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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy
vzorkU a analyz, které umoznuji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv
biologického vzorku. Nase pokrodilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vém
zajisti spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy:

B v purifikaci DNA, RNA a proteinl

B v analyzéch nukleovych kyselin a proteint
M ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkd a jejich analyz.

Nasi misi je umozZnit Vam dosahnout vynikajicich vysledk( a technickych tUspé&chd. Vice informaci
naleznete na www.giagen.com..
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artus EBV LC PCR Kit

Pro pouziti s pistrojem LightCycler®.

1. Obsah
Oznacenf Kat. &s. 4501063 Kat. &is. 4501065
a obsah 24 reakcl 96 reakci
EBV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
EBV LC/RG/TM QS 1"
5 x 10* cop/ul 1 x 200 ul 1 x200pul
EBV LC/RG/TM QS 2°
5 x 10° cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 pul
EBV LC/RG/TM QS 3"
5 x 10° cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LC/RG/TM QS 4"
5x 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LCIC" 1x 1000wl 2 x 1 000 ul
Bil& Water (PCR grade) 1x1000ul 1x 1000 ul
" 0s = Kvantifika¢ni standard
IC = Interni kontrola

2. Skladovani

Komponenty artus EBVY LC PCR Kit se skladuji pfi =30 az -15 °C a maiji
trvanlivost do data uvedeného na $titku. Zabrafite opakovanému rozmrazeni
a zmrazeni (> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi nepravidelném pouzivéni by
proto mély byt reagencie alikvotovdny. V pfipadé, Ze je nutné komponenty

skladovat pfi teploté +4°C, skladujte je takto maximdalné po dobu péti hodin.

3. DalSi potrebné vybaveni

* Laboratorni rukavice bez pudru

«  DNA-izola&ni souprava (viz 8.1 Izolace DNA)
* Pipety (nastavitelné)

»  Sterilni pipetovaci $pic¢ky s filtrem

e Vortex mixer
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* Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

» Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat. & 2 158 850) pro
vytvofeni souboru Crosstalk Color Compensation

» LightCycler kapilary (20 ul)

» LightCycler Cooling Block

» LightCycler pfistroj

» LightCycler Capping Tool

4. VSeobecna preventivni opatreni

UzZivatel by mél dbat na nésleduijici:
» Poutzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.
« Skladujte, izolujte a pfidévejte pozitivni materiél (vzorky, kontroly,
amplifikéty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.
* VSechny komponenty pfed po¢atkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.
* Ndésledné komponenty fddné promichejte a krdtce centrifuguite.

*  Pracujte plynule na ledu nebo v LightCycler Cooling Block.

5. Informace o ptivodcich

Pfenos viru Epsteina a Barrové (EBV) probihd orélné, vétsinou
kontaminovanymi slinami. Infekce EBV probihd zpravidla asymptomaticky,
zvlasté v détstvi. Klinickym projevem akutni infekce je infekéni mononukleéza s
hore¢kou, Unava, angina a také zdufeni lymfatickych uzlin a sleziny. U
nékterych pacientd mohou potize pfetrvdvat chronicky a recidivovat. Formy

infekce EBV s tézkym  prubéhem |sou sledovdany zvladté u

imunosuprimovanych pacientll a u osob s defektem T-bunék.

6. Princip PCR s hodnocenim v realném case

Pfi diagnostikovédni pomoci polymerédzové Fet€zové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu plvodce. Detekce probihd pfi PCR v

redlném &ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla vazané
|
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na oligonukleotidové sondy, které se specificky vdZzou na PCR amplifikét.
Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v redlném &ase umoziiuje
prukaz a kvantifikaci produktl, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat

testovaci kapiléry (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

artus EBV LC PCR Kit je systém k pfimému pouziti pro prukaz EBV DNA
pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) v pfistroji LightCycler. EBV LC
Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci 97 bp
dlouhého Useku genomu viru EBV a také pro bezprostfedni detekci
amplifikétu ve fluorimetrickém kandlu F2 pfistroje LightCycler. Kromé toho
obsahuje artus EBV LC PCR Kit druhy heterologni amplifikaéni systém pro
prikaz potencidlni PCR inhibice. Tento systém je detekovan jako InternY

kontrola (IC) ve fluorimetrickém kandlu F3. Limit detekce analytické EBV PCR
(viz 11.1 Analytick&d senzitivita) pfitom neni negativné ovlivnén. Spolu s
produktem se doddvaji externi pozitivni kontroly (EBY LC/RG/TM QS 1 - 4), s
jejichz pomoci lze uréit mnozstvi plvodce ve vzorku. Prostuduijte si prosim

oddil 8.3 Kvantifikace.

