.
Po datu expirace jiZ soupravu nepouZzivejte.

Materialové bezpecnostni listy (MSDS) Ize obdrzet od mistniho zastoupeni firmy Roche na vyZzadani.

—~ = oz amd

Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od preamplifikacniho prostoru smérem k prostoru
poamplifika¢nimu (amplifikace/detekce). Preamplifikacni Cinnosti zacinaji pfipravou cinidel a pokracuji
pfipravou vzorkt. Latky a vybaveni se musi pfifadit jednotlivym preamplifikacnim ¢innostem a nesméji se
pouzivat k Zadnym jinym cinnostem, ani se nesméji pfenaSet mezi jednotlivymi vyhrazenymi prostory. Ve
vSech prostorech je tfeba nosit rukavice, které se pred opusténim prostoru vyméni. Vybaveni a materidly pro
pripravu Cinidla se nesméji pouzivat k pfipravé vzorkd, ani pro pipetovani nebo zpracovani amplifikované
DNA ¢i jinych zdroji tercové DNA. Poamplifikacni materialy a vybaveni musi vZdy zdstat v poamplifikacnim
prostoru. Enzym AmpErase v soupravé AMPLICOR nebo COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0 nenahrazuje
jednosmérny pracovni tok.
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Se vzorky se musi zachdzet jako s infekcnimi, takZe je tfeba pouZivat odpovidajici laboratorni postupy,
napiiklad ty, jeZ jsou uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'* nebo
v dokumentu CLSI M29-A15. Viechny plochy diikladng ocistéte a vydezinfikujte Cerstvé ptipravenym 0,5%
roztokem chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

POZN.: Bézné bélici prostiedky pro domdcnost obvykle obsahuji chlornan sodny v koncentraci 5,25%.

L.

Roztok o koncentraci 0,5% tak dostanete ziredénim bélidla pro domdcnost v poméru 1:10.

POZOR: Souprava obsahuje slozku (NHP) odvozenou z lidské krve. Zdrojovy materidl byl analyzovan
pomoci testl a byl shledan nereaktivnim vici protilatkdm proti HCV, protilatkam proti HIV-1/2, antigenu HIV
p24 and povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg). Testovani negativni lidské plazmy metodami PCR
neprokédzalo Zadné detekovatelné HIV-1 RNA, HCV RNA ani HBV DNA. OvSem Zadnad zndm4 testovaci
metoda nepfedstavuje dokonalou zaruku, Ze se s derivaty z lidské krve nepienesou néjaké infekéni latky. Proto
je tfeba povaZovat vSechen materidl lidského pivodu za potencidlné infekéni. S NHP je tfeba zachazet jako
s infekénim a pfi praci s nim je nutno uplatiiovat bezpecné laboratorni postupy, napfiklad ty, které jsou
uvedeny v publikaci Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories'* nebo v dokumentu CLSI
M29-Al5. Vechny pracovni plochy diikladné ocistéte a dezinfikujte Cerstvé piipravenym 0,5% roztokem
chlornanu sodného v deionizované nebo destilované vodé.

HCYV IC, v2.0; HCV DIL, v2.0; HCV MMX, v2.0; HCV Mn2+, v2.0; HCV (-) C, v2.0; HCV (+) C, v2.0,
CX PS1, v2.0 a IC PS1 obsahuji azid sodny. Ten mizZe reagovat s olovénymi nebo médénymi armaturami a
vytvaret vysoce explozivni kovové azidy. Budete-li tedy vylévat roztoky obsahujici azid do laboratorni
vylevky, splachnéte je velkym objemem vody, aby se azid nemohl nikde usadit.

P¥i manipulaci s HCV LYS, v2.0; HCV MMX, v2.0; HCV Mn2+, v2.0; [1] DN, [2] HCV HYB, [3] AV-
HRP, [4A] SUB A, [4B] SUB B, pracovnim substratem (smés ¢inidel [4A] SUB A a [4B] SUB B), [5] STOP,
CX4, v2.0; IC4, DN4, CN4, SB3, SB, pracovnim substratem (smés ¢inidel SB3 a SB), SA-HRP, SUB A, SUB
B a pracovnim substratem (smés ¢inidel SUB A a SUB B) noste prostfedek ochrany oci, laboratorni plast a
rukavice na jedno pouziti. Dbejte, aby se tyto materidly nedostaly do styku s pokoZkou, o¢ima nebo sliznicemi.
Pokud ke styku dojde, okamZité postiZenou oblast omyjte velkym mnoZstvim vody. Pokud byste tuto péci
zanedbali, mohly by se na postizeném misté vyvinout popaleniny. JestliZze se nékteré ¢inidlo rozlije nebo
rozsype, pred vytienim dosucha je zfedte vodou.

Dbejte, aby nedoslo ke styku pokozky a sliznic s [4B] SUB B, SB, SUB B nebo s pracovnimi substraty. Pokud
ke styku s pokozkou dojde, omyjte ji okamzit€¢ velkym mnozZstvim vody.

[4B] SUB B, SB, SUB B a pracovni substraty obsahuji dimethylformamid, o némz existuji tidaje, Ze je ve
vysokych ordlnich davkach toxicky a mize poskodit plod. Je tfeba dbét, aby nedoslo k jejich styku s
pokoZkou, vdechovani vyparQ ani poZiti. Pokud ke styku s pokozkou dojde, omyjte ji dikladné vodou a
mydlem a neprodlené vyhledejte 1ékatskou péci.

Dbejte, aby se HCV LYS, v2.0, ktery obsahuje guanidinthiokyanat, ani CX4, v2.0; IC4 nebo [2] HCV HYB,
které obsahuji thiokyanat sodny, nedostaly do styku s roztokem chlornanu sodného (bélidlo). Smés muze
uvolnovat vysoce toxické vypary.

Vzorek i kontrolni prepardt se musi uchovavat ve zkumavkéach se Sroubovacim uzdvérem, aby nemohl
vystiiknout a nemohlo dojit ke vzajemné (kiizové) kontaminaci vzorkt. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem
nepouZivejte.

POZADAVKY NA SKLADOVANI A MANIPULACI

A.
B.

Cinidla nezmrazujte.

HCV LYS, v2.0; HCV DIL, v2.0 a HCV IC, v2.0 uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Do otevieni jsou tato ¢inidla
stala az do vyznacené doby expirace. Po otevieni je tfeba nespotiebovanou cast zlikvidovat.

V HCV LYS v2.0 se béhem skladovani pfi teploté 2-8°C tvofi sraZenina. Tu pfed pouZitim rozpustte zahfatim
HCV LYS v2.0 na teplotu 25-37°C. Kapalinu zahfivejte nejdéle 30 minut a potom ji dikladné michejte tak
dlouho, dokud se krystalky nerozpusti. Pred pouZitim si kazdou lahvickou HCV LYS, v2.0 prohlédnéte proti
bilému podkladu a sledujte, jestli nezpozorujete Zluté zabarveni nebo zndmky netésnosti. Pokud Zlutou barvu
nebo zndmky netésnosti zZjistite, lahvicku k testovdni nepouZijte a kontaktujte mistni zastoupeni firmy
Roche. Po otevieni je tfeba nespotiebovanou ¢ast zlikvidovat. Pracovni roztok ¢inidla pro lyzu (pfipraveny
pfiddinim HCV IC, v2.0 k HCV LYS, v2.0) se uchovava za pokojové teploty a je tieba jej spotiebovat do 8
hodin od pfipravy.

HCV MMX, v2.0 a HCV Mn2*, v2.0 uchovévejte pii teploté 2-8°C. Cinidla jsou stild do vyznaceného data
expirace. Po otevieni je tfeba nespotfebovanou cast zlikvidovat. Pracovni ¢inidlo Master Mix (pfipravené
pfidinim HCV Mn2+, v2.0 k HCV MMX, v2.0) se musi uchovévat pfi teplotach 2-8°C a zpracovat do 4
hodin od pfipravy.

NHP, HCV (-) C, v2.0 a HCV (+) C, v2.0 uchovévejte pfi teploté 2-8°C. Cinidla jsou stala aZ do vyznaceného
data expirace. Po otevieni je tfeba nespotfebovanou c¢ast zlikvidovat.

[1] DN, [2] HCV HYB a [5] STOP uchovavejte pfi teploté 2-25°C. Cinidla jsou stild do vyznaceného data
expirace. [1] DN a [5] STOP jsou po otevieni stalé minimalné 5 mésici. [2] HCV HYB je po otevieni stalé
pfi teploté 2-8°C az 30 dni. 10



HCV MWP, v2.0 a IC MWP uchovavejte v dodanych plastovych vacich pfi teploté 2-8°C. HCV MWP, v2.0
a IC MWP jsou v neotevieném vaku stdlé do vyznaceného data expirace. Po otevieni jsou HCV MWP, v2.0
a IC MWP v opétovné dikladné uzavienych vacich se suSidlem stalé pfi teploté 2-8°C az 3 mésice (nebo do
data expirace, je-li tato doba kratsi).

[3] AV-HRP, [4A] SUB A a [4B] SUB B uchovavejte pii teploté 2-8°C. Dokud nejsou oteviena, jsou tato
¢inidla stala do vyznaceného data expirace. Po otevieni jsou pii teploté 2-8°C stala jest€¢ 3 mésice (nebo do
data expirace, je-li tato doba kratsi).

Pracovni substrat se pfipravuje denné Cerstvy. Pripravi se smichdnim [4A] SUB A s [4B] SUB B. Je-li chranén
pred svétlem, je pfi pokojové teploté staly po dobu 3 hodin. Nevystavujte [4A] SUB A, [4B] SUB B ani
pracovni substrat styku s kovy, oxidacnimi Cinidly ani pfimému svétlu.

10X WB uchovavejte pfi teploté 2-25°C. Neotevieny je staly do vyznaceného data expirace. Po otevfeni je
staly jesté minimalné 5 mésict. Pred zfedénim 10X WB prohlédnéte a zpozorujete-li sraZzeninu, zahifejte na
30-37°C, aby se sraZenina rozpustila. Pracovni promyvaci roztok (1X), pfipraveny nafedénim 10X WB
destilovanou nebo deionizovanou vodou, se uchovava pfi teplotich 2-25°C v ¢istych uzavrenych plastovych
nadobdach a je staly 2 tydny ode dne pripravy.

CX PS1, v2.0 and CX4, v2.0 uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Cinidla jsou stdld do vyzna¢eného data expirace.
Po smiseni CX PS1, v2.0 and CX4, v2.0 je pracovni ¢inidlo pfi teploté 2-8°C stalé 30 dni. Da se pouzit
nanejvys na Sest 12-hodinovych pfistrojovych cykld a mezi cykly se musi uchovévat pfti teploté 2-8°C.

IC PS1 and IC4 uchovavejte pii teploté 2-8°C. Cinidla jsou stdla do vyznadeného data expirace. Po smiseni
IC PS1 and IC4 je pracovni ¢inidlo pfi teploté 2-8°C stdlé 30 dni. D4 se pouZit nanejvys na Sest 12-
hodinovych pfistrojovych cykli a mezi cykly se musi uchovavat pfi teploté 2-8°C.

DN4 uchovavejte pii teplot& 2-25°C. Cinidlo DN4 je stalé do vyznaceného data expirace. Po otevieni je ¢inidlo
DN4 pfi teploté 2—-8°C stalé 30 dni (resp. do data expirace, pokud je tato doba kratsi). DN4 je moZno pouZit
maximalné na Sest 12-hodinovych pfistrojovych cykld a mezi cykly se uchovava pii teploté 2-8°C.

CN4 uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Cinidlo CN4 je stdlé do vyznaceného data expirace. Po otevieni je CN4
pfi teploté 2-8°C stalé po dobu 30 dnii (nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi). CN4 je moZno pouZzit
maximalné na Sest 12-hodinovych pfistrojovych cykld a mezi cykly se uchovava pfi teploté 2-8°C.

SB3 and SB uchovévejte pfti teploté 2-8°C. Pokud jsou neoteviena, jsou tato Cinidla stdla do vyznaceného data
expirace. Pracovni substridt se smisenim SB3 s SB pfipravuje denné. Pracovni substrat je v analyzétoru
COBAS AMPLICOR stély po dobu 16 hodin. Nevystavujte SB3, SB ani pracovni substrat styku s kovy ¢i s
oxida¢nimi ¢inidly ani pfimému svétlu.

WB uchovivejte pfi teploté 2-30°C. Neotevieny WB je stidly do vyznaceného data expirace. Po otevieni je
WB staly jest€ minimalné 5 mésicl. Pfed nafedénim WB jej prohlédnéte; zpozorujete-li sraZzeninu, rozpustte
ji zahtatim kapaliny na teplotu 30-37°C. Pracovni promyvaci pufr (1X), pfipraveny zfedénim WB destilovanou
nebo deionizovanou vodou v poméru 1:10, se uchovava v zasobniku COBAS AMPLICOR na promyvaci pufr
pii teploté 2-25°C; od doby pfipravy je staly 2 tydny.

Caste¢né spotiebovana detekéni Cinidla uchovavejte mezi praci s piistrojem pii teploté 2-8°C. Pied naplnénim
do analyzitoru COBAS AMPLICOR zkontrolujte, zda u otevienych nebo pracovnich ¢inidel neni prosla doba
expirace.

