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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:

v purifikaci DNA, RNA a proteint
v analyzéch nukleovych kyselin a protein(
ve vyzkumu microRNA a RNAI

v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkld a jejich analyz.

Nasi misi je umoznit Vdm dosdhnout vynikajicich vysledkl a technickych
Uspéchl. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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artus® HSV-1/2 TM PCR Kit
Pro pouziti s ABI PRISM® 7000 a 7900HT Sequence Detection Systems.

Upozornéni: artus HSV-1/2 TM PCR Kit nelze poutit ve spojeni s GeneAmp®
5700 SDS, ABI PRISM 7700, ani s 384 formdtem desti¢ek systému ABI PRISM
7900HT SDS.

1. Obsah
Oznadenf Kat. ¢&is. 4500163 Kat. &s. 4500165
a obsah 24 reakef 96 reakei
HSV TM Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
Zluta HSV TM Mg-Sol” 1x1200ul 1x1200ul
& . HSV1 LC/RG/TM QS 1°
ervena 1 x 10* cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
& , HSV1 LC/RG/TM QS 2°
efvend 1 x 10° cop /ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
Cervend HSV1 LC/RG/TM QS 3"
Y 1 x 10% cop /ul 1x200ul 1 x 200 ul
& . HSV1 LC/RG/TM QS 4"
ervena 1x 10" cop /ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
& . HSV2 LC/RG/TM QS 1”
ervena 1 x 10*cop /ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
& , HSV2 LC/RG/TM QS 2”
ervena 1 x 10° cop /ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
& . HSV2 LC/RG/TM QS 3°
ervena 1 x 10 cop /ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
& . HSV2 LC/RG/TM QS 4"
ervena 1x 10" cop /ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV TM IC* 1 x 1000 ul 2 x 1000 ul
Bila Water (PCR grade) 1x 1000 ul 1x 1000 ul
" 0s = Kvantifikagni standard
IC = Interni kontrola
Mg-Sol = Roztok hofciku
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2. Skladovdni

Komponenty artus HSV-1/2 TM PCR Kit se skladuiji pfi —-30°C az -15 °C a maji
trvanlivost do data uvedeného na $titku. Zabranfte opakovanému rozmrazeni a
zmrazeni (> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi nepravidelném pouzivani by
proto mély byt reagencie alikvotovény. V pfipadé, ze je nutné komponenty

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

3. Dalsi potiebné vybaveni

* Laboratorni rukavice bez pudru

* DNA-izolaéni souprava (viz 8.1 Izolace DNA)

* Pipety (nastavitelné)

»  Sterilni pipetovaci $pic¢ky s filtrem

*  Vortex mixer

» Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

» Centrifuga s rotorem pro mikrotitraéni desti¢ky (volitelné)

*  96-ti jamkové reakéni destitka/zkumavky pro optickdé méfeni s
odpovidajicimi optickymi uzaviracimi prostfedky (viz 8.4 Pfiprava
PCR)

e 96-ti jamkové dvojdilné pfidrzné radmy k pouziti optickych zkumavek
(96-Well Tray/Retainer Set, kat. & 403 081, Applied Biosystems), viz
8.4 Pfiprava PCR

»  Kompresni podlozka pro poutziti s optickymi lepicimi foliemi (Optical
Cover Compression Pads, kat. ¢. 4 312 639, Applied Biosystems), viz
8.4 Pfiprava PCR

* Aplikétor k uzavieni reakénich desticek pFi pouziti optickych lepicich
folii (Adhesive Seal Applicator Kit, kat. & 4 333 183, Applied
Biosystems)

= ABI PRISM 7000 nebo 7900HT SDS

Upozornéni: Pfi uvedeni pfistroju do provozu je bezpodmineéné nutnd jsouci
platnd kalibrace barviv (Pure Spectra Component File) a pozadi (Background

ComponentFile).
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4. Vseobecnd preventivni opatieni

Uzivatel by mél dbét na nésleduiici:
» Poutivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.
» Skladuijte, izolujte a pfidavejte pozitivni materidl (vzorky, kontroly,
amplifikéty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.
*  VSechny komponenty pfed pocdtkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.
* Nédsledné komponenty Fadné promichejte a krétce centrifuguite.

*  Pracujte plynule na ledu nebo v chladicim bloku.