Upozornéni: Teplotni profil pro detekci EBY DNA za pomoci artus EBV LC
PCR Kit odpovidé teplotnim profilim souprav artus HSV-1/2 LC PCR Kit, artus
VZV LC PCR Kit a artus CMV LC PCR Kit. Diky

tomu mohou byt reakce PCR pro tyto artus systémy provedeny a analyzovény
v jednom béhu. Dbejte pfitom prosim specidlnich pokynU pro vyhodnoceni v

kapitolach 8.3 Kvantifikace a 9. Vyhodnoceni.

8. Protokol

8.1 Izolace DNA

DNA-izolaéni soupravy nabizeji rGzni vyrobci. V zdvislosti na protokolu
zvoleného vyrobce pouzijte dané mnoistvi vzorku a provedte izolaci DNA

podle ndvodu. Doporuéujeme ndsleduijiciizolaéni soupravy:
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Katalogové

Vzorek Izolaéni souprava &islo Vyrobce Nosi¢ RNA
®
QlAamp = 51304 QIAGEN | neobsazen
sérum, DNA Mini Kit
plazma, likvor QlAamp )
® .. 53704 QIAGEN obsazen
UltraSens ™ Virus
Kit (R0)
krevni buiik QlAamp DNA Blood y
y Mini Kit (50) 51104 QIAGEN neobsazen
®
plazma EZ1"~ DSP 62 724 QIAGEN obsazen
Virus Kit (48)*

*Pro pouziti v kombinaci s BioRobot® EZ1 DSP Workstation (Kat. ¢&is. 9001360) a EZ1
DSP Virus Card (Kat. &is. 9017707).

Dllezité pokyny pro pouZiti souprav QlAamp UltraSens Virus Kit, QlAamp DNA
Blood Mini Kit a QlAamp DNA Mini Kit:

» Uziti nosi¢e RNA mé rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Pokud pouzitd izolaéni souprava neobsahuje Zdadny
nosi¢ RNA, povs§imnéte si prosim, ze je pfi izolaci nukleovych kyselin z
nebunéénych télesnych tekutin resp. materidll s malym obsahem
DNA/RNA (napf. likvor) dirazné doporuéeno pfidat nosi¢ RNA (RNA
homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, kat. ¢&s. 27-4110-01).
Prosim postupujte ndsledujicim zpUsobem:

a) Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA v eluénim pufru (nepouzivejte
lyzaéni pufr) izolaéni soupravy (napf. AE pufr soupravy QlAamp DNA
Mini Kit/QlAamp DNA Blood Mini Kit) a fedénim vytvofte roztok o
koncentraci 1 ug/ul. Rozdélte tento roztok nosi¢e RNA na pocet
alikvotll odpovidajici Vasim pozadavklm a skladujte je pfi -20°C.
Zabrante opakovanému rozmrazeni (> 2 x) alikvotu nosi¢e RNA.

b) Pouzivejte 1 ug nosi¢e RNA na 100 ul lyza¢niho pufru. Je-liextrakénim
protokolem stanoveno 200 ul lyzaéniho pufru na jedenvzorek, vlozte 2
ul nosi¢e RNA (1 ug/ul) pfimo do lyzaéniho pufru. Pfed za&dtkem kazdé
izolace musi byt podle ndsledujiciho pipetovaciho schématu Eerstvé
vylvofena smés lyzagniho pufru anosi¢e RNA (popt. i InfernY kontroly,

viz 8.2 Interni kontrola):
|
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Pocet vzorkl 1 12

Lyzaéni pufr napf. 200 ul napf. 2 400 ul
Nosi¢ RNA (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Celkovy objem 202 ul 2 424 ul
Objem pro izolaci 200 ul po 200 ul

c) Tuto &erstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA vloZte
ihned do izolace. Skladovani smési neni mozné.

e Uziti nosi¢e RNA mdé rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Aby bylo dosaZzeno vyssi stability nosice RNA
dodévaného s QlAamp UltraSens Virus Kit, doporu¢ujeme ndésleduijici
postup lidici se od Udajl uvedenych v pfiruéce izolaéni soupravy:

a. Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA pfed prvnim pouZitim izolaéni

soupravy v 310 ul eluéniho pufru obsaZeného v soupravé (koneéné
koncentrace 1 ug/ul, nepouzivejte lyzaéni pufr). Rozdélte tento roztok
nosi¢e RNA na pocet alikvotll odpovidajici Va$im poZadavkim a
skladuijte je pfFi -20°C. Zabrarite opakovanému rozmrazeni (> 2 x)
alikvotu nosi¢e RNA.