HCYV Strip uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Cinidlo je stalé do vyznaceného data expirace. Po otevieni vaku je
tfeba veSkeré nespotiebované stripy zlikvidovat.

DN uchovavejte pfi teploté 2-25°C. CIT, SA-HRP, SUB A a SUB B uchovévejte pii teploté 2-8°C. Neoteviena
jsou tato Cinidla stila do vyznaceného data expirace. Po otevieni jsou pii teploté 2-8°C stéla jesté 3 mésice
(nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi).

SDS and SSPE uchovavejte pfi teploté 2-8°C. Neoteviena jsou tato ¢inidla stala do vyznaceného data expirace.
Po otevieni jsou pii teploté 2-8°C stala jesté 3 mésice (nebo do data expirace, je-li tato doba kratsi).
V ¢Cinidlech SDS and SSPE se béhem skladovani pfi teploté 2—8°C tvofi sraZzenina. Pfed pouZitim kapalinu
po dobu maximalné 30 minut za dikladného michani zahtivejte na teplotu 50°C, aby se sraZenina rozpustila.
Pracovni hybridizacni a promyvaci pufry, pripravené nafedénim SDS a SSPE destilovanou nebo
deionizovanou vodou, se uchovavaji za pokojové teploty v Cistych uzavienych nadobach a ode dne ptipravy
jsou stalé 30 dni.

Pracovni konjugat se pripravuje smisenim SA-HRP s pracovnim “ambient” promyvacim pufrem denné
Cerstvy; za pokojové teploty je stily po dobu 2 hodin.

Pracovni substrat SUB A s SUB B denné Cerstvy; za pokojové teploty, chranén pred svétlem, je staly po dobu
3 hodin. Nevystavujte SUB A, SUB B ani pracovni substrat styku s kovy ¢i s oxida¢nimi Cinidly, ani pfimému
svétlu.
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MATERIALY, JEZ JSOU SOUCASTI DODAVKY

A.

LINEAR ARRAY HCYV Genotyping Test oV or
(P/N: 04391837 190) _C G

HCYV strip
(Genotypizacni strip pro HCV LINEAR ARRAY)

LINEAR ARRAY Detection Kit
Detekéni souprava LINEAR ARRAY LA DK
(P/N: 03378179 190)

DN
(Denaturacni roztok)

SDS
(Koncentrat SDS)

SSPE
(Koncentrat SSPE)

SA-HRP
(Konjugét streptavidinu s kienovou peroxidazou)

CIT
(Citratovy koncentrat)

SUB A
(Substrat A)

SUB B
(Substrat B)

24-Well Tray with Lid
24-jamkova plotna s vikem
(P/N: 03140725 001)

Pro uzivatele soupravy AMPLICOR HCYV Test, verze 2.0

A.

AMPLICOR HCYV Specimen Preparation Kit, version 2.0 HCV PREP
Souprava na pripravu vzorki HCV AMPLICOR, verze 2.0
(P/N: 21111086 123; ART: 11 1108 6; US: 83126)

HCV LYS, v2.0
(Cinidlo pro lyzu HCV, verze 2.0)

I-!CV DIL, v2.0
(Redidlo na vzorky HCV, verze 2.0)

HCYV IC, v2.0
(Vnitini kontrola HCV, verze 2.0)

AMPLICOR HCYV Controls Kit, version 2.0

Kontrolni souprava AMPLICOR HCYV, verze 2.0
(P/N: 21111175 123; ART: 11 1117 5; US: 83131)
NHP

[Negativni plazma (lidskd)]

HCV (-) C, v2.0
(Kontrola HCV (-), verze 2.0)

HCV (+) C, v2.0
(Kontrola HCV (+), verze 2.0)

AMPLICOR HCV Amplification Kit, version 2.0

Amplifikacni souprava AMPLICOR HCYV, verze 2.0

(P/N: 21111094 123; ART: 11 1109 4; US: 83127)

HCV MMX, v2.0
(Cinidlo HCV Master Mix, verze 2.0)

HCV Mn?*, v2.0
(Manganaty roztok pro HCV, verze 2.0)

AMPLICOR HCYV Detection Kit, version 2.0

Detekéni souprava AMPLICOR HCV, verze 2.0

(P/N: 21111108 123; ART: 11 1110 &; US: 83128)
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Pro uzivatele soupravy AMPLICOR HCYV Test, verze 2.0

AMPLICOR HCYV Specimen Preparation Kit, version 2.0
Souprava na pripravu vzorki HCV AMPLICOR, verze 2.0

A.

HCV MWP, v2.0
(HCV mikrodesticky, verze 2.0)

[1] DN
(Denaturacni roztok)

[2] HCV HYB

(Hybridiza¢ni pufr pro HCV)

[3] AV-HRP

(Konjugat avidinu s kienovou peroxiddzou)

[4A] SUB A
(Substrat A)

[4B] SUB B
(Substrat B)

[5] STOP
(Cinidlo Stop)

10X WB
(Promyvaci koncentrat 10X)

AMPLICOR Internal Control Detection Kit
Detek¢ni souprava pro vnitini kontrolu AMPLICOR
(P/N: 20763306 122; ART: 07 6330 6; US: 83324)

IC MWP
(Mikrodestic¢ka pro vnitini kontrolu)

[3] AV-HRP
(Konjugat avidinu s kienovou peroxidazou)

[4A] SUB A
(Substrat A)

[4B] SUB B
(Substrat B)

[5]1 STOP
(Cinidlo Stop)

10X WB
(Promyvaci koncentrat 10X)

(P/N: 21111086 123; ART: 11 1108 6; US: 83126)

HCV LYS, v2.0
(Cinidlo pro lyzu HCV, verze 2.0)

I-!CV DIL, v2.0
(Redidlo na vzorky HCV, verze 2.0)

HCYV IC, v2.0
(Vnitini kontrola HCV, verze 2.0)

AMPLICOR HCYV Controls Kit, version 2.0
Kontrolni souprava AMPLICOR HCYV, verze 2.0
(P/N: 21111175 123; ART: 11 1117 5; US: 83131)

NHP
[Negativni plazma (lidskd)]

HCV (-) C, v2.0
(Kontrola HCV (-), verze 2.0)
HCV (+) C, v2.0
(Kontrola HCV (+), verze 2.0)

AMPLICOR HCV Amplification Kit, version 2.0
Amplifikacni souprava AMPLICOR HCYV, verze 2.0
(P/N: 21111094 123; ART: 11 1109 4; US: 83127)

HCV MMX, v2.0
(Cinidlo HCV Master Mix, verze 2.0)
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HCV Mn?+, v2.0
(Manganaty roztok pro HCV, verze 2.0)

D. COBAS AMPLICOR HCY Detection Kit, version 2.0 T
Detekéni souprava COBAS AMPLICOR HCV, verze 2.0
(P/N: 21111132 123; ART: 11 1113 2; US: 83130)
CX PS1, v2.0
(Suspenze sondy na HCV ¢. 1, verze 2.0)
CX4, v2.0

(Suspenze sondy na HCV ¢. 2, verze 2.0)

E. COBAS AMPLICOR Detection Reagents Kit
Souprava detekénich ¢inidel COBAS AMPLICOR
(P/N: 20757470 122; ART: 07 5747 0; US: 83276)

DN4
(Denaturacni roztok)

CN4
(Konjugét avidinu s kifenovou peroxidizou)

SB3
(Substrat A)

SB

(Substrat B)

F. COBAS AMPLICOR Conjugate Detection Reagent
Konjugované detek¢ni ¢inidlo COBAS AMPLICOR
(P/N: 20764213 123; ART: 07 6421 3; US: 83305)

CN4
(Konjugat avidinu s kienovou peroxidazou)

G. COBAS AMPLICOR Wash Buffer W

Promyvaci pufr COBAS AMPLICOR
(P/N: 20759899 123; ART: 07 5989 9; US: 83314)

WB
(Promyvaci koncentrat 10X)

@)
o £z

H. COBAS AMPLICOR Internal Control Detection Kit IC DK

Detekeni souprava pro vnitini kontrolu COBAS AMPLICOR

(P/N: 20757608 122; ART: 07 5760 8; US: 83281)

IC PS1
(Suspenze sondy pro IC [vnitini kontrolu] €. 1)

IC4
(Suspenze sondy pro IC [vnitini kontrolu] €. 2)

POTREBNY MATERIAL, KTERY NENI SOUCASTI DODAVKY

Preamplifikace — prostor pro pripravu cinidel

Pro tepelny cyklizator zaiizeni GeneAmp® PCR System 9600 firmy Applied Biosystems pouZivejte
reakéni zkumavky MicroAmp® (AB# N801-0533), uzavéry (AB# N801-0535), stojanky (AB# 403081)
and podlozky (AB# N801-0531)

Pro tepelny cyklizator zatizeni GeneAmp PCR System 2400 firmy Applied Biosystems pouZivejte reakéni
zkumavky MicroAmp (AB# N801-0533), uzavéry (AB# N801-0535), stojanky (AB# N801-5530)
a podlozky (AB# N801-5531)

Pro tepelny cyklizitor zafizeni 96-jamkového zafizeni GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied
Biosystems pouZzivejte reakéni zkumavky MicroAmp (AB# N801-0533), uzavéry (AB# N801-0535),
stojanky (AB# 403081) a podlozky (AB# N801-0531)

A-kruh COBAS AMPLICOR osazeny 12 A-zkumavkami (P/N: 21045636001)

Drzék A-kruhu COBAS AMPLICOR

Plastovy uzaviratelny vak

Pipetu Eppendorf Multipette® se §pi¢kou pro objem 1,25 ml Combitip® (sterilni, baleni po jednom)

Pipetory (objem 50 pl a 100 pl)* s aerosolovou bariérou nebo RNazy prostymi Spickami s pozitivnim
posuvem

Rukavice na jedno pouZiti bez pudru
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Preamplifikace — prostor pro pripravu vzorka a kontrol

1,5 ml polypropylenové zkumavky se Sroubovacim uzdvérem sterilni, nesilikonované, konické (Sarstedt
72.692.005 nebo ekvivalentni)**

Stojany na zkumavky (Sarstedt 93.1428 nebo ekvivalentni)

95% ethanol p.a. pro mikrobiologii nebo histologii (Cerstvé zfedény na 70% destilovanou nebo
deionizovanou vodou)

Izopropylalkohol p.a.
Sterilni transferové pipety s tenkou Spickou prosté RNazy
Sterilni polystyrenové serologické pipety na jedno pouziti (5 ml, 10 ml a 25 ml)

Mikropipety (pro objem 20 ul, 50 ul, 100 pl, 200 pl, 400 pl, 600 pl a 1000 pl)* s RNazy-prostymi Spickami
s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim posuvem

Mikrocentrifuga (max. RCF 16 000 x g, min. RCF 12 500 x g); Eppendorf 5415C, HERMLE Z230M nebo
ekvivalentni

Vifivy mixér
Vyhiivaci horkovzdu$ny blok na teplotu 60 = 2°C
Rukavice na jedno pouziti bez pudru

Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci

Multikandlova mikropipeta (pro objemy 25 pl a 100 ul) nebo elektronick4 mikropipeta (Impact® nebo
AMPLICOR®)

Spi¢ky s aerosolovou bariérou prosté RNazy (25 ul a 100 pl) a $pi¢ky bez této bariéry (100 ul)*

Tepelny cyklizator zafizeni GeneAmp PCR System 9600, GeneAmp PCR System 2400 nebo GeneAmp
PCR System 9700 firmy Applied Biosystems.

Podlozka MicroAmp a vickovaci zafizeni k soupravé GeneAmp PCR System 9600, GeneAmp PCR
System 2400 nebo GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems.

Omyvac mikrodesticek™***

Cteci zafizeni na mikrodesticky *##*

Nédoby na c¢inidla na jedno pouZiti

Vicko k mikrodestickdm

96-mikrojamkovy strip ejektor Costar® #2578

Inkubator na teplotu 37 + 2°C

Destilovana nebo deionizovana voda

Analyzator COBAS AMPLICOR s tiskarnou

Ptirucka (Operator’s Manual) k pristroji COBAS AMPLICOR Analyzer
Metodicka prirucka k testovaci soupravé na hepatitidu C COBAS AMPLICOR, v2.0
Stojany s D-kelimky (ART: 10 4564 4)

Trepaci vodni lazenl vyhfivana na teplotu 55 = 2°C s rotaci na 60 ot/min (Bellco Hotshaker Plus nebo
ekvivalentni)

Vodni lazen vyhtivana na teplotu 50 + 2°C

Krouziva tfepacka s rotaci 60 ot/min

Pinzeta

Vodotésné pero (Sharpie Industrial Super Permanent P/N: 13801 nebo ekvivalentni)

Vakuové nasdvaci zatizeni

12-kanalovy jehlovy déli¢ toku/aspirator (Art Robbins Instruments #102-5020-12 nebo ekvivalentni)
1-librové olovéné prstencové zavazi

Pipetory (objem 100 ul a 1000 ul)* s RNazy-prostymi Spickami s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim
posuvem

Serologické pipety na 5 ml, 10 ml a 25 ml

Zasobni lahve o objemu 1 a 2 litry

Kadinky o objemu 100 ml, 250 ml a 500 ml

Odmérné vilce o objemu 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 a 2 litry

Mikropipeta Eppendorf Multipette® se §pickou Combitip Reservoir o objemu 25 ml (sterilni, baleni po
jednom)

Acetatové folie
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¢ Roztok na Cisténi stojani RBS35 (VWR #P127952 / Pierce #27952)
* Rukavice na jedno pouZiti bez pudru
* Pipetory museji byt pfesné na 3% jmenovitého objemu. Kde je tak uvedeno, museji byt pouzity Spicky s aerosolovou bariérou nebo s pozitivnim

posuvem prosté RNdazy, aby se zabranilo vzajemné kontaminaci vzorku a amplikonu.

ok Na vzorek a kontrolni preparat se pouZzivaji zkumavky se Sroubovacim uzdvérem, aby se predeslo mozné vzajemné kontaminaci vzorka a kontrol.