5. Informace o puvodcich

Herpes simplex virus (HSV) se nachdzi v tekutiné puchytku, ve slindch a
vagindlnim sekretu. Pfendsi se pfimym kontaktem s postizenymi misty,
pohlavnim stykem a perinatalné. U velké &dsti onemocnéni vyvolanych HSV
dominuje tvorba puchytkll na klzi a sliznicich (Usta a genitélie). Infekce HSV
se muze vyskytovat jako primdrni infekce, kterd u vice nez 90 % pripadl
probihd asymptomaticky, pfipadné jako recidiva. Mezi primdrni infekce

zpUsobené zvl4§té HSV-1 patfi gingivostomatitida, ekzema herpeticum,
keratokonjunktivitida a encefalitida. HSV-2 se vyskytuje v rdmci primdrni
infekce pfedevsim jako vulvovaginitida, meningitida a jako generalizovany
herpes novorozencl. Pfi recidivé infekce HSV dochdzi pfedevsim k tvorbé
puchyfkl v nazolabidlni a genitdlni oblasti. Recidivy keratokonjunktivitidy a

meningitidy se klasifikuji jako vice nebezpeéné.

6. Princip PCR s hodnocenim v redlném ¢ase

Pfi diagnostikovédni pomoci polymerédzové Fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu plvodce. Detekce probihd pfi PCR v
redlném &ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla védzand na
oligonukleotidové sondy, které se specificky vdZzou na PCR amplifikat.

Detekce intenzity fluorescence v prlilb&hu PCR vredlném ¢&ase umoziiuje
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prukaz a kvantifikaci produktl, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat

testovaci zkumavky (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

artus HSV-1/2 TM PCR Kit je systém k pfimému poutziti pro prlikaz a rozlideni
DNA herpes simplex viru 1 a 2 pomoci polymerézové fetézové reakce (PCR) v
ABI PRISM 7000 a 7900HT Sequence Detection System. HSV TM Master
obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci 148 bp dlouhého
Useku genomu herpes simplex viru. Detekce amplifikatu se provédi méfenim
fluorescence FAM (HSV-1) a fluorescence NED (HSV-2) v ABI PRISM SDS.
Kromé toho obsahuje artus HSV-1/2 TM PCR Kit druhy heterologni
amplifikaéni systém pro prukaz potencidlni PCR inhibice. Tento systém je
detekovan jako InternY kontrola (IC) méfenim fluorescence VIC. Limit detekce
analytické HSV PCR (viz 11.1 Analytickd senzitivita) pfitom neni negativné
ovlivnén. Spolu s produktem se doddvaii externi pozitivni kontroly

(HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4), s jejich# pomoci

|ze uréit mnozstvi puvodce ve vzorku. Prostuduijte si prosim oddil

8.3 Kvantifikace.

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:

Katalogové

Vzorek Izolaéni souprava &islo Vyrobce Nosi¢ RNA
QIAomp®
UltraSens® v
i 53704 QIAGEN obsazen
serum, Virus Kit (50)
plazma,
likvor, vytéry QlAamp
DNA Mini 51 304 QIAGEN neobsazen
EZ1® DSP
likvor 62724 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).
|
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Dulezité pokyny pro pouiiti souprav QlAamp UltraSens Virus Kit a
QIAamp DNA Mini Kit:

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

a) Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA v eluénim pufru (nepouZivejte
lyzaéni pufr) izolaéni soupravy (napf. AE pufr soupravy QlAamp DNA
Mini Kit) a Fedénim vytvofte roztok o koncentraci 1 ug/ul. Rozdélte
tento roztok nosi¢e RNA na pocet alikvotd odpovidajici Vasim
pozadavklm a skladujte je pfi -20°C. Zabrafite opakovanému

rozmrazeni (> 2 x) alikvotu nosi¢e RNA.

b) Pouzivejte 1 ug nosi¢e RNA na 100 ul lyzaéniho pufru. Je-liextrakénim
protokolem stanoveno 200 ul lyzaéniho pufru na jeden vzorek, vlozte 2
ul nosi¢e RNA (1 ug/ul) pfimo do lyzaéniho pufru. Pfed za&atkem kazdé
izolace musi byt podle ndsledujiciho pipetovaciho schématu Eerstvé
vytvofena smés lyzaéniho pufru anosi¢e RNA (popf. i InfernY kontroly,

viz 8.2 Interni kontrola):

Pocet vzorkt 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. Skladovdéni smési neni mozné.
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» Uziti nosi¢e RNA md rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Aby bylo dosazeno vy$$i stability nosi¢e RNA
doddvaného s QlAamp UliraSens Virus Kit, doporu¢ujeme ndésleduiici
postup lidici se od Udajl uvedenych v pfiruéce izolaéni soupravy:

a. Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA pfed prvnim pouzZitim izolaéni

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

b. Prfed 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 vzorku 1 12

Lyza¢ni pufr AC 800.ul 9.600.ul
Nosi¢ RNA (1 ug/ul) 5,6 il 67,2 ul
Celkovy objem 805,6 ul 9 667,2 ul
Objem pro izolaci 800 ul po 800 ul

c. Tuto Cerstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA vlozte
ihned do izolace. Skladovani 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 alespori 50 % (v/v) negativni lidské plazmy.