b. Pfed za&dtkem kazdé izolace musi byt podle ndésledujiciho
pipetovaciho schématu &erstvé vytvofena smés lyzaéniho pufru a

nosi¢e RNA (popt. i InternY kontroly, viz 8.2 Interni kontrola):

Pocet vzork 1 12

Lyzaéni pufr AC 800.ul 2.600.ul
Nosi¢ RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Celkovy objem 805,6 ul 9 667,2 ul
Objem pro izolaci 800 ul po 800 ul

c. Tuto &erstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA vloZte
ihned do izolace. Skladovdni smési neni mozné.
* Pouzitim QlAamp UltraSens Virus Kit Ize docilit zkoncentrovani vzorku.
Pokud se v pfipadé vaseho vzorku nejednd o sérum nebo plazmu, pfidejte

k vzorku alespon 50 % (v/v) negativni lidské plazmy.
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» Antikoagulanty obsazené ve zkumavkéch pro odbér krve mohou mit
inhibitivni G¢inek na PCR, ale uvedené izolaéni soupravy je dobfe
eliminuji. Doporuéujeme nepouzivat heparinovou krev.

» PFi izolaci vyuZivajici promyvaci pufr s obsahem etanolu bezpodmine¢né
zajistéte, aby byl pfed eluci proveden jesté jeden centrifugaéni krok (tfi
minuty, 13 000 ot/min) a tim se odstranily zbytky etanolu. Pfedejdete tak
moznym inhibicim PCR.

e artus EBV LC PCR Kit neni vhodny pro izolace na bazi fenolu.

DuleZité upozornéni k poutZiti soupravy EZ1 DSP Virus Kit:

» Uziti nosi¢e RNA mé rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Pridejte tedy prosim ke kazdé izolaci potfebné
mnozstvi nosi¢e RNA a drzte se pokynl v EZ1 DSP Virus Kit Handbook.

Duleité; InternY kontrolu soupravy artus EBV LC PCR Kit Ize vlo%it pfimo do

izolace (viz 8.2 Interni kontrola).

8.2 Interni kontrola

Spolu s produktem se dodévd InternY kontrola (EBV LC IC). Méte tak moznost
kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moznou inhibici PCR (viz Obr. 1). Pfi

pouziti EZ1 DSP Virus Kit musi byt InternY kontrola vlozena podle instrukeiv

EZ1 DSP Virus Kit Handbook. PouZivéte-li QlAamp UltraSens Virus Kit, QlAamp
DNA Blood Mini Kit nebo QIAamp DNA Mini Kit, pfidejte InternYkontrolu k
izolaci v poméru 0,1 ul na 1 ul eluéniho objemu. Jestlize napfiklad pouzivate
QlAamp DNA Mini Kit a eluujete DNA v 50 ul AE pufru, vlozte 5 ullnternY
kontroly. Mnozstvi vkladané InternY kontroly zavisi pouze na eluénimobjemu.

InternY kontrola a nosi¢ RNA (viz 8.1 Izolace DNA) by mély bytpfidavany pouze
k

* smési lyzaéniho pufru a vzorku nebo
* pfimo k lyzaénimu pufru.

Interni kontrola nesmi byt pfiddna pfimo ke vzorku. Pfi pfidani k lyzaénimu
pufru se musi dbdt na to, aby byla smés InternY kontroly, lyzaéniho pufru a
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nosice RNA ¢&erstvé pfipravena a ihned pouzita (skladovdni smési pfi
pokojové teploté nebo v lednici mlUze jiZ po nékolika hodindch vést k
vynechani InternY kontroly a ke snizeni efektivity izolace). InternY kontrolu a

nosi¢ RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Volitelné Ize InternY kontrolu pousit vjhradné ke kontrole mozné inhibice
PCR (viz Obr. 2). V tomto pfipadé pfidejte 0,5 ul InternY kontroly na jednu
testovaci smés pfimo do 15 ul EBVY LC Master. Pro kazdou PCR reakcipouzijte
15 ul takto vytvofeného Master Mixu a pridejte ndsledné 5 pul izolétu. Jestlize
pFipravujete jeden béh pro vice vzorkl, zvyste potfebn& mnozstviEBY LC Master a

InternY kontroly podle po&tu vzork (viz 8.4 Priprava PCR).

Soupravy artus EBV LC PCR Kit a artus CMV LC PCR Kit obsahuji identickou
InternY kontrolu (IC). Také artus HSV-1/2 LC PCR Kit a artus VZV LC PCR Kit

obsahuijiidentickou InternY kontrolu.