Zkumavky s nasazovacim uzdvérem nepouzivejte.
HAE S kapacitou pro myti mikrodesti¢ek s 12 x 8 jamkami pomoci 250-300 ul promyvaciho roztoku na jednu jamku v 30-sekundovych intervalech.

HE Specifikace ¢tecky mikrodesticek: Sifka pdsma = 10 + 3 nm, absorban¢ni rozmezi Ays0 = 0 aZ 2 3,00; opakovatelnost < 1%, pfesnost < 3%
v rozmezi A450 od 0 do 2,00, drift 0,01 A450 < za hodinu.

ODBER, TRANSPORT A UCHOVAVANI VZORKU
POZN.: Se v§emi vzorky je tFeba zachdzet jako s infekcnimi.
A. Odbér vzorku

Souprava COBAS AMPLICOR Hepatitis C Virus Test, v2.0 se pouZivd pouze pro vzorky séra nebo plazmy s EDTA.
Krev se odebira do zkumavek SST® (Serum Separation Tubes), do sterilnich zkumavek bez p¥isady (Cerveny uzavér)
nebo do sterilnich zkumavek s EDTA jako antikoagulantem (uzavér Setfikové barvy). Vzorky antikoagulované
heparinem jsou pro tento test nevhodné. Celou krev uchovavejte pfi teploté¢ 2-25°C maximalné 6 hodin.

Sérum nebo plazmu z krve separujte do 6 hodin od odbéru, a to odstiedovanim pti 1500 x g za pokojové teploty po
dobu 20 minut a prevedte je do sterilni polypropylenové zkumavky.

B. Preprava vzorki

Pti prepravé celé krve, séra nebo plazmy je tfeba dodrZovat celostitni resp. mistni predpisy o dopravé etiologickych
latek16. Cel4 krev se prepravuje za teplot 2-25°C a musi se zpracovat do 6 hodin od odbéru. Plazma nebo sérum se
miZe pfepravovat pii teploté 2-8°C nebo ve zmrazeném stavu pfi teploté -70°C nebo niZsi.

C. Uchovavani vzorku

Vzorky séra nebo plazmy se mohou uchovévat pfi teploté 2—-8°C po dobu aZ 72 hodin nebo ve zmrazeném stavu pri
teploté -70°C nebo nizsi. Doporucuje se vzorky uchovavat v alikvotnich podilech po 250-300 ul ve sterilnich

polypropylenovych zkumavkéach o objemu 1,5 ml se Sroubovacim uzavérem (napiiklad Sarstedt 72.692.105). Vzorky
séra nebo plazmy s EDTA je moZno zmrazit a rozmrazit maximdalné dvakrat.

NAVOD K POUZITI

POZN.: Provddite-li genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY pomoci soupravy AMPLICOR HCYV Test,
v2.0, postupujte podle pokynu, jeZ jsou uvedeny niZe v bodech A, B, C a D. Provddite-li
genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY pomoci soupravy COBAS AMPLICOR HCYV Test,
v2.0, postupujte podle pokynii, jeZ jsou uvedeny nize v bodech E, F, G a H.

POZN.: Podrobné pokyny pro prdci s pristrojem COBAS AMPLICOR Analyzer jsou uvedeny v provozni
prirucce k pristroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

POZN.: VSechna cinidla museji byt pred pouZitim vytemperovdna na pokojovou teplotu. Pred zapocetim
testu se vizudlné presvédcte, Ze je objem Cinidel dostatecCny.

POZN.: Vzorky séra a plazmy s EDTA museji mit pred pouZitim pokojovou teplotu.

POZN.: Kde je tak uvedeno, pouZivaji se pipetory s aerosolovou bariérou nebo se Spickami s pozitivnim
posuvem. Ddvejte obzvldstni pozor, abyste zajistili selektivni amplifikaci.

POZN.: Na vzorek a kontrolni prepardt se pouZivaji zkumavky se Sroubovacim uzdvérem, aby se predeslo
vystiiknuti a pripadné vzdjemné kontaminaci vzorki a kontrol. Zkumavky s nasazovacim uzdvérem
nepouZivejte.

Velikost souboru:

Kazda souprava obsahuje dostatecné mnozstvi Cinidla na Ctyfi 12-testovd méteni, kterd mohou probihat zvlast nebo
soucasné. Kazdé méfeni musi zahrnovat minimaln€ po jednom replikdtu AMPLICOR HCV (-) Control a AMPLICOR
HCV (+) Control (viz ¢ast “Kontrola jakosti™).

Cinidla pro p¥ipravu vzorku a amplifikaci jsou balena v 12-testovych lahvi¢kach na jedno pouziti. HCV (-) a HCV
(+) Controls jsou baleny v lékovkach na jedno pouZiti. Genotypizaéni stripy HCV LINEAR ARRAY jsou baleny
v séccich na jedno pouZiti. Pro co nejefektivn€jsi vyuZiti je vhodné zpracovavat ¢inidla, vzorky i kontroly v ddvkach,
jez jsou nasobky dvanécti.

Pracovni tok:

Test se soupravou pro genotypizaci viru hepatitidy C LINEAR ARRAY se da provést béhem jednoho dne nebo béhem
dvou dnl. Pokud se ma test provést béhem jednoho pracovniho dne, postupuje se podle pokynt v ¢astech Pfiprava
¢inidel a kontrol, reverzni transkripce a amplifikace a Detekce LINEAR ARRAY v tomto potadi. Testovani Ize také
rozloZit na 2 dny tak, Ze se 1.den zacne s postupy Priprava vzorkii a kontrol a 2.den se pokracuje s Pripravou cinidel,

16



reverzni transkripci a amplifikaci a Detekci LINEAR ARRAY, nebo se 1.den zacne s Pfipravou vzorkii a kontrol ,
Reverzni transkripci a Amplifikaci a 2.den se pokracuje s Detekci LINEAR ARRAY.

B.

Chcete-li 1.den provést pripravu vzorki a kontrol a 2.den reverzni transkripci, amplifikaci a detekci, provedte
z Pripravy vzorkii a kontrol kroky 1 az 15 a zpracované vzorky a kontroly uloZte podle kroku 15. 2.den zacnéte
Pripravou cinidel, potom zpracované vzorky a kontroly rozmrazte na pokojovou teplotu a pokracujte
vPFripravé vzorkii a kontrol, krok 16, a postupujte dale k Reverzni transkripci, a amplifikaci a Detekci LINEAR
ARRAY.

Chcete-li pomoci soupravy AMPLICOR HCV Test, v2.0 provést piipravu vzorkl a kontrol, reverzni transkripci
a amplifikaci 1.den a detekci 2.den, postupujte podle ¢asti Priprava cinidel, Priprava vzorkii a kontrol a Reverzni
transkripce a amplifikace 1.den a uschovejte denaturovany amplikon tak, jak je popsano v bod€ 6. 2.den pak
pokracujte bodem Detekce LINEAR ARRAY.

Chcete-li pomoci soupravy COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 absolvovat 1.den zpracovani vzorka a kontrol,
reverzni transkripci a amplifikaci a 2.den detekci, provedte vSechny kroky ¢asti Priprava cinidel a Priprava vzorkii
a kontrol. Naprogramujte pfistroj COBAS AMPLICOR Analyzer v paralelnim rezimu a provedte amplifika¢ni
postup (podrobné pokyny viz v pfiruCce Operator’s Manual k pfistroji COBAS AMPLICOR Analyzer).
Denaturovany amplikon se uloZi pres noc pii teploté¢ 2-8°C a 2.den se pokracuje detekci COBAS AMPLICOR
Analyzer a detekci LINEAR ARRAY.

Priprava cinidel pro for AMPLICOR HCYV Test, v2.0 .
Provadi se v: Preamplifikace — prostor pro piipravu c¢inidel

Zvolte odpovidajici pocet reagencnich zkumavek potfebnych pro testovani vzorku a kontrol. VloZte zkumavky
do stojanku MicroAmp a zajistéte zarazkou.

P¥ipravte pracovni ¢inidlo Master Mix odméfenim 100 ul HCV Mn2+, v2.0 do jedné 1ékovky HCV MMX,
v2.0. Objem Master Mix neni tieba mé¥it. Odméite 100 ul HCV Mn?+, v2.0 do celé l¢kovky HCV MMX, v2.0.
Zkumavku opét uzavrete a dobfe promichejte tak, Ze ji 10—15-krat obratite dnem vzhtru. Vifeni k promiseni
pracovni smé&si Master Mix nepouZivejte. Riizové zabarveni HCV Mn2+, v2.0 slouZi k vizualni kontrole toho,
7e HCV Mn2+, v2.0 byl k HCV MMX, v2.0 pfidan. Zbyvajici HCV Mn2+, v2.0 zlikvidujte. Pracovni ¢inidlo
Master Mix se uchovava pfi teploté 2-8°C a musi se spotiebovat do 4 hodin od pfipravy.

Do kazdé zkumavky odméite S0 pl pracovniho Master Mix za pouZiti opakovaciho pipetoru nebo pipetoru s
aerosolovou bariérou nebo se Spickou s pozitivnim posuvem. V této fazi zkumavky neuzavirejte.

Vlozte stojanek s pracovnim cCinidlem Master Mix a s pfiméfenym pocltem uzavérd na zkumavky do
opakovatelné uzaviratelného plastového vaku a vak dokonale uzaviete. Prejdéte na pracovisté pro
preamplifikacni pfipravu vzorkl a kontrol. Zkumavky s pracovnim c¢inidlem Master Mix uchovavejte pii
2-8°C v prostoru preamplifikacni pfipravy vzorki a kontrol, dokud neni pfiprava vzorkd a kontrol dokoncena.
Pracovni ¢inidlo Master Mix je ve zkumavkach uzavienych v plastovém vaku pfi teploté 2-8°C stalé po dobu
4 hodin.

Piiprava vzorka a kontrol pro AMPLICOR HCYV Test, v2.0
Provadi se v: Preamplifikace — prostor pro piipravu vzorki a kontrol

POZN.: K amplifikaci zpracovanych vzorkii a kontrol provedte nejprve kroky uvedené v Cdsti “Priprava

Cinidel”. Nechte zpracované vzorky a kontroly pri pokojové teploté rozmrazit a pokracujte s
“Pripravou vzorku a kontroly”, krok 16.

POZN.: Pred pouZitim si kaZdou lahvickou HCV LYS, v2.0 prohlédnéte proti bilému podkladu a sledujte,

jestli nezpozorujete Zluté zabarveni nebo zndmky netésnosti. Pokud Zlutou barvu nebo zndmky
netésnosti gjistite, lahvicku k testovdni nepouZijte VyZddejte si od mistniho zastoupent firmy Roche
ndhradu.

POZN.: V HCV LYS, v2.0 se béhem uchovdvdni pri teploté 2-8°C vytvdri sraZenina. Pred pouZitim kapalinu

pod obu maximdlné 30 minut zahiivejte na teplotu 25-37°C a dukladné promichdvejte, aby se
veSkery vysrdZeny materidl rozpustil.
Pfipravte si 70% ethanol. Na 12 testd smichejte 11,0 ml 95% ethanolu se 4,0 ml deionizované nebo destilované
vody.
Oznacte po jedné 1,5 ml zkumavce se Sroubovacim uzavérem pro kazdy vzorek a dalsi dvé zkumavky oznacte
“HCV (-) C” a “HCV (+) C”.

Pfipravte si pracovni ¢inidlo pro lyzu. Pred pouzitim nechte HCV IC, v2.0 po dobu 5-10 sekund vifit. Na
kazdou davku az 12 vzorkl a kontrol odméfte do jedné lahvicky HCV LYS, v2.0 100 ul HCV IC, v2.0 a
dobte promichejte. Objem HCV LYS, v2.0 neni tfeba odméfit.

POZN.: HCV IC, v2.0 se musi k HCV LYS, v2.0 pridat i tehdy, kdyZ se HCV Internal Control detekovat

nebude. Zbyvajici HCV IC, v2.0 zlikvidujte. Pracovni cinidlo pro lyzu je pri pokojové teploté stdlé
po dobu 8 hodin.
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POZN.: PouZivdte-li vzorky zmrazené, rozmrazte je pri pokojové teploté a nechte je 3-5 sekund viit.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Zkumavkou se vzorkem zakruZte, abyste sebrali vzorek i ze dna zkumavky. Dejte pozor, abyste si
pri manipulaci se vzorky nezkontaminovali rukavice.