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

* artus HSV-1/2 TM PCR Kit neni vhodny pro izolace na zdkladé fenolu.

Dulezité upozornéni k poutiti soupravy EZ1 DSP Virus Kit:
» Uziti nosi¢e RNA md rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro

vytézek DNA/RNA. Prfidejte tedy prosim ke kaozdé izolaci potfebné
mnozstvi nosi¢e RNA a drzte se pokynu v EZT DSP Virus Kit Handbook.
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Dulegité: InternY kontrolu soupravy artus HSV-1/2 TM PCR Kit Ize vloZit pfimo

do izolace (viz 8.2 Interni kontrola).

8.2 Interni kontrola

Spolu s produktem se dodavé InternY kontrola (HSV TM IC). Mdte tak moznost
kontrolovat jak izolaci DNA, tak také mozZnou inhibici PCR (viz Obr. 1). PFi
pouziti EZ1 DSP Virus Kit musi byt InternY kontrola vlozena podle instrukei v
EZ1 DSP Virus Kit Handbook. Pouzivéte-li QlAamp UltraSens Virus Kit

nebo QlAamp DNA Mini Kit, pfidejte InternY kontrolu 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, viozte 5 ul InternY kontroly. Mnozstvi vkladané
InternY kontroly zavisi pouze na elu&nim objemu. InternY kontrola a nosi¢ RNA

(viz 8.1 Izolace DNA) by mély byt pfidévany pouze k

* smési lyzaéniho pufru a vzorku nebo

e 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
nosi¢e RNA (erstvé pfipravena a ihned pouzita (skladovdni smési pfi
pokojové teploté nebo v lednici mlUze iz 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 pouzit vjhradné ke kontrole mo#né inhibice
PCR (viz Obr. 2). V tomto pFipadé pFidejte 2 ul InternY kontroly a 10 ulHSV T™
Mg-Sol na jednu testovaci smés pfimo do 20 ul HSV TM Master. Pro kazdou
PCR reakci poutifte 30 ul takto vytvofeného Master Mixu™ a pfidejte ndsledné
20 ul izolétu. Jestlize pFipravujete jeden béh pro vice vzorkl, zvyste potfebnd
mno¥stvi HSY TM Master, HSV TM Mg-Sol a InternY kontroly podle po&tu
vzorkU (viz 8.4 Priprava PCR).
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8.3 Kvantifikace

S Kvantifika¢nYmi standardy (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM
QS 1 - 4) doddvanymi spolu s produkiem se zachézi stejné jako s iz
izolovanymi vzorky a pfidévaji se ve stejném objemu (20 ul). Standardni
kfivku v ABI PRISM Sequence Detection System vytvofite tak, Ze vlozite pro HSV-
1 i pro HSV-2 viechny &yfi KvantifikaénY standardy doddvané s produktem a
definujete je jako standardy pfi zadéni odpovidajicich koncentraci (viz 8.5
Programovani ABI PRISM SDS). Import standardnich

kfivek z pfedchozich b&hl neni se softwarem ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS

mozny.

Upozornéni: KvantifikaénY standardy jsou definovény jako kopie/ul. Pro
pfepocet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se

pouzivd nésleduijicivzorec:

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

vysledek (kopie/ml) =

objem vzorku (ml)

Prosim pov$imnéte si, Ze se do vy$e uvedeného vzorce dosazuje zdsadné
plUvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci
nukleovych kyselin pozmé&nén (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 zjednodudeni kvantitativniho vyhodnoceni systému artus na ABI

PRISM 7000 SDS (Technical Note for quantitation on the ABI PRISM 7000SDS).

" Zvyieni objemu podminéné pFidénim Interni kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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8.4 Priprava PCR

Pfipravte pro pldnované reakce potfebny pocdet zkumavek resp.

96-ti

jamkovou reakéni desticku. Doporuéené prostiedky jsou uvedeny v ndésledujici

tabulce:

v KGfCIOgOVé Pridrzné Kompresni
y Oznacen ” ; . presn
Polozka rAnelE@zink &islo Vyrobce rémy pOdIOikG
96-ti
jamkov 96-Well Aoolied
4 Optical 4306 737 . pphie ne
opticka Reaction Plate losystems
reakéni
desti¢ka
L Optical .
O_pth? Adhesive 4311971 .Apphed ano
lepici folie C Biosystems
overs
o ABI PRISM )
Optické Optical Tubes, | 4316 567 .Applled ano
zkumavky 8 Tubes/Strip Biosystems
Optické MicroAmp® Applied
zkumavky | Optical Tubes N8010933 Biosystems ane
Optické ABI PRISM )
vigka Optical 4323032 | Applied ne
(plochd) Caps, 8 Biosystems
Caps/Strip