8.3 Kvantifikace

S Kvantifikaénimi standardy (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4) dod&vanymi spolu s
produktem se zachdzi stejné jako s |iZ izolovanymi vzorky a pfidévaiji se ve
stejiném objemu (5 ul). Standardni kfivku v pfistroji LightCycler vytvofite tak, Ze
vlozite viechny &yFi KvantifikaénY standardy doddvané s produktem,

definujete je v Sample Loading Screen joko standardy a zaddte uvedené

koncentrace (viz LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5, Chapter B,

2.4. Sample Data Entry). Tuto standardni kfivku lze pouzit také pro ndsledné
kvantifikace, pokud je béhem aktudlniho béhu poutzit alespori jeden standard
jedné definované koncentrace. K tomu je zapotfebi dfive vytvofenou
standardni kfivku importovat (viz LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5,
Chapter B, 4.2.5. Quantification with an External Standard Curve). U této
formy kvantifikace je viak tfeba zohlednit skuteénost, Ze v dlsledku variability

mezi PCR bé&hy muze nastat odchylka ve vysledku.

" Zvyieni objemu podminéné pfidénim InternY kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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Pokud méte v béhu integrovén vice neZ jeden Herpes-artus systém, dbejte

na to, aby byly analyzovany oddélené pfisluinymi KvantifikaénYmi standardy.

Upozornéni: Kvantifika&nY standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro
pfepocéet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se

pouzivé nésledujicivzorec:

vysledek (kopie/ul) x eluéni objem (ul)

vvsledek (kopie/ml)
nhiem vzorkir (mN

Prosim pov$imnéte si, Zze se do vy$e uvedeného vzorce dosazuje zdsadné
pUvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci
nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho

zvy$eni naplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

Dulezité: Na www.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX je k dispozici

pfiru¢ka pro zjednodu$eni kvantitativniho vyhodnoceni systém( artus na
pristroji LightCycler (Technical Note for quantitation on the LightCycler
1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument).

8.4 Priprava PCR

Ovéfte, ze je Cooling Block s uvnitf obsazenymi adaptéry (pfisluSenstvi
pristroje LightCycler) pfedem vychlazen pfiblizné na +4°C. Do adaptért
Cooling Blocku vloZte takovy pocet kapilar LightCycler, ktery je potfebny pro
pldnované reakce. Dbejte na to, aby byl spoleéné s kazdym bé&hem PCR
proveden alespori jeden KvantifikaénY standard a jedna negativni kontrola
(Water, PCR grade). Pro vytvofeni standardni kfivky pouzijte prosim u kazdého
b&hu PCR v&echny spolu s produktem dodavané KvantifikanY standardy (EBV
LC/RG/TM QS 1 - 4). Vsechny reagencie se musi pfed za¢dtkem testu zcela
rozmrazit pfi pokojové teplot€, musi byt dobfe promichdny (opakovany ndbér

pipetou a vypusténi pipety nebo krétky vortex) anésledné centrifugovény.
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Chcete-li InternY kontrolou kontrolovat jak izolaci DNA, tak mo#nou inhibici
PCR, musi byt napfed InternY kontrola pfiddna k izolaci (viz 8.2 Interni
kontrola). V tomto pFipadé pouZivejte nésledujici schéma pipetovani (viz také

schématicky pfehled na Obr. 1):

Pocet vzorkt 1 12
-I P‘ﬁprqva EB‘VI LC IAVAlUbIC' .i 5 HI } 80 }JI
Master Mixu EBVLCIC 0 ul 0 ul
celkovy objem 15 ul 180 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 15 ul po 15 ul
reakee vzorek 5pul po 5 ul
celkovy objem 20 ul po 20 ul

Jestlize chcete InternY kontrolu pouZit vyhradné ke kontrole PCR inhibice, je
tfeba |i pfidat pfimo do EBV LC Master. V tomto pfipad@ pouzZivejte nésleduiici

schéma pipetovdni (viz také schématicky pfehled na Obr. 2):

1. Piprava EBV.LC Master. 15,4l 180Q.ul
. Priprav
Master Mixu EBVICIC 0.5 ul 6 ul
celkovy objem 15,5 ul’ 186 ul’
2. Pfiprava PCR Master Mix 15 ul po 15 ul’
reakce vzorek 5l po 5 ul
celkovy objem 20 ul po 20 ul

Do plastikového zésobniku kozdé kapildry pipetujte

15 ul Master Mixu.

Nésledné pfidejte 5 ul eluatu z izolace DNA. Podobné musite pfidat jako
pozitivni kontrolu 5 ul alespoii jednoho KvantifikaénYho standardu (EBV
LC/RG/TM QS 1 - 4) a jako negativni kontrolu 5 ul vody (Water, PCR grade).
Uzaviete kapildry. Smés prevedete z plastikovéhozdsobniku do kapildry tak, Ze
na stolni centrifuze centrifugujete adaptéry s uvnitf obsazenymi kapildrami po

dobu deseti sekund pfi maximdalné 400 x g(2 000 ot/min).