Do kazdé oznacené zkumavky odmérte 400 pl pracovniho ¢inidla pro lyzu a zkumavky uzaviete.

Pfipravte si kontroly timto zpisobem:
a. Nechte NHP, HCV (-) C, v2.0 a HCV (+) C, v2.0 5-10 sekund vifit.

b. Do kazdé z obou kontrolnich zkumavek odmérte po 200 ul NHP. Zkumavky uzavrete a nechte 3-5 sekund
vifit.

c. Do zkumavky oznacené “HCV (-) C”, obsahujici pracovni ¢inidlo pro lyzu a NHP, odméite 20 ul HCV
(=) C, v2.0. Zkumavku uzaviete a nechte 3-5 sekund vifit.

d. Do zkumavky oznacené “HCV (+) C”, obsahujici pracovni ¢inidlo pro lyzu a NHP, odméite 20 ul HCV
(+) C, v2.0. Zkumavku uzaviete a nechte 3-5 sekund vifit.

Do patfiéné oznacenych zkumavek obsahujicich pracovni Cinidlo pro lyzu ptidejte po 200 ul jednotlivych
vzorkl. Zkumavky uzaviete a nechte 3-5 sekund vifit.

Inkubujte zkumavky se vzorky a kontrolami v horkovzduSeném bloku pfi teploté 60 + 2°C po dobu 10 minut
a minimalné€ 10-sekundovym vifenim promichejte.

Sejméte ze zkumavek uzavéry a do kazdé pridejte 600 pl 100% izopropylalkoholu (pti pokojové teploté).
Zkumavky uzavrete a nechte 3-5 sekund vifit. 2 minuty vSechny zkumavky za pokojové teploty inkubujte.

Na zkumavkidch si udélejte orientacni znacky a vloZte zkumavky do mikrocentrifugy
orientacni znackou ven, takZe se pelety podle nich srovnaji. Vzorky a kontroly odstiedujte pfi pokojové teploté
po dobu 15 minut maximalni rychlosti (12 500-16 000 x g).

Pomoci nové transfer-pipety na jedno pouZiti s jemnou Spickou opatrné z kazdé zkumavky stihnéte a
zlikvidujte supernatant; pfitom davejte pozor, abyste neporusili peletu (nemusi byt vidét!). Odstraiite tolik
kapaliny, kolik je bez poruSeni pelety moZné. Supernatant odebirejte pomalu, tak aby mohla kapalina ze stén
zkumavky kompletné stéci. Vakuové odsavani nepouZivejte.

Do kazdé zkumavky odmétte 1,0 ml 70% ethanolu (o pokojové teploté), zkumavky opét uzaviete a vifenim
po dobu 3-5 sekund promichejte.

Vlozte zkumavky do mikrocentrifugy orientacnimi znackami ven a centrifugujte pfi pokojové teploté po dobu
5 minut rychlosti 12 500-16 000 x g.

Pomoci nové transfer-pipety na jedno pouziti s jemnou Spickou opatrné z kazdé zkumavky stahnéte
a zlikvidujte supernatant, aniZ byste pfitom porusili peletu; ta by méla byt v tomto kroku dobie vidét.
Supernatantu odstraite co nejvice.

Zkumavky opét uzaviete a po dobu 3-5 sekund maximalni rychlosti centrifugujte. Za pouziti pipetoru
o kapacité 200 pl s novou Spickou pro kazdou zkumavku opatrné odstraiite supernatant, aniZ byste porusili
peletu; ta by méla byt v tomto kroku dobfe vidét. Supernatantu odstraite co nejvice. Zbytkovy ethanol by
mohl amplifikaci inhibovat.

Do kazdé zkumavky odméite 200 ul HCV DIL, v2.0 . Pomoci pipetoru o objemu 200 pl se Spickou s
aerosolovou bariérou peletu v. maximalni mife odlomte. Zkumavky opét uzaviete. Nechte po dobu 10 sekund
intenzivné vifit. MiiZze zbyt urcité mnozstvi nerozpustné hmoty. Zpracované vzorky a kontroly amplifikujte do
3 hodin od pfipravy, nebo je miizete po dobu neptesahujici jeden mésic uchovavat ve zmraZeném stavu pfi
teploté -70°C, pficemZ zmrazit a rozmrazit se mohou nanejvys dvakrat. Kdyby se zmrazil a rozmrazil vicekrat,
mohlo by dojit ke ztratim RNA HCV.

POZN.: Pokud byly zpracované vzorky a kontroly pred amplifikaci uloZeny ve zmrazeném stavu, nechte je

16.

17.

pred krokem 16 nejprve za pokojové teploty rozmrazit a po dobu 5 sekund je vifenim promichdvejte.

7 kazdého zpracovaného vzorku od pacienta a kontroly odméite 50 ul do pfislusné zkumavky obsahujici
pracovni Master Mix; pouZijte k tomu mikropipetor s aerosolovou bariérou nebo se Spickou s pozitivnim
posuvem. Pro kazdy vzorek a kontrolu pouzijte novou Spicku. Dejte pozor, abyste nepfenesli Zadnou
vysrazenou latku, kterd se nemusela pfevést zpét do roztoku. Uzaviete a utésnéte zkumavky vicky pomoci
zatizeni MicroAmp Cap Installing Tool.

Polohy kontrol a vzorkl ve zkumavkéch si poznamenejte. S reverzni transkripci a amplifikaci je treba zacit
do 45 minut okamziku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly odméreny do zkumavek obsahujicich pracovni
Master Mix. Ptipravené vzorky a kontroly v uzavienych zkumavkach premistéte do prostoru
Amplifikace/detekce. Pro uspésnost testu je tfeba zacit s amplifikaci co nejdiive, v kazdém ptipadé nejpozdéji
do 45 minut od chvile, kdy byly vzorky a kontroly pfidany do zkumavek obsahujicich pracovni Master Mix.
Zbytek zpracovaného vzorku je moZno zmrazit a po dobu az jednoho mésice uchovavat pfti teploté -70°C nebo
niz8i. Zpracované vzorky se mohou zmrazit a rozmrazit maximalné dvakrat. Kdyby se zmrazily a rozmrazily
vicekrat, mohlo by dojit ke ztradtim RNA HCV.
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C. Reverzni transkripce a amplifikace pro test soupravou AMPLICOR HCYV Test, v2.0
Provadi se v: Poamplifikace — prostor amplifikace/detekce
POZN.: Tepelny cyklizdtor zarizeni GeneAmp PCR System 9600, GeneAmp PCR System 2400 nebo

GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems zapnéte minimdlné 30 minut pied zapocetim
amplifikace.

VloZte soupravu stojdnku se zardZkou do bloku tepelného cyklizatoru.

2. Zatizeni GeneAmp PCR System 9600 nebo GeneAmp PCR System 2400 firmy Applied Biosystems
naprogramujte pro test AMPLICOR Hepatitis C Virus HCV Test, v2.0 takto:

Program HOLD: 5 min 50°C

Program HOLD: 30 min 62°C

Program CYCLE (37 cykld): 10 sek 90°C, 25 sek 58°C

Program HOLD: 91°C (NE DELE NEZ 3 HODINY)

V programech CYCLE ponechte nab&hové Casy na prednastavené hodnoté (0:00), coZ je maximalni rychlost,
a pfipustnou chybu rovnéZ na prednastavené hodnoté (2°C).

Tyto Ctyfi programy vzdjemné propojte v program METHOD.
Dalsi informace k programovéni a obsluze tepelného cyklizatoru si prostudujte v uZivatelské piirucce k
pristroji GeneAmp PCR System 9600 resp. GeneAmp PCR System 2400 firmy Applied Biosystems.

NEBO

Naprogramujte tepelny cyklizator zatizeni 96-Well GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems
na AMPLICOR Hepatitis C Virus (HCV) Test,v2.0 tak, Ze si vytvorite metodu timto zpisobem:

Program HOLD: 5 min 50°C

Program HOLD: 30 min 62°C

Program CYCLE (36 cykla): 10 sek 90°C, 25 sek 58°C

Program HOLD: 91°C (NE DELE NEZ 3 HODINY)

V programu CYCLE museji byt vSechny rychlosti zvySovani resp. sniZovani teploty nastaveny na 50 %
z prednastavené hodnoty 100%. Z mozZnosti, které nabizi monitor pod Create, zvolte kurzorem program
CYCLE a stisknéte funkci More, abyste se dostali k nabidce Modify. V nabidce Modify stisknéte Modify
a otevie se nabidka Select Modification. Stisknéte Ramp a dostanete se k nabidce Ramp Rate Modification.
Kruhovou klavesou zvolte ndbéh, ktery chcete upravit, a zvolte 50% Slower. Opakujte toto nastaveni pro
vSechny rychlosti zvySovani nebo sniZovani teploty v programu CYCLE.

Dale nastavte Reaction Volume na 100 pL tak, Ze nejprve zménite Ramp Speed z reZimu 9600 na rezim Max.
Za timto ucelem sjedte kurzorem dolt k Ramp Speed a zvolte Max. Pak se kurzorem vratte k Reaction Volume
a zapiste 100 pL.

Dalsi informace k programovani a obsluze tepelného cyklizatoru si prostudujte v uZivatelské prirucce
k pristroji GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems.

3. Nastartujte program METHOD. U pfistroje GeneAmp PCR System 9600 nebo 2400 firmy Applied Biosystems
béZi program piiblizné jednu hodinu a 45 minut. U pfistroje GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied
Biosystems béZi program ptiblizné dvé hodiny. Vzorky a kontroly museji byt vyjmuty do 3 hodin od spusténi
zavérecného programu HOLD.

4. Kdykoliv béhem zdvérecného programu HOLD vyjméte stojdnek z tepelného cyklizatoru, vloZte do
MicroAmp Base a ihned pokracujte krokem 5. Nenechavejte zkumavky v tepelném cyklizitoru po skonceni
zavéreCného programu HOLD a neprodluZujte zavéreCny program HOLD na vice neZ 3 hodiny.
AMPLIFIKOVANE VZORKY NEPRENASEJTE DO PREAMPLIFIKACNIHO PROSTORU.
AMPLIFIKOVANE KONTROLY A VZORKY SE POVAZUJI ZA HLAVNI ZDROJ MOZNE
KONTAMINACE.

5. Odstraiite ze zkumavek uzavéry opatrné tak, aby se z amplifikovanych produktii netvofil aerosol. Pomoci
multikanalového pipetoru se Spickami s aerosolovou bariérou odméite ihned do prvniho sloupce (nebo fady)
zkumavek 100 pl [1] DN a promichejte pipetovanim nahoru a dolt. Tento postup opakujte u vSech sloupcii
(nebo tad), pficemZ pouZivejte vZdy nové sady Spi¢ek. Pro dosaZeni tplné denaturace vzorky pii pokojové
teploté 10 minut inkubujte.

6. Denaturovany amplikon je moZzné pied detekci AMPLICOR HCV resp. LINEAR ARRAY uchovavat pfi
pokojové teploté nejvySe 2 hodiny. Neni-li moZné zahdjit detek¢ni reakci dfive neZ po 2 hodinédch, uzaviete
zkumavky novymi vicky; denaturovany amplikon pak muzete uloZit pii teploté 2-8°C na dobu maximalné
5 dna.
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D. Detekce LINEAR ARRAY
Provadi se v: Poamplifikace — prostor pro amplifikaci a detekci

1. Vsechna cinidla zahtejte na pokojovou teplotu.
Predehrejte vodni lazen na 50°C.

Nasledujicim postupem pfipravte pracovni promyvaci pufr (1X). Prohlédnéte SSPE and SDS; zpozorujete-li
sraZeninu, rozpustte ji zahtatim kapaliny ve vodni 1azni na 50°C. Pridejte 62,5 ml SSPE k 432,5 ml destilované
nebo deionizované vody. Dobie promichejte. Pfidejte 5 ml SDS a dobie promichejte. Pracovni hybridiza¢ni
pufr postacuje pro 100 genotypizacnich stripi LINEAR ARRAY Uchovava se v cisté nadobé za pokojové
teploty a je staly 30 dnq.

4, Nasledujicim postupem pfipravte pracovni “stringent” promyvaci pufr. Prohlédnéte SSPE and SDS;
zpozorujete-li sraZeninu, rozpustte ji zahfatim kapaliny ve vodni lazni na 50°C. Pfidejte 25 ml SSPE k 965 ml
destilované nebo deionizované vody. Dobie promichejte. Pfidejte 10 ml SDS a dobie promichejte. Pracovni
promyvaci pufr postacuje pro 100 genotypizacnich stripi LINEAR ARRAY Uchovévé se v Cisté nadobé za
pokojové teploty a je staly 30 dnil.

5. Nasledujicim postupem pfipravte pracovni “ambient” promyvaci pufr. Prohlédnéte SSPE and SDS;
zpozorujete-li sraZeninu, rozpustte ji zahfatim kapaliny ve vodni lazni na 50°C. Pfidejte 37,5 ml SSPE
k 1447,5 ml destilované nebo deionizované vody. Dobfe promichejte. Pfidejte 15 ml SDS a dobte promichejte.
Pracovni “Ambient” promyvaci pufr postacuje pro 100 genotypizacnich stripi LINEAR ARRAY Uchovava
se v Cisté nadobé za pokojové teploty a je staly 30 dni.

6. Nasledujicim postupem pfipravte pracovni citratovy pufr. Prohlédnéte CIT; zpozorujete-li sraZeninu, rozpustte ji
zahtatim kapaliny ve vodni lazni na 50°C. Pfidejte 50 ml CIT k 450 ml destilované nebo deionizované vody.
Dobt'e promichejte. Pracovni citratovy pufr postacuje pro 100 genotypizacnich stripi LINEAR ARRAY Uchovéva
se v Cisté nadobé za pokojové teploty a je staly 30 dni.

7. Minimaln€ 15 minut zahfivejte pracovni hybridizacni pufr a pracovni “Stringent” promyvaci pufr na vodni
lazni pti teploté 50°C. Dokud je nebudete potfebovat, oba roztoky ve vodni 14zni ponechte.

8. Predehftejte tfepaci vodni lazen na teplotu 55°C a tfepaci rychlost nastavte na 60 ot/min. Dbejte, aby bylo v 14zni
dost vody na vyhiati 24-jamkové plotny, ale ne pfili§ mnoho, aby do plotny nenastiikla. Aby se béhem tfepani do
plotny voda nenalila, méla by pokryvat 1/4 vnéjsi hloubky jamky.

POZN.: Pro presné hybridizacni podminky je diileZité, aby byla teplota kontrolovdna a aby byl ve vodni
ldzni dostatek vody.

9. Cistou pinzetou vyjméte ze satku potiebny pocet HCV Strip.

10. Vodovzdornym perem si na HCV Strip oznacte prislusné vzorky resp. kontroly.

11. Stripy vloZte do pfislusnych jamek 24-jamkové plotny.
12. Do vsech jamek, ve kterych je oznaceny strip, odméite po 4 ml ohtatého pracovniho hybridiza¢niho pufru.

13. Pomoci mikropipety se Spickou s aerosolovou bariérou odméite do prislusné jamky s oznaCenym stripem
100 ul denaturovaného amplikonu. Po kazdém piidavku plotnou opatrné zakolébejte. Pro kazdy pridavek
amplikonu pouZzijte novou $picku.

14. Ptikryjte plotnu vikem a vloZte do tfepaci vodni lazné vyhtaté na 55°C. Aby se viko béhem tfepani neposouvalo,
zatézte je 1-librovym prstencovym zavazim. Hybridizujte po dobu 20 minut pfi rychlosti tfepani 60 ot/min.

15. Nasledujicim postupem si pfipravte pracovni konjugat: Pro kazdy testovany strip pridejte 10 ul SA-HRP k
5 ml predehratého “stringent” promyvaciho pufru. Dobfe promichejte. Pracovni konjugét je tfeba uchovévat
v Cisté nddobé za pokojové teploty; pak je staly 2 hodiny.

16.  Vyjméte plotnu z vodni 14zn€ a pracovni hybridizacni pufr vakuovym odsatim odstrarite.

17. Do kazdé jamky typizacni plotny odméfte 4 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru. Plotnou opatrné
3—4-krat zakolébejte, aby se stripy oplachly, a pracovni “ambient” promyvaci pufr okamzit€ odsajte.

18. Do ka?dé jamky typiza¢ni plotny odméite 4 ml pracovniho konjugatu. Cistym papirovym ubrouskem otfete
viko plotny, uloZte je na plotnu a vloZte plotnu zpét do tfepaci vodni lazné vyhtaté na 55°C. Aby se viko
béhem tfepani neposouvalo, zatézte je 1-librovym prstencovym zavazim. Inkubujte po dobu 20 minut pfi
rychlosti tfepani 60 ot/min.

19. Vyjméte plotnu z 14zné a pracovni konjugat vakuovym odsitim odstrarite.

20. Do kazdé jamky typizacni plotny odméfte 4 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru. Plotnou opatrné tfikrat
az ctytikrat zakolébejte, aby se stripy oplachly, a pufr okamzité odsajte.

21. Do kazdé jamky typiza¢ni plotny odméfte 4 ml pracovniho “stringent” promyvaciho pufru. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, uloZte je na plotnu a vloZte plotnu zpét do tfepaci vodni lazné€ vyhtaté na 55°C.

Aby se viko béhem tfepani neposouvalo, zatézZte je 1-librovym prstencovym zavazim. Inkubujte po dobu 12
minut pfi rychlosti tfepani 60 ot/min.
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22.
23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.
30.

31.
32.

33.
34.

F.

Vyjméte plotnu z 14zné€ a pracovni promyvaci pufr vakuovym odsatim odstrarite.

Do kazdé jamky typizacni plotny odméfte 4 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tiepaci
rychlosti 60 ot/min.

Sejméte plotnu z tfepacky a pracovni "ambient" promyvaci pufr vakuovym odsatim odstraiite.

Do kazdé jamky typiza¢ni plotny odméite 4 ml citratového pufru. Cistym papirovym ubrouskem otiete viko
plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci rychlosti 60 ot/min.

Nésledujicim postupem si pfipravte pracovni substrat: Na kazdy testovany strip pridejte k 1 ml SUB B objem
4 ml SUB A. Dobfe promichejte. Pracovni substrét je tfeba uchovavat v Cisté naddobé za pokojové teploty
mimo dosah pfimého svétla; pak je staly 3 hodiny.

Sejméte plotnu z tfepacky a pracovni citratovy pufr vakuovym odsatim odstrarite.

Do kazdé jamky typiza¢ni plotny odméite 4 ml pracovniho substratu. Cistym papirovym ubrouskem otfete
viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 10 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci rychlosti
60 ot/min.

Sejméte plotnu z tfepacky a pracovni substrat vakuovym odsatim odstrarite.

Do ka?dé jamky typizaéni plotny odméfte 4 ml destilované nebo deionizované vody. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci
rychlosti 60 ot/min.

Sejméte plotnu z tfepacky a destilovanou nebo deionizovanou vodu vakuovym odsatim odstranite.

Do kazdé jamky typizaéni plotny odméfte 4 ml destilované nebo deionizované vody. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci
rychlosti 60 ot/min.

Sejméte plotnu z tfepacky a destilovanou nebo deionizovanou vodu vakuovym odsatim odstraiite.

Do kazdé jamky typizacni plotny odméite 4 ml destilované nebo deionizované vody. Do interpretace je mozZno
ponechat stripy za pokojové teploty az jeden den ve vodé.

Priprava cinidel pro COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0.

Provadi se v: Preamplifikace — prostor pro pripravu ¢inidel

Stanovte potfebny pocet A-kruhll pro testovani vzorkill a kontrol. UloZte A-kruh(y) do drzaku(i).

Pfipravte pracovni ¢inidlo Master Mix odméfenim 100 ul HCV Mn2+, v2.0 do jedné lékovky HCV
MMX, v2.0. Objem Master Mix neni tieba mé¥it. Odméite 100 ul HCV Mn?2%, v2.0 do celé lékovky HCV
MMX, v2.0. Zkumavku opét uzaviete a dobfe promichejte tak, Ze ji 10-15-krat obratite dnem vzhiru.
Viieni k promiseni pracovni smési Master Mix nepouZivejte. RiZové zabarveni HCV Mn2+, v2.0 slouZi k

vizudlni kontrole toho, ¢ HCV Mn2+, v2.0 byl k HCV MMX, v2.0 pfidin. Zbyvajici HCV MnZ2+, v2.0
zlikvidujte. Pracovni ¢inidlo Master Mix se uchovéva pfi teplot€ 2-8°C a musi se spotfebovat do 4 hodin od

pfipravy.
Do kazdé A-zkumavky odméfte 50 pl pracovniho Master Mix za pouZiti opakovaciho pipetoru nebo pipetoru
s aerosolovou bariérou nebo se Spickou s pozitivnim posuvem. Nyni kryty A-zkumavek nezavirejte.

A-kruh(y) s pracovnim Cinidlem Master Mix vloZte do tésné uzaviratelného plastového vaku a vak bezpecné
tésné¢ wuzaviete. Prejdéte na pracovist€é pro preamplifikacni pfipravu vzorki a kontrol. UlozZte
A-kruh(y) obsahujici pracovni Master Mix do prostoru Preamplifikace — pfiprava vzorku a kontroly — pfi
teploté 2—-8°C do doby, nez bude piiprava vzorkil a kontrol hotova. Pracovni Master Mix v A-zkumavkéch
zatavenych v plastovém vaku je pfi teploté 2—8°C staly Ctyfi hodiny.

Priprava vzorka a kontrol pro COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0.
Provadi se v: Preamplifikace — prostor pro pripravu vzorku a kontrol

POZN.: K amplifikaci zpracovanych vzorkii a kontrol provedte nejprve kroky uvedené v édsti “Priprava

¢inidel”. Nechte zpracované vzorky a kontroly pri pokojové teploté rozmrazit a pokracujte s
“Pripravou vzorku a kontroly”, krok 16.

POZN.: Pred pouZitim si kaZdou lahvickou HCV LYS, v2.0 prohlédnéte proti bilému podkladu a sledujte,

jestli nezpozorujete Zluté zabarveni nebo zndmky netésnosti. Pokud Zlutou barvu nebo zndmky
netésnosti gjistite, lahvicku k testovdni nepouZijte VyZddejte si od mistniho zastoupent firmy Roche
ndhradu.

POZN.: V HCV LYS, v2.0 se béhem uchovdvdni pri teploté 2-8°C vytvdri sraZenina. Pred pouZitim kapalinu

pod obu maximdlné 30 minut zahfivejte na teplotu 25-37°C a ditkladné promichdvejte, aby se
veSkery vysrdZeny materidl rozpustil.
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Ptipravte si 70% ethanol. Na 12 testl smichejte 11,0 ml 95% ethanolu se 4,0 ml deionizované nebo destilované
vody.

Oznacte po jedné 1,5 ml zkumavce se Sroubovacim uzavérem pro kazdy vzorek a dalsi dvé zkumavky oznacte
“HCV (-) C” a “HCV (+) C”.

Pripravte si pracovni ¢inidlo pro lyzu. Pfed pouzitim nechte HCV IC, v2.0 po dobu 5-10 sekund vifit. Na
kazdou davku az 12 vzorkt a kontrol odméite do jedné lahvicky HCV LYS, v2.0 100 ul HCV IC, v2.0 a dobie
promichejte. Objem HCV LYS, v2.0 neni tfeba odméfit.

POZN.: HCV IC, v2.0 se musi k HCV LYS, v2.0 pridat i tehdy, kdy? se HCV Internal Control detekovat

nebude. Zbyvajici HCV IC, v2.0 zlikvidujte. Pracovni ¢inidlo pro lyzu je pii pokojové teploté stdly
po dobu 8 hodin.

POZN.: PouZivdte-li vzorky zmrazené, rozmrazte je pri pokojové teploté a nechte je 3-5 sekund viFit.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Zkumavkou se vzorkem zakruZte, abyste sebrali vzorek i ze dna zkumavky. Dejte pozor, abyste si
pri manipulaci se vzorky nezkontaminovali rukavice.

Do kazdé oznacené zkumavky odméite 400 ul pracovniho ¢inidla pro lyzu a zkumavky uzaviete.
Pripravte si kontroly timto zpisobem:
a. Nechte NHP, HCV (-) C, v2.0 a HCV (+) C, v2.0 5-10 sekund virit.

Do kazdé z obou kontrolnich zkumavek odméite po 200 ul NHP. Zkumavky uzaviete a nechte 3-5 sekund
vifit.

¢. Do zkumavky oznacené “HCV (-) C”, obsahujici pracovni ¢inidlo pro lyzu a NHP, odméite 20 ul HCV
(=) C, v2.0. Zkumavku uzaviete a nechte 3-5 sekund vifit.

d. Do zkumavky oznacené “HCV (+) C”, obsahujici pracovni ¢inidlo pro lyzu a NHP, odméite 20 ul HCV
(+) C, v2.0. Zkumavku uzaviete a nechte 3-5 sekund vifit.

Do patfiéné oznacenych zkumavek obsahujicich pracovni Cinidlo pro lyzu ptidejte po 200 ul jednotlivych
vzorkll. Zkumavky uzavrete a nechte 3-5 sekund vifit.

Inkubujte zkumavky se vzorky a kontrolami v horkovzduSeném bloku pfi teploté 60 + 2°C po dobu 10 minut
a minimalné€ 10-sekundovym vifenim promichejte.

Sejméte ze zkumavek uzavéry a do kazdé pridejte 600 ul 100% izopropylalkoholu (ptfi pokojové teploté).
Zkumavky uzaviete a nechte 3-5 sekund vifit. Dv€ minuty vSechny zkumavky za pokojové teploty inkubujte.

Na zkumavkach si udé€lejte orientacni znacky a vlozte zkumavky do mikrocentrifugy orienta¢ni znackou ven,
takze se pelety podle nich srovnaji. Vzorky a kontroly odstfedujte pii pokojové teploté po dobu 15 minut
maximalni rychlosti (12 500-16 000 x g).

Pomoci nové transfer-pipety na jedno pouZiti s jemnou Spickou opatrné z kazdé zkumavky stdhnéte a
zlikvidujte supernatant; pfitom dévejte pozor, abyste neporusili peletu (nemusi byt vidét!). Odstrarite tolik
kapaliny, kolik je bez poruSeni pelety mozné. Supernatant odebirejte pomalu, tak aby mohla kapalina ze st€n
zkumavky kompletné stéci. Vakuové odsdvani nepouZivejte.