" Zvyieni objemu podminéné pfidénim InternY kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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Pfidént InternY kontroly k izolaci

Obr. 1: Schéma pracovniho postupu pro kontrolu izolace a PCR
inhibice.

*

PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat

na to, aby byly pouzZivané roztoky dokonale roztété, féddné
promichané a kratce centrifugované.
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Pridant InternY kontroly k artus Master
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Obr. 2: Schéma pracovniho postupu pro kontrolu PCR inhibice.

*
PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat
na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale rozt4té, féddné

promichané a kratce centrifugované.
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8.5 Programovani pristroje LightCycler

Pro detekci EBV DNA vytvofte na pfistroji LightCycler teplotni profil

ndsledujicimi péti pracovnimi kroky (viz Obr. 3 - 7):

A.  Pocdateéni aktivace Hot Start enzymu Obr. 3
B. Krok “TouchDown” Obr. 4
C. Amplifikace DNA Obr. 5
D. Kfivkaténi (volitelné) Obr. 6
E. Chlazeni Obr. 7

Dbejte zvl4$t€ na nastaveni Analysis Mode, Cycle Program Data a
Temperature Targets. Na obrdzcich jsou tato nastaveni zvyraznéna &ernymi
rédmecky. Pokyny pro programovdni pfistroje LightCycler naleznete v pfiruéce
LightCycler Operator’s Manual. Vytvofeni kroku D kfivka téani je volitelné.

Kfivka je potfebné vyhradné pro rozliseni mezi HSV-1 a HSV-2 pfi sou¢asném

nasazeni artus HSV-1/2 LC PCR Kit.

[Cycle Pragram Data

1=

Cycles EH

Analysis Mode
Quantification
Melting Curves
emperature Targets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Slep Delay (cycles)
I—-Acqulsmon Mode

Obr. 3: Po&datedni aktivace Hot Start enzymu.
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[Cycle Program Data Enaleeie Moda

1 - chlBSIng’ Quantification = 2

Melting Curves

emperature | argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|_ I—Acquisition Mode

QesHss |35 [SlooofSlo [Hoo [0 EINONE |5 GO
7 _—

Obr. 4: Krok “Touch
Down”.

ICycle Program Data

T oyees

Analysis Mode| None

emperature |argets
Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
l— I—Acquisition Mode

Obr. 5: Amplifikace DNA.
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Cycle Program Datal Analysis Mode| None

1 = - [—113 Quantification — 2

Melting Curves

Iemperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ("C)
Step Delay (cycles)
l— |—Acquisiti0n Mode

@f= B oo} oo 50 favove S@D
50 35 [Hlooo o [Hoo |50 [5/NONE |3 G
30 [gio |5l010 Ko |5loo |5

Obr. 6: Kfivka tani.

Cycle Program Datal

1Yo 12

emperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ("C)
Step Delay (cycles)
I_ I—Acquisition Mode

H2000[50 3000 50 _[s| NONE |2 QD)

Analysis Mode JIREIE

Quantification
Melting Curves

Obr. 7: Chlozeni.
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9. Vyhodnoceni

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kandly vyskytuji interference.
Software pfistroje LightCycler obsahuje soubor oznadeny jako Color
Compensation File, ktery tato zafeni kompenzuje. Tento soubor oteviete pred, v
prubéhu nebo po skonéeni PCR aktivaci pfepinaci plochy Choose CCC File
resp. Select CC Data. Neni-li instalovén zddny soubor Color Compensation
File, vytvofte soubor podle ndvodu v pfiruéce LightCycler Operator’s Manual.
Po aktivaci souboru Color Compensation File se ve fluorimetrickych kanélech
F1, F2 a F3 objevi oddélené signdly. Pro analyzu vysledkd PCR, které byly
ziskdny pomoci artus EBV LC PCR Kit, zvolte prosim pro analytickou EBV

PCR pohledovou funkci F2/Back-F1 resp. F3/Back-F1 pro PCR InternY
kontroly. Pfi analyze kvantitativnich béht dodriujte bezpodmineéné oddil

8.3 Kvantifikace a Technical Note for quantitation on the LightCycler
1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument, kterd je k dispozici na

.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Pokud méte v béhu PCR integrovdn vice nez jeden Herpes-artus systém, dbejte
na to, aby byly vzorky EBV analyzovdny oddélené. Pro vyhodnoceni zvolte

odpovidaijici pozice rotoru.
Mize dojit k ndsledujicim vysledkiim:

1. Ve fluorimetrickém kandlu F2/Back-F1 je detekovdan signdil.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje EBY DNA.
V tomto pfipadé je detekce signdlu v kandlu F3/Back-F1 podruznd, protoZe vysoké

vychozi koncentrace EBV DNA (pozitivni signdl v kandlu F2/Back-F1) mohou vést k
redukovanému a? chybgjicimu fluorescenénimu signalu InternY kontroly v kandlu

F3/Back-F1 (kompetice).