Do kazdé zkumavky odméfte 1,0 ml 70% ethanolu (o pokojové teploté), zkumavky opét uzaviete a vifenim
po dobu 3-5 sekund promichejte.

Vlozte zkumavky do mikrocentrifugy orientacnimi znackami ven a centrifugujte pfi pokojové teploté po dobu
5 minut rychlosti 12 500-16 000 x g.

Pomoci nové transfer-pipety na jedno pouZiti s jemnou Spickou opatrné z kazdé zkumavky stdhnéte
a zlikvidujte supernatant, aniZ byste pfitom porusili peletu; ta by méla byt v tomto kroku dobte vidét.
Supernatantu odstraiite co nejvice.

Zkumavky opét uzaviete a po dobu 3-5 sekund maximdlni rychlosti centrifugujte. Za pouZiti pipetoru
o kapacité 200 pl s novou Spickou pro kazdou zkumavku opatrné odstraiite supernatant, aniZ byste porusili
peletu; ta by méla byt v tomto kroku dobfe vidét. Supernatantu odstrante co nejvice. Zbytkovy ethanol by
mohl amplifikaci inhibovat.

Do kazdé zkumavky odméite 200 ul HCV DIL, v2.0 . Pomoci pipetoru o objemu 200 pl se Spickou s
aerosolovou bariérou peletu v maximalni mife odlomte. Zkumavky opét uzaviete. Nechte po dobu 10 sekund
intenzivné vifit. MiiZe zbyt urcité mnozstvi nerozpustné hmoty. Zpracované vzorky a kontroly amplifikujte do
3 hodin od pfipravy, nebo je miiZete po dobu nepiesahujici jeden mésic uchovavat ve zmrazeném stavu pfi
teploté -70°C, pficemZ zmrazit a rozmrazit se mohou nanejvys dvakrat. Kdyby se zmrazil a rozmrazil vicekrat,
mohlo by dojit ke ztratim RNA HCV.

POZN.: Pokud byly zpracované vzorky a kontroly pred amplifikaci uloZeny ve zmrazeném stavu, nechte je

pred krokem 16 nejprve za pokojové teploty rozmrazit a po dobu 5 sekund je virenim promichdvejte.
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16.

17.

7. kazdého zpracovaného vzorku a kontroly odméite 50 pl do prislusné A-zkumavky obsahujici pracovni
Master Mix; pouzijte k tomu mikropipetor s aerosolovou bariérou nebo se $pickou s pozitivnim posuvem. Pro
kazdy vzorek a kontrolu pouZzijte novou Spicku. Dejte pozor, abyste nepfenesli Zddnou vysrdZenou latku, ktera
se nemusela prevést zpet do roztoku. A-zkumavky uzaviete.

Polohy kontrol a vzorkd v A-kruzich si poznamenejte. S reverzni transkripci a amplifikaci je tfeba zacit do
45 minut okamZiku, kdy byly zpracované vzorky a kontroly odméreny do A-zkumavek obsahujicich pracovni
Master Mix. Pfipravené vzorky a kontroly v zavickovanych A-kruzich premistéte do prostoru
Amplifikace/detekce. Pro tspésnost testu je tfeba zacit s amplifikaci co nejdrive, v kazdém pripadé nejpozdéji
do 45 minut od chvile, kdy byly vzorky a kontroly uloZeny do A-kruhii obsahujicich pracovni Master Mix.
Zbytek zpracovaného vzorku je moZno zmrazit na teplotu -70°C nebo niZsi a takto uchovavat po dobu az
jednoho mésice. Zpracované vzorky se mohou zmrazit a rozmrazit maximdlné dvakrit. Kdyby se zmrazily a
rozmrazily vicekrat, mohlo by dojit ke ztratdim RNA HCV.

Reverzni transkripce a amplifikace pro test soupravou COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0
Provadi se v: Poamplifikace — Prostor pro amplifikaci/detekci.
Provedte denni uidrzbu piistroje podle prirucky Operator’s Manual k pristroji COBAS AMPLICOR
Analyzer; sem spadaji tyto ¢innosti:
— Offit inicializa¢ni podstavec vlhkym hadfikem nepoustéjicim vlas a osusSit
— Otfit $picku zafizeni pro manipulaci s D-kelimky vlhkym hadfikem nepousStéjicim vlas a osusSit
— Zkontrolovat rezervoar s promyvacim pufrem a v ptipadé potfeby doplnit

— Pracovni promyvaci pufr (1X) pfipravite nasledujicim postupem. Prohlédnéte WB; zpozorujete-li
sraZeninu, zahtejte kapalinu na teplotu 30-37°C, aby se srazenina rozpustila. Jeden objem WB pridejte
k 9 objemim destilované nebo deionizované vody. Dobie promichejte. V zasobniku promyvaciho pufru
udrZujte soustavné naplii minimélné 3-4 litrG promyvaciho pufru (1X).

— Vypréazdnit nddobu na odpad
— Systém naprimerujte
— Béhem primingu zkontrolujte stfikacky a trubicky
— Béhem primingu zkontrolujte transferové Spicky
Pred kazidym postupem
— Zkontrolujte nadobu na odpad a podle situace ji vyprazdnéte
— Zkontrolujte rezervoar na promyvaci pufr a podle situace pufr dopliite
— Vyméiite stojany s pouzitymi D-kelimky
— Systém naprimerujte
Plnéni pristroje a provoz zarizeni
Zkontrolujte v pristroji COBAS AMPLICOR Analyzer mnoZstvi ¢inidel. Pfipravte si dostatek kazet, abyste
s nimi vystacili.
CX PS1, v2.0 vifenim diikladné promichejte. Do jedné kazety s CX4, v2.0 odméite 2,5 ml CX PS1, v2.0.

Kazetu ulozte do pfislusného stojanu, specifického pro dany test. Pouzitou lékovku od CX PS1, v2.0
zlikvidujte. Na kazeté s CX4, v2.0 vyznacte datum piipravy cinidla.

Pti detekci HCV Internal Control dokonale IC PS1 vifenim promichejte. Do jedné kazety s IC4 odméite
2,5 ml IC PS1. Kazetu uloZte do prislusného stojanu, specifického pro dany test. Pouzitou k 1ékovku od IC
PS1 zlikvidujte. Na kazeté s IC4 poznacte datum ptipravy Cinidla.

Pripravte pracovni substrat tak, Ze do jedné kazety s SB3 odpipetujete 5 ml SB. K promiseni pipetujte nahoru
a dold. Prazdnou lékovku od SB zlikvidujte. Na kazeté s SB3 vyznadéte datum pfipravy.

Pracovni substrat ulozte do pfislusného (generického) stojanu.

Kazety s DN4 a CN4 ulozte do pfisluSnych (generickych) stojanid na ¢inidla. Na kazetach vyznacte datum,
kdy byly otevieny.

Stojany na ¢inidla identifikujete jako generické nebo specifické pro dany test pomoci klavesnice nebo snimace
Carovych koda, jak je popsano v prirucce (Operator’s Manual) k ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer,
nebo pomoci software AMPLILINK, jak je popsdno v pfirucce (Operator’s Manual) k softwaru
AMPLILINK.

Nakonfigurujte stojany na c¢inidla tak, Ze do analyzédtoru vloZite pozice Cinidel a Cisla SarZi, a to bud pomoci
klavesnice ¢i snimace carovych kodul, jak je popsano v prirucce (Operator’s Manual) k pristroji COBAS
AMPLICOR Analyzer, nebo pomoci software AMPLILINK, jak je popsano v pfirucce (Operator’s Manual) k
softwaru AMPLILINK.
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11.
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13.

14.
15.

16.

Ulozte stojany na ¢inidla na analyzator bud pomoci klavesnice ¢i snimace Carovych kodi, jak je popsano
v pfirucce (Operator’s Manual) k pfistroji COBAS AMPLICOR Analyzer, nebo pomoci software
AMPLILINK, jak je popsdno v pfirucce (Operator’s Manual) k tomuto software. Dbejte, aby byla kazda
kazeta s Cinidlem ve své pfifazené pozici a aby ve stojanu tésné sedéla.

Stojan na D-kelimky uloZte na ploSinu pro D-kelimky. Pro kazdou detek¢ni reakci je zapotiebi jeden D-
kelimek a pro kazdou kazetu s pracovnim substratem jsou zapotiebi dva D-kelimky, aby mohl analyzator
COBAS AMPLICOR provést slepy pokus.

A-kruh(y) uloZte do segmentu(l1) tepelného cyklizatoru pfistroje COBAS AMPLICOR Analyzer.

Ulozte A-kruh(y) do analyzétoru, a to bud pomoci klavesnice ¢i snimace ¢arovych kodu, jak je popsano v
ptirucce (Operator’s Manual) k ptistroji COBAS AMPLICOR Analyzer, nebo pomoci software AMPLILINK,
jak je popsano v piirucce (Operator’s Manual) k softwaru AMPLILINK.

Sestavte pro A-kruhy pracovni seznam (Worklist), jak je popsdno v ptirucce (Operator’s Manual) k pftistroji
COBAS AMPLICOR Analyzer.

Kryt segmentu(ll) tepelného cyklizdtoru tésné uzaviete.

Uvedte pfistroj COBAS AMPLICOR Analyzer do chodu, jak je popsdno v pfirucce (Operator’s Manual) k
piistroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

Vyckejte, dokud analyzator neohlasi, Ze kontrola uloZeni probéhla tspésné.

POZN.: COBAS AMPLICOR Analyzer umoZiiuje provést u obsahu kazdé A-zkumavky aZ 6 samostatnych

17.

18.

19.

detekci. Analyzdtor si sdm vypocitd potiebnd mnoZstvi jednotlivych cinidel a na pocdtku kaZdého
méreni zkontroluje, jestli jich md pro poZadovany test dostatek.

Reverzni transkripci, amplifikaci a detekci provadi pristroj COBAS AMPLICOR Analyzer automaticky. Pfi
testovani 12 vzorkd béZi program zhruba 3 h 25 min, pii testovani 24 vzorkd bézi zhruba 3 h 50 min. Vzorky i
kontroly je tfeba po skonceni testu COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 vyjmout do 2 hodin.

A-kruhy ze segmentu(l) tepelného cyklizatoru vyjméte do 2 hodin od skonceni testu COBAS AMPLICOR
HCV Test, v2.0. Vzorky ani kontroly neni tfeba denaturovat, protoZe pfistroj COBAS AMPLICOR Analyzer
pridava denaturacni roztok k amplikonu.

Do doby, neZ se pfistoupi k detekci LINEAR ARRAY, je moZzno po skonceni béhu COBAS AMPLICOR HCV
Test, v2.0 uchovédvat denaturovany amplikon pfi pokojové teploté maximalné 2 hodiny (v¢etné doby, po kterou
jsou A-kruhy ponechany v pfistroji COBAS AMPLICOR Analyzer). Neni-li moZné zah4jit detekcni reakci
dfive nez po 2 hodinach, 1ze denaturovany amplikon uchovavat po dobu az 5 dni pii teploté 2-8°C.

POZN.: AMPLIFIKOVANE VZORKY NEPRENASEJTE DO PREAMPLIFIKACNIHO PROSTORU.

AMPLIFICOVANE KONTROLY A VZORKY JSOU POKLADANY ZA HLAVNI ZDROJ MOZNE
KONTAMINACE.

Detekce LINEAR ARRAY
Provadi se v: Poamplifikace — prostor amplifikace/detekce

Vsechna Cinidla zahtejte na pokojovou teplotu.
Predehiejte vodni lazent na 50°C.

Nasledujicim postupem si pfipravte pracovni hybridizac¢ni pufr: Prohlédnéte SSPE and SDS; zpozorujete-li
srazeninu, rozpustte ji zahfatim kapaliny ve vodni lazni na 50°C. Pridejte 62,5 ml SSPE k 432,5 ml destilované
nebo deionizované vody. Dobie promichejte. Pfidejte 5 ml SDS a dobie promichejte. Pracovni hybridiza¢ni
pufr postacuje pro 100 genotypizacnich stripi LINEAR ARRAY Uchovava se za pokojové teploty a je staly
30 dnt.

Nasledujicim postupem si pripravte pracovni promyvaci pufr. Prohlédnéte SSPE and SDS; zpozorujete-li
sraZeninu, rozpustte ji zahtdtim kapaliny ve vodni lazni na 50°C. Ptidejte 25 ml SSPE k 965 ml destilované
nebo deionizované vody. Dobie promichejte. Pridejte 10 ml SDS a dobfe promichejte. Pracovni promyvaci
pufr postacuje pro 100 genotypizacnich stripii LINEAR ARRAY Uchovava se v Cisté nadobé za pokojové
teploty a je staly 30 dnd.