2. Ve fluorimetrickém kandlu F2/Back-F1 neni detekovdn 2adny signdl, nybrz

pouze v kandlu F3/Back-F1 (signdl InternY kontroly).

Ve vzorku neni prokazatelnd 2ddnd EBV DNA. Lze jej proto povaZovatza
negativni.

PFi negativni EBV PCR vylu€uje detekovany signdl InfernY kontroly moznost inhibice

PCR.
|
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3. Signdl neni detekovdn ani v kandlu F2/Back-F1 ani v kanélu F3/Back-F1.
Neni mozné ucinit diagnosticky z&veér.

Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole

10. Reseni probléma.

Pfiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci jsou uvedeny na Obr. 8 a

Obr. 9.
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Obr. 8: Priikaz KvantifikaénYch standard (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4)
ve fluorimetrickém kandlu F2/Back-F1. NTC: non-template
control (negativni kontrola).

Eoon
001 i
ODOS—-
U,UDS-
0.007—-
ums-

0,005+

Fluorescence (F3/Back-F1]
]
1

0,003~
0,002~

0,001~
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Obr. 9: Prikaz InternY kontroly (IC) ve fluorimetrickém kandlu
F3/Back-F1  pfi  souéasné amplifikaci  KvantifikaénYch
standardd (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template

control (negativni kontrola).
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10. Reseni problému

Z&dny signdl pii pozitivnich kontrolach (EBY LC/RG/TM QS 1 - 4) ve

fluorimetrickém kanélu F2/Back-F1:

* Volba fluorimetrického kanélu pfi analyze dat PCR neodpovidd protokolu.
© K analyze dat zvolte fluorimetricky kandl F2/Back-F1 pro analytickou

EBV PCR a fluorimetricky kandl F3/Back-F1 pro PCR InternY kontroly.

* Naprogramovdéni teplotniho profilu pfistroje LightCycler je chybné.
€© Porovnejte teplotni profil s Udaji protokolu (viz 8.5 Programovani

pfistroje LightCycler).

* PCR reakce byla chybné sestavena.
€© Porovnejte Vase pracovni kroky s pipetovacim schématem (viz

8.4 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuite.

* Podminky skladovédni jednoho nebo vice komponentll soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovéni nebo byla
prekro¢ena doba pouzitelnosti soupravy artus EBV LC PCR Kit.
€© Prosim zkontrolujte jok podminky skladovéni, tak i dobu pouZitelnosti

reagencii (viz $titek soupravy) a pouZijte popf. novou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signdl InternY kontroly ve fluorimetrickém kanélu
F3/Back-F1 pfi souéasné nepiftomnosti signélu v kandlu F2/Back-F1:
* Podminky PCR neodpovidaiji protokolu.
€ Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a popf. PCR zopakujte s
opravenym nastavenim.
* PCR byla inhibovéna.
© Ujistéte se, Ze pouzivate ndmi doporudeny postup izolace (viz
8.1 Izolace DNA) a drzte se presné piredpist vyrobce.
€ Presvéddte se, ze byl pfi izolaci DNA pred eluci proveden dodateény
doporuéeny centrifugaéni krok k Uplnému odstranéni zbytkll etanolu
(viz 8.1 Izolace DNA).
» Béhem izolace dochdzi k Gbytku DNA.
© Byla-li k izolaci pfidana InternY kontrola, miize nepfitomnost signélu

InternY kontroly znamenat Gbytek DNA b&hem izolace. Ujistéte se, ze
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pouzivate ndmi doporuéeny postup izolace (viz 8.1 Izolace DNA) a
drite se pfesné predpisl vyrobce.
 Podminky skladovdni jednoho nebo vice komponentll soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovani nebo byla
pfekro¢ena doba poutzitelnosti soupravy artus EBV LC PCR Kit.
@ Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz $titek soupravy) a pouZijte popF. novou soupravu.

Signdly pfi negativnich kontrolach ve fluorimetrickém kanélu F2/Back-F1 analytické

PCR.
» Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.
© Zopakujte PCR v replikétech s novymi reagenciemi.
€ Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozZno ihned po vlozeni
zkoumaného vzorku.
© Pipetujte pozitivni kontroly zdsadné jako posledni.
© Ujistéte  se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovany.
* Béhem izolace dochézi ke kontaminaci.

€ Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzorkl za uZiti novych reagencii.
@ Ujistéte  se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné

dekontaminovany.

Pokud se vyskytnou dal$i otdzky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi

technickou podporu.

|
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11. Specifikace

11.1 Analyticka senzitivita

Pro zjisténi analytické senzitivity artus EBV LC PCR Kit byla vytvofena Fada
fedéni standardl od 50 do nomindlné 0,005 EBV-ekvivalentt kopie/ul a
analyzovdna pomoci artus EBV LC PCR Kit. Experimenty byly provedeny ve
tfech rlznych dnech formou osmindsobnych uréeni. Vysledek byl zjistén

pomoci probitové analyzy. Jeho grafické vyhodnoceni je zobrazeno na Obr.
10. Limit detekce artus EBV LC PCR Kit leZi proto u 5,78 kopii/ul (p = 0,05).

To znamend, Ze je s 95 % pravdépodobnosti detekovéno 5,78 kopii/ul.

Probitova analyza: Virus Epsteina a Barrové (LightCycler)

0,76167 2 5,78 kopiiful {95%)

Proportions

log (dose)

Obr. 10: Analytickd senzitivita artus EBV LC PCRKit.

"U zde pouzitého standardu se jednd o klonovany PCR produkt, jeho? koncentrace byla zjisténa

SEekTrélni a fluorescenéni fotometrii.
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11.2 Specificita

Specificita artus EBV LC PCR Kit je v prvni Fadé zaruéena vybé&rem primerl a
sond, jakoZ i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na
zdkladé sekvenéni analyzy prezkou$eny na eventudlni homologie se viemi
sekvencemi publikovanymi v genovych bankdch. Timto zplsobem byla

kontrolovana také detekovatelnost vech relevantnich genotyp.

Validace specificity byla provedena na Sesti rlznych EBV negativnich sérovych
vzorcich, které spolu s EBV specifickymi primery a sondami obsazenymiv EBV

LC Master negenerovaly z&dny signdl.

K uréeni specificity artus EBV LC PCR Kit byla kontrolni skupina uvedend v
Tabulce 1 testovana na kfizovou reaktivitu. Z&dny z testovanych plvodct

nebyl reaktivni.

Tabulka 1: Testovéni specificity diagnostické soupravy pomoci potencidlné kfizové
reaktivnich plvodcl.

K Inf skubi EBV InternY kontrola
onirolni skupina F2/Back-F1 F3/Back-F1

Lidsky herpesvirus 1 (Herpes simplex virus 1)

Lidsky herpesvirus 2 (Herpes simplex virus 2)

Lidsky herpesvirus 3 (Varicella zoster virus)

Lidsky herpesvirus 5 (Cytomegalovirus)

Lidsky virus leukémie T-bunék 1

+ |+ [+ [+ [+

Lidsky virus leukémie T-bunék2
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11.3 Presnost

Udaje o presnosti pro artus EBV LC PCR Kit umoZiiuji stanoveni celkové
variability testovaciho systému. Tato celkovd variabilita se sklddd z Intra-Assay
variability (variabilita vzorkl stejné koncentrace v rdmci jednoho pokusu), z
Inter-Assay variability (variabilita zpUsobend provedenim experimentu rlznymi
osobami v jedné laboratofi a uZitim rlznych pfistrojU stejného typu) a z Inter-
Batch variability (variabilita zplsobend pouZitim rlznych $arzi). Pfitom byla
vzdy vypoéitdna standardni odchylka, variance a koeficient variace jak pro

specifickou PCR plvodce, tak i pro PCR Interni kontroly.

Tyto Udaje byly pro artus EBV LC PCR Kit stanoveny na zdkladé
KvantifikaénYho standardu s nejniz& koncentraci (QS 4; 50 kopii/ul).
Experimenty byly provedeny formou osmindsobnych uréeni. Vyhodnoceni
vysledkl bylo provedeno na zdkladé Ct hodnot amplifikaénich kfivek (Ct:
threshold cycle, viz Tabulka 2) a z toho uréenych kvantitativnich hodnot v

kopiich/ul (viz Tabulka 3). Celkovd variabilita libovolného vzorku uvedené
koncentrace ¢&ini tedy 1,17 % (Ct) resp. 14,54 % (konc.), pro prikaz InternY
kontroly 1,02 % (Ct). Tyto hodnoty se zaklddaji na souhrnu vSech dil¢ich

hodnot zjist€nych variabilit.
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Tabulka 2: Udaije o pFesnosti na zékladé Ct hodnot.