Nasledujicim postupem pfipravte pracovni “ambient” promyvaci pufr. Prohlédnéte SSPE and SDS;
zpozorujete-li srazZeninu, rozpustte ji zahtfatim kapaliny ve vodni ldzni na 50°C. Pfidejte 37,5 ml SSPE k
1447,5 ml destilované nebo deionizované vody. Dobie promichejte. Pfidejte 15 ml SDS a dobie promichejte.
Pracovni “Ambient” promyvaci pufr postacuje pro 100 genotypizacnich stripit LINEAR ARRAY Uchovava
se v Cisté nddobé za pokojové teploty a je staly 30 dni.
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6. Nésledujicim postupem si pfipravte pracovni citratovy pufr. Prohlédnéte CIT; zpozorujete-li sraZeninu,
rozpustte ji zahfatim kapaliny ve vodni lazni na 50°C. Pfidejte 50 ml CIT k 450 ml destilované
nebo deionizované vody. Dobfe promichejte. Pracovni citratovy pufr postacuje pro 100 genotypizacénich stripti
LINEAR ARRAY Uchovava se v Cisté nddobé za pokojové teploty a je staly 30 dnd.

7. Minimalné 15 minut zahfivejte pracovni hybridiza¢ni pufr a pracovni “stringent” promyvaci pufr na vodni
lazni pfi teploté 50°C. Dokud je nebudete potifebovat, oba pufrovaci roztoky ve vodni l4zni ponechte.

8. Predehrejte tfepaci vodni lazen na teplotu 55°C a tfepaci rychlost nastavte na 60 ot/min. Dbejte, aby bylo v 14zni
dost vody na vyhiati 24-jamkové plotny, ale ne piili§ mnoho, aby do plotny nenastiikla. Aby se béhem tfepani do
plotny voda nenalila, méla by pokryvat 1/4 vnéjsi hloubky jamky.

POZN.: Pro presné hybridizacni podminky je duleZité, aby byla teplota kontrolovdna a aby byl ve vodni
ldzni dostatek vody.

9. Cistou pinzetou vyjméte ze satku potiebny pocet HCV Strip.

10. Vodovzdornym perem si na HCV Strip oznacte piislusné vzorky resp. kontroly.

11. Stripy vloZte do prislusnych jamek 24-jamkové plotny.
12. Do vSech jamek, ve kterych je oznaCeny strip, odméfte po 4 ml ohfdtého pracovniho hybridiza¢niho pufru.

13. Pomoci mikropipety se Spickou s aerosolovou bariérou odméite do prislusné jamky s oznaCenym stripem
100 pl denaturovaného amplikonu. Po kazdém piidavku plotnou opatrné zakolébejte. Pro kazdy pridavek
amplikonu pouZijte novou $picku.

14. Prikryjte plotnu vikem a vloZte do tfepaci vodni lazné vyhtaté na 55°C. Aby se viko béhem tiepani neposouvalo,
zatézte je 1-librovym prstencovym zavazim. Hybridizujte po dobu 20 minut pfi rychlosti tfepani 60 ot/min.

15. Nasledujicim postupem si pfipravte pracovni konjugat: Pro kazdy testovany strip pfidejte 10 ul SA-HRP
k 5 ml predehiatého “stringent” promyvaciho pufru. Dobfe promichejte. Pracovni konjugét je tfeba uchovavat
v Cisté nadobé za pokojové teploty; pak je staly 2 hodiny.

16.  Vyjméte plotnu z vodni 14zn€ a pracovni hybridizacni pufr vakuovym odséatim odstrarite.

17. Do kazdé jamky typizacni plotny odméite 4 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru. Plotnou opatrné
3—4-krat zakolébejte, aby se stripy oplachly, a pracovni “ambient” promyvaci pufr okamzZité odsajte.

18. Do kazdé jamky typizacni plotny odméite 4 ml pracovniho konjugatu. Cistym papirovym ubrouskem otfete
viko plotny, uloZte je na plotnu a vloZte plotnu zpét do tfepaci vodni lazn€ vyhraté na 55°C. Aby se viko
béhem tfepani neposouvalo, zatézte je 1-librovym prstencovym zavazim. Inkubujte po dobu 20 minut pfi
rychlosti tfepani 60 ot/min.

19. Vyjméte plotnu z 14zné€ a pracovni konjugat vakuovym odsédtim odstratite.

20. Do kazdé jamky typizacni plotny odméite 4 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru. Plotnou opatrné
3—4-krat zakolébejte, aby se stripy oplachly, a pracovni “ambient” promyvaci pufr okamzité odsajte.

21. Do kazdé jamky typiza¢ni plotny odméfte 4 ml pracovniho “stringent” promyvaciho pufru. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, uloZte je na plotnu a vloZte plotnu zpét do tfepaci vodni 1azné€ vyhtaté na 55°C.

Aby se viko béhem tfepani neposouvalo, zatézte je 1-librovym prstencovym zavazim. Inkubujte po dobu 12
minut pfi rychlosti tfepani 60 ot/min.

22. Vyjméte plotnu z 14zné€ a pracovni promyvaci pufr vakuovym odsatim odstrarite.

23. Do kazdé jamky typizacni plotny odméfte 4 ml pracovniho “ambient” promyvaciho pufru. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci
rychlosti 60 ot/min.

24. Sejméte plotnu z tfepacky a pracovni "ambient" promyvaci pufr vakuovym odsatim odstraiite.

25. Do kazdé jamky typizaéni plotny odméite 4 ml citratového pufru. Cistym papirovym ubrouskem otfete viko
plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci rychlosti 60 ot/min.

26. Nasledujicim postupem si pripravte pracovni substrat: Na kazdy testovany strip pfidejte k 1 ml SUB B objem
4 ml SUB A. Dobfe promichejte. Pracovni substrat je tfeba uchovavat v Cisté nddobé za pokojové teploty
mimo dosah pfimého svétla; pak je staly 3 hodiny.

27. Sejméte plotnu z tfepacky a pracovni citratovy pufr vakuovym odsatim odstrarite.
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Do kazdé jamky typiza¢ni plotny odméite 4 ml pracovniho substratu. Cistym papirovym ubrouskem otiete
viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 10 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci rychlosti
60 ot/min.

Sejméte plotnu z tfepacky a pracovni substrat vakuovym odsatim odstrarite.

Do kazdé jamky typizaéni plotny odméfte 4 ml destilované nebo deionizované vody. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tiepaci
rychlosti 60 ot/min.

Sejméte plotnu z tfepacky a destilovanou nebo deionizovanou vodu vakuovym odsatim odstraiite.

Do kazdé jamky typizaéni plotny odméfte 4 ml destilované nebo deionizované vody. Cistym papirovym
ubrouskem otfete viko plotny, poloZte je na plotnu a plotnu na 5 minut uloZte na krouZivou tfepacku o tfepaci
rychlosti 60 ot/min.

Sejméte plotnu z tfepacky a destilovanou nebo deionizovanou vodu vakuovym odsatim odstranite.

Do kazdé jamky typizacni plotny odméite 4 ml destilované nebo deionizované vody. Do interpretace je moZno
ponechat stripy za pokojové teploty az jeden den ve vodé.

CISTENI PLOTNY

Sl

Provadi se v: Poamplifikace — prostor amplifikace/detekce

Pfidanim 1 dilu RBS35 k 9 dildm destilované nebo deionizované vody si pfipravte 10% roztok RBS35.
Vsechny jamky plotny timto 10% roztokem napliite a nechte pfes noc za pokojové teploty sdknout.
Plotnu dikladné destilovanou nebo deionizovanou vodou opldchnéte.

Pted pouZitim plotnu dokonale vysuste.
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VYSLEDKY

K interpretaci genotypizacniho stripu na HCV LINEAR ARRAY strip z plotny ¢istou pinzetou vyjméte. PoloZte jej
na cistou acetdtovou f6lii a vyrovnejte referencnim voditko HCV s perem vyznacenou referencéni ¢arou (REF)
navrchu stripu. Ke stanovené genotypu vzorku poznacte pozitivné viditelné pasy a obrazec pozitivnich sondovych
past porovnejte s tabulkou HCV genotypizac¢nich vzort. Pokud vzor na stripu neodpovida pfesné vzoru Zadného
sloupce, zvazte moznost, Ze by vzorek mohl obsahovat genotypt nékolik.

TABULKA VZORU GENOTYPU HCV

Genotyp 1 Genotyp 2 Genotyp 3 Genotyp 4 Genotyp 5 Genotyp 6

-Pozitivni pas viditelny
+ Nezietelny pas miiZe byt viditelny
Zadny viditelny pés
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KONTROLA KVALITY

V kazdém testu musi byt zafazeno minimalné€ po jednom replikitu AMPLICOR HCV (-) Control a AMPLICOR
HCV (+) Control. Jak je tomu pti kazdém novém laboratornim postupu, novi pracovnici obsluhy by méli zvazit, jestli
by nebylo dobfe pti kazdém testovani pouzit jeSté dalsi kontroly az doby, neZ dokaZi test provadét s vysokou jistotou
spravné. Na pozice kontrol v amplifikacni plotné nebo v A-kruhu/kruzich nejsou kladeny Zadné pozadavky.

Provadite-li detekci pomoci genotypizac¢nich stripti na HCV LINEAR ARRAY za vyuZiti amplikonu z testu COBAS
AMPLICOR HCV Test, v2.0, zkontrolujte si vypis z tiskdrny, zda v ném nejsou upozoriovaci navésti (flags)
a pozndmky a zda je tedy méfeni platné. Pokud jde o tisk a interpretaci navésti a poznamek, viz provozni pfirucku
(Operator’s Manual) k pfistroji COBAS AMPLICOR Analyzer.

Smérnice nebo pozadavky mistnich Ci celostatnich predpisti nebo akreditacnich organizaci si mohou vyZadovat
testovani dalSich kontrol.

Negativni kontrola

Ve vysledku testu negativni kontroly AMPLICOR HCV (-) nesméji byt zadné pozitivni pasy. Pokud jsou v
AMPLICOR HCV (-) Control néjaké pozitivni pasy vidét, je cely test neplatny. Je pak tfeba cely postup, tj. pfipravu
vzorkl a kontrol, reverzni transkripci, amplifikaci a detekci LINEAR ARRAY, zopakovat. Pokud test negativni
kontroly AMPLICOR HCV (-) Control vykazuje pozitivni pasy soustavné, spojte se s mistnim zastoupenim firmy
Roche a vyzéadejte si technickou pomoc.

Pozitivni kontrola

Pozitivni kontrola AMPLICOR HCV (+4) Control, vyuZivand v genotypizacnim testu na HCV LINEAR ARRAY, byla
vypracovana pro testy AMPLICOR a COBAS AMPLICOR HCV Tests, v2.0, jejichZ mez detekce ¢ini 60 IU/ml. Proto
leZi nomindlni input kontroly pod definovanou mezi detekce genotypizac¢niho testu na HCV LINEAR ARRAY, jez
¢ini 500 IU/ml. Prokazalo se, Ze pfi popisovaném zkuSebnim postupu poskytuje kontrola AMPLICOR HCV (+)
Control reprodukovatelné pozitivni pésy, které jsou zietelné vidét, ale jsou tlumené;jsi, neZ jak je tomu u béznych
klinickych vzork (viz obr. 1).

Test pozitivni kontroly AMPLICOR HCV (+) méa poskytovat vysledek:

Sonda €. 1 (+; je vidét pozitivni pas)
Sonda €. 2 (+/—; mizZe byt vidét slaby pas)
Sonda €. 3 (—; neni vidét Zadny pas)
Sonda €. 4 (+; je vidét pozitivni pas)
Sonda €. 5 (—; neni vidét Zadny pas)
Sonda €. 6 (—; neni vidét Zadny pas)
Sonda €. 7 (—; neni vidét Zadny pas)
Sonda €. 8 (—; neni vidét Zadny pas)
Sonda €. 9 (+; je vidét pozitivni pas).

JestliZze kontrola AMPLICOR HCV (+) Control tento piesny vysledek neposkytuje, je cely test neplatny. Pak je tfeba
cely postup, tj. pfipravu vzorki a kontrol, reverzni transkripci, amplifikaci a detekci LINEAR ARRAY, zopakovat.
Pokud test kontroly AMPLICOR HCV (+) Control vykazuje vysledek s odliSnym vzorem pozitivnich past soustavné,
spojte se s mistnim zastoupenim firmy Roche a vyZadejte si technickou pomoc.

Sonda s pozitivni kontrolou

Genotypizacni strip na HCV LINEAR ARRAY obsahuje sondu (9 — HCV GT1 - GT6), jez detekuje HCV
genotypy 1-6. VSechny vzorky i kontrola AMPLICOR HCV (+) Control museji s touto sondou davat pozitivni
vysledek. Pokud sonda na kontrolu AMPLICOR HCV (+) Control pozitivni neni, je cely test neplatny. Pak je tfeba
cely postup, tj. ptfipravu vzorki a kontrol, reverzni transkripci, amplifikaci a detekci LINEAR ARRAY, zopakovat.
Pokud je vysledek testu kontroly AMPLICOR HCV (+) Control neplatny soustavné, spojte se s mistnim zastoupenim
firmy Roche a vyzadejte si technickou pomoc. Neni-li sonda pozitivni s uréitym jednotlivym vzorkem, je vysledek
pro tento vzorek neplatny. U tohoto vzorku je pak tieba cely postup, tj. pfipravu vzorkil a kontrol, reverzni transkripci,
amplifikaci a detekci LINEAR ARRAY, zopakovat. Pokud vzorek, o némzZ je zndmo, Ze je na RNA HCV pozitivni,
poskytuje soustavné neplatné vysledky, je mozné, Ze ma na genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY inhibi¢ni
ucinek.

BEZPECNOSTNI OPATRENI PRI PRACI

1. Pracovni tok musi v laboratofi probihat jednosmérné, od preamplifikacniho prostoru smérem k
poamplifikacnimu prostoru (amplifikace/detekce). Preamplifikacni postupy museji zacinat pripravou Cinidel,
po které nasleduje priprava vzorkd. Léatky a vybaveni se museji pfifadit jednotlivym preamplifikacnim
¢innostem a nesméji se pouzivat k Zadnym jinym cinnostem, ani se nesméji pienaSet mezi jednotlivymi
vyhrazenymi prostory. Ve vSech prostorech je tfeba nosit rukavice, které se pfed opusténim prostoru vymeéni.
Vybaveni a materidly pro pfipravu Cinidla se nesméji pouZivat k ptipravé vzorki, ani pro pipetovani nebo
zpracovani amplifikované DNA ¢i jinych zdroji tercové DNA. Poamplifika¢ni materidly a vybaveni musi vZdy
zustat v poamplifikaénim prostoru.
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2.

Jak je tomu pfi kazdém testovacim postupu, je pro spravné fungovani tohoto testu véci zdsadnim pozadavkem
dodrZovat principy spravné laboratorni praxe. Vzhledem k vysoké analytické citlivosti testu je tfeba vénovat
mimotddnou péci tomu, aby se zachovala Cistota ¢inidel soupravy i amplifika¢nich smési. U vSech ¢inidel je
tieba jejich Cistotu peclivé sledovat. Jakmile je podezieni na kontaminaci, je tfeba Cinidlo zlikvidovat.

OMEZENI

1.

10.

Tento test je validovan pouze pro pouzivani s lidskym sérem nebo plazmou odebranou do EDTA jako
antikoagulantu. Pokud by byly testovany jiné typl vzorkl, mohly by byt vysledky falesné¢ negativni nebo
fale$né pozitivni.

Heparin inhibuje PCR, a proto se vzorky s heparinem jako antikoagulantem pri testu AMPLICOR HCV
Test, v2.0, COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0 nebo HCV LINEAR ARRAY Genotyping Test nesméji
pouzivat.

K ziskani spolehlivych vysledkl je tfeba dodrZovat patficné postupy odbéru, transportu, skladovani a
zpracovani vzorka.

Genotypizace HCV zavisi na tom, kolik virovych ¢astic je ve vzorku pfitomno, na coZ maji vliv metody odbéru
vzorku, status pacienta (napt. vék, symptomy) a poptipadé stadium infekce.

Vzhledem k heterogenni povaze sekvenci mezi viry HCV genotypu 6 byla sonda genotypu 6 vypracovdna
specificky k identifikaci genotypu 6a. Jak 1ze touto sondou identifikovat viry jinych subtypt genotypu 6, neni
zjisténo.

V dutsledku inhibice polymerazy mohou byt vysledky falesné negativni. Ke genotypizacnimu testu na HCV
LINEAR ARRAY se pridavd sonda HCV-pozitivni kontroly, coZ umoziuje zjistit zpracované vzorky, jez
obsahuji latky, které by mohly amplifikaci PCR rusit.

Diky pfitomnosti enzymu AmpErase v HCV Master Mix se sniZuje riziko kontaminace amplikonu.
Kontaminaci od HCV-pozitivnich kontrol a vzorkl 1ze ovSem zabranit pouze ddslednym uplatiiovinim zdsad
spravné klinické praxe a peclivym dodrzZovanim postupd uvedenych v této vloZce.

Jako je tomu u kazdého diagnostického testu, je tfeba vysledky z genotypizac¢niho testu na HCV LINEAR
ARRAY interpretovat s uvdZenim vSech klinickych zjiS$téni a laboratornich néleza.

S produktem by méli pracovat pouze pracovnici znali technik PCR.

Tento produkt lze pouzivat vyhradné ve spojeni s tepelnym cyklizatorem pfistroje GeneAmp PCR System
9600, GeneAmp PCR System 2400 nebo GeneAmp PCR System 9700 firmy Applied Biosystems nebo s
pristrojem COBAS AMPLICOR Analyzer.

RUSIVE LATKY

Heparin inhibuje PCR, proto vzorky odebrané s heparinem nepouZivejte.

Je zjisténo, Ze zvySené hladiny triglyceridii, bilirubinu, hemoglobinu, imunoglobulinu a albuminu ve vzorku
genotypizaci HCV timto testem nerusi. Virem HCV bylo nastiiknuto deset jednotlivych vzorka se zvySenou hladinou
jednotlivych potencidlné rusivych latek; zadny ruSivy vliv na genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY u nich
zjiStén nebyl.

Ani nasledujici 1é¢iva genotypizaci HCV timto testem nerusi.

Interferon alfa-2a Nevirapin
Pegylovany interferon alfa-2a Efavirenz
Interferon alfa-2b Ganciclovir
Zidovudin Valganciclovir HCI1
Lamivudin Acyclovir
Zalcitabin Valacyclovir HCI
Ribavirin Dapson

Stavudin Biaxin

Ritonavir Sulfamethoxazol/trimethoprim
Nelfinavir Fluoxetin HCI
Saquinavir Venlafaxin HCl
Indinavir Bupropion HCI
Amprenavir Sertralin HCI
Lopinavir/Ritonavir Paroxetin HC1
Tenofovir disoproxil fumarat
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VYHODNOCENI LABORATORNICH VYSLEDKU
A. Hodnoceni genotypu HCV

Bylo zpracovano a genotypizacnim testem na HCV LINEAR ARRAY vyhodnoceno celkem 200 jednotlivych
klinickych vzorkt reprezentujicich HCV genotypy 1 az 6, jejichZ pfifazeni bylo poskytnuto dodavatelem, pficemz
bylo vyuZzito soupravy AMPLICOR HCV Test, v2.0 i COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0. Pocet testovanych vzork
v Clenéni podle genotypu udava tab. 1. Souhlas s genotypem uvadénym dodavatelem byl genotypizaci HCV LINEAR
ARRAY ziskan u 195 vzorka. Pét vzorkl poskytlo genotypizaci HCV LINEAR ARRAY vysledek odlisny od toho,
co uvadél dodavatel. Sekvencovanim amplikonu z onéch péti nesouhlasnych vzorka se potvrdilo, Ze sekvence
kazdého z nich je v souladu se vzorem pasii sondy pozorovanym na genotypizacnim stripu testu na HCV LINEAR
ARRAY.

Tab. 1
Pocet testovanych vzorkii v clenéni podle genotypu

Cenotyp Pocet o
! 110
12 3
2 36
3 21
4 20
5 7
6 3

Na obr. 1 jsou zndazornény udaje za pouZziti komeréné dostupného panelu genotypit HCV (Teragenix, Ft. Lauderdale,
FL, USA) s izolaty z HCV genotypu 1 az 6 (GT1 az GT6). Nomindlni hodnota panelu ¢ini u kazdého genotypového
vzorku zhruba 2 500 IU/ml. Zahrnuty jsou rovnéz kontroly HCV (=) C, v2.0 a HCV (+) C, v2.0. U kazdého
genotypizacniho stripu na HCV LINEAR ARRAY byla provedena samostatnd ptiprava vzorku, amplifikace and
detekce.

Obr. 1.
Vysledky genotypizacniho testu na HCV LINEAR ARRAY
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B.

Mez detekce

Mez detekce genotypizacniho testu na HCV LINEAR ARRAY byla stanovena analyzou postupnych fedéni vzork
HCV v HCV-negativni lidské plazmé s EDTA a séru. V pfipad€ analyzy genotypu 1 byl fedén sekundarni standard
[kalibrovany na mezindrodni standard HCV (96/790)!7 WHO]. U genotypii 2 az 6 bylo provedeno postupné fedéni
klinickych izolatd. U kazdého genotypového vzorku v kazdé matrici byla analyzovéana celkem 4 nezavisla fedéni. Ve
studii byly pouZity dvé SarZe Cinidel a k analyze byla pouZita jak souprava AMPLICOR HCV Test, v2.0, tak souprava
COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0.

Vysledky studie, uvedené v tab. 2 a 3, ukazuji, Ze je genotypiza¢nim testem na HCV LINEAR ARRAY za pouziti
souprav AMPLICOR HCV Test, v2.0 i COBAS AMPLICOR HCV Test, v2.0 detekovdna RNA HCV genotypu 1 az
6 jak v plazmé s EDTA, tak v séru, pfi koncentraci 500 IU/ml nebo vyssi s Cetnosti pozitivity vyssi neZ 95%.

Tab. 2.

Mez detekce — genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY

za pouZiti soupravy AMPLICOR HCYV Test, v2.0

Mez detekce plazma s EDTA

n testovanych

pozitivnich (%)

n testovanych

pozitivnich (%)

n testovanych

1000 IU/ml 500 IU/ml 250 IU/ml
Genotyp HCV
n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil
n testovanych |[pozitivnich (%)| n testovanych |pozitivnich (%)| n testovanych |pozitivnich (%)
1 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
2 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
3 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
4 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
5 28/28 100% 28/28 100% 24/28 86%
6 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
Mez detekce sérum
1000 IU/ml 500 IU/ml 250 IU/ml
Genotyp HCV
n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil

pozitivnich (%)

1 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
2 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
3 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
4 28/28 100% 28/28 100% 24/28 86%
5 28/28 100% 28/28 100% 17/28 61%
6 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
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Tab. 3.

Mez detekce — genotypizacni test na HCV LINEAR ARRAY
za pouZiti soupravy COBAS AMPLICOR HCYV Test, v2.0

Mez detekce plazma s EDTA

1000 IU/ml 500 IU/ml 250 IU/ml
Genotyp HCV
n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil
n testovanych |pozitivnich (%)| n testovanych |pozitivnich (%)| n testovanych [pozitivnich (%)
1 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
2 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
3 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
4 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
5 28/28 100% 28/28 100% 21/28 75%
6 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
Mez detekce sérum
1000 1U/ml 500 IU/ml 250 IU/ml
Genotyp HCV
n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil n pozitivnich / Podil

n testovanych

pozitivnich (%)

n testovanych

pozitivnich (%)

n testovanych

pozitivnich (%)

1 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
2 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
3 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
4 28/28 100% 28/28 100% 26/28 93%
5 28/28 100% 28/28 100% 19/28 68%
6 28/28 100% 28/28 100% 28/28 100%
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C. Analyticka specifi¢nost

Analyticka specifi¢nost genotypizacniho testu na HCV LINEAR ARRAY byla hodnocena zkouSenim na moZnou
kfizovou reaktivitu na flaviviry, patogenni mikroorganismy a na potencidlni kontaminanty z normdlni epidermalni
mikrofldry, jeZ by mohly byt ve vzorcich pfitomny. Byly testovany vzorky (celkem n = 40) obsahujici virové izolaty
(n = 35) nebo jiné mikroorganismy (n = 5) (viz tabulka 4). VSechny vzorky testované genotypizacnim testem na HCV
LINEAR ARRAY byly na HCV negativni. Tyto vysledky prokazuji, Ze je genotypizacni test na HCV LINEAR
ARRAY pro HCV specificky a s fadou virQ ¢i bakterii, které mohou byt ve vzorku ptfitomny, kfiZoveé nereaguje.

Tabulka 4
Analytickd specifi¢nost

Virus horecky Dengue typ 1 Adenovirus typ 2 Herpes simplex typ I, Maclntyre Propionibacterium acnes

Virus hore¢ky Dengue typ 2 Adenovirus typ 3 Herpes simplex typ I, F Staphylococcus aureus

Virus horecky Dengue typ 3 Adenovirus typ 7 Herpes simplex typ I, HF Staphylococcus epidermidis

Virus hore¢ky Dengue typ 4 Candida albicans Herpes simplex typu II, G HTLV-I, buiiky C5/MJ

Virus Zluté zimnice Cytomegalovirus Davis Herpes simplex typu II, MS HTLV-I, buiikky MJ (G11)

Zika virus

Cytomegalovirus Towne

Chripka typu A

HTLV-II, buiiky MoT

Banzi virus

Epstein-Barrtv virus RAJI

Chfipka typu B

Mycobacterium avium

Ilheus virus

Epstein-Barrav virus P-3

Lidsky papilloma virus typ 6b

Varicella Zoster Ellen

Virus St.-Louiské encefalitidy

Hepatitida B, genotyp A

Lidsky papilloma virus typ 11

Varicella Zoster Oka

Zapadonilsky virus rodu I

Hepatitida B, genotyp B

Lidsky papilloma virus typ 18

Hepatitida A

D. Klinicka specifi¢nost

Klinickd specifi¢nost genotypiza¢niho testu na HCV LINEAR ARRAY byla stanovena analyzou HCV-negativniho
séra a plazmy s EDTA darct krve. Celkem bylo testovano 500 serologicky HCV-negativnich vzorka (250 vzorki
séra and 250 vzorkd plazmy s EDTA); u vSech byl vysledek genotypiza¢niho testu na HCV LINEAR ARRAY
negativni. Z té€chto vysledkt vyplyva klinicka specifi¢nost city genotypizacniho testu na HCV LINEAR ARRAY ve
vysi = 99,99%.
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