Standardni Vari Koeficient
odchylka ariance variace [%
Intra-Assay variabilita:
0,20 0,04 0,90
EBV LC/RG/TM QS 4
Intra-Assay variabilita:
, 0,04 0,00 0,28
InternY kontrola
Inter-Assay variabilita:
0,27 0,07 1,24
EBY LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:
, 0,11 0,01 0,72
InternY kontrola
Inter-Batch variabilita:
0,47 0,07 1,44
EBV LC/RG/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:
, 0,19 0,03 1,23
InternY kontrola
Celkova variabilita:
0,26 0,07 1,17
EBVY LC/RG/TM QS 4
Celkova variabilita:
, 0,15 0,02 1,02
InternY kontrola

Tabulka 3: Udaje o pfesnosti na zékladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Standardni Vari Koeficient
odchvika ariance

Intra-Assay variabilita:

1,36 1,85 13,48
EBY LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:

1,68 2,83 16,61
EBV LC/RG/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:

1,33 1,77 13,19
EBV LC/RG/TM QS 4
Celkova variabilita:

1,47 2,16 14,54
EBV LC/RG/TM QS 4

artus EBV LC PCR Kit
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11.4 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovény za Glelem pravidelného
hodnoceni vykonnosti artus EBV LC PCR Kit a vykonnostniho srovndni s
ostatnimi  produkty. Tyto Gdaje jsou ziskdvédny na zdklodé Glasti na

mezilaboratornich pokusech.

11.5 Diagnostické hodnoceni

artus EBV LC PCR Kit je v sou¢asné dobé evaluovdan v nékolika studiich.

12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

* Vsechny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

* Prostfedek by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specidalné
pouceni a vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro.

* Pfesné dodrzovdni protokolu je bezpodmineéné& nutné k dosazeni
optimdlnich vysledk PCR.

* Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na §titcich

jednotlivych  komponent. Nepouzivejte reagencie s proslou

trvanlivosti.

13. Varovani a bezpeénostni opatreni

Bezpeénostni informace k soupravé artus EBV LC PCR Kit naleznete v
odpovidajicich bezpeénostnich listech (safety data sheets, SDS). Tyto listy jsou
k dispozici v podobé& kompakiniho a snadno pouzitelného PDF souboru na

www.qiagen.com/safety.

14. Kontrola kvality

V souladu se systtmem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO 9001 a ISO 13485 byla kazdé Sarze artus
EBV LC PCR Kit testovédna podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla

zaruéena jednotnd kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symboli

g Pouzijte do

Cislo arze

“ Vyrobce

Katalogové ¢islo

MAT Cislo materidlu
Manudl

Prostfedky zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku
Mezindrodni &islo obchodni polozky GTIN

Obsah postacujici pro <N> testl

Teplotni rozmezi

s <gEE

S Kvantifikaéni standard
C Interni kontrola

.
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artus EBV LC PCRKit

Ochranné znédmky a vylougeni odpovédnosti
QIAGEN®, QIAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Group).

Registrované ndzvy, ochranné zndmky etc. pouzité v tomto manudlu nelze povazovat za nechrédnéné zékonem,
ani kdyz nejsou jako takové oznageny.

artus EBV LC PCR Kit, BioRobot EZ1 DSP Workstation, EZ1 DSP Virus Kit a EZ1 DSP Virus Card jsou diagnostické
soupravy a piistroje oznacené znactkou CE v souladu s evropskou smérnici 98/79/ES o diagnostickych
zdravotnickych prostfedcich in vitro. Produkty nejsou dostupné ve véech zemich.

Soupravy QlAamp Kit jsou uréeny pro obecné laboratorni pouziti. Udaje produktu nebo jeho prezentace
nejsou ur&eny k tomu, aby podavaly informace o diagnéze, prevenci nebo lé&eni nemoci.

Koupé souprav artus PCR Kit zahrnuje limitovanou licenci pro jejich pouZiti v procesu polymerézové fetézové
reakce (PCR) v rdmci humanni a veterinérni in vitro diagnostiky, ve spojeni s termocyklerem, jehoZ pouziti pfi
automatizovaném provedeni PCR je kryto pfedem splatnym licenénim poplatkem, ktery se odvédi bud
platbou spoleénosti Applied Biosystems nebo koupi autorizovaného termocykleru. Technologie PCR je chrénéna
ndrodnimi patentnimi prévy ekvivalentnimi k USA patentim ¢&is. 5.219.727 a 5.322.770 a 5.210.015 «a
5.176.995 a 6.040.166 a 6.197.563 a 5.994.056 a 6.171.785 a 5.487.972 a 5.804.375 a 5.407.800 a
5.310.652 a

5.994.56 ; vlastn&no firmou F. Hoffmann-La Roche Lid.
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