Pfi pfipravé PCR dbejte na to, aby byl spole¢né s kazdym bé&hem PCR

proveden alespon jeden Kvantifikaéni standard a jedna negativni kontrola
(Water, PCR grade). Standardni kfivku vytvofite u kazdého béhu PCR pomoci
vdech s produktem doddévanych Kvantifikaénich standard (HSV1 LC/RG/TM
QS 1-4&HSV2LC/RG/TM QS 1 — 4). Vsechny reagencie se musi pfed

" Pfi pouziti dvojdilnych pfidrznych rdmd je nutné zkumavky pfi vkladani a pfi vyjimani
ofeviit. K zamezeni tim zapfi¢inénych kontaminaci pouZivejte vyhradné dolni dil
pfidrzného ramu.
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zacatkem testu zcela rozmraozit pfi pokojové teplot€, musi byt dobfe
promichdny (opakovany nédbér pipetou a vypusténi pipety nebo krétky vortex)

andsledné centrifugovdny.

Chcete-li InternY kontrolou kontrolovat jak izolaci DNA, tak moZnou inhibici
PCR, musi byt napfed InternY kontrola pfidéna k izolaci (viz 8.2 Interni
kontrola). V tomto pfipadé pouZivejte nésledujici schéma pipetovani (viz také

schématicky pfehled na Obr. 1):

HSY.IM.Master, 20.u 2404
1. Pﬁprqvq e SVL-TAA-AA e S 1014 1204
Traov-rirvi IVly JUT = et

Master Mixu
HSV TM IC oul O ul
celkovy objem 30 ul 360 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 30 ul po 30 ul
reakce vzorek 20 ul po 20 ul
celkovy objem 50 ul po 50 ul

Jesilize chcete InternY kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole PCR inhibice, je

tteba |i pfidat pfimo do HSY TM Master. V tomto pfipadé pouzivejte

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

HSV.IM Master. 20.ul 240

1. Pfiprava HSV..TM.Mg-=Sol 10-h 1204
Master Mixu HSV TM IC 2 1 24 1l
celkovy objem 32 ul 384 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 30 ul po 30 ul
reakee vzorek 20 ul po 20 ul
celkovy objem 50 ul po 50 ul

Pipetujte do kaZdé zkumavky nebo do kaidé potfebné jamky 96-ti jamkové

reakéni desticky 30 ul Master Mixu. Nésledné pfidejte 20 ul eludtu z izolace

DNA. Dbejte na to, aby byly oba roztoky dobfe promichény opakovanym

" Zvy&eni objemu podminéné pfidanim InternY kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita detekéniho systému neni omezena.
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ndbérem pipetou a jejim vypusténim. Uzaviete zkumavky pfislusnymi vicky.
96-ti jamkovou reakéni desticku muzete alternativné uzavfit pomoci optickych
lepicich folii (Optical Adhesive Covers). Pro shromdzdéni vklddaného objemu
na dné zkumavek nebo desti¢ek centrifugujte zkumavky (v drzéku uréeném
pro zkumavky PCR) popf. 96-ti jamkovou reakéni destitku v centrifuze
vybavené rotorem pro mikrotitraéni desky po dobu 30 sekund pfi 1 780 x g
(4 000 ot/min). Pokud takovou centrifugu nemdte k dispozici, dbejte pfi
pfipravé reakci PCR na to, aby byly Master Mix a objem vzorku pipetovdny na
dno zkumavek popf. reakénich jednotek (well). Reakéni smési skladujte pfi
teploté +4°C, dokud nebude pfistroj ABI PRISM SDS naprogramovdn (viz

8.2 Programovéni ABI PRISM SDS) a pak je pfevedte do pfistroje.

Upozornéni:

e P pouziti optickych zkumavek v kombinaci s optickymi vi¢ky vkladejte do
pfistroje (ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS) vidy pfidrzny rédm (96- Well
Tray/Retainer Set). PFi poutziti dvojdilného pFidrzného rdmu je nutné
zkumavky pfi vkldddni a pfi vyjimdni oteviit. K zamezeni tim
zapfi¢&inénych kontaminaci pouzivejte vyhradné dolni dil pfidrzného ramu.

* Pouziti 96-ti jamkovych optickych reakénich desti¢ek v kombinaci s
optickymi lepicimi foliemi vyzaduje vlozeni kompresni podlozky (Optical

Cover Compression Pads).
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Pfidant InternY kontroly k izolaci

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

*
PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat
na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale roztété, féddné
promichané a krétce centrifugované.
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Pridant InternY kontroly k artus Master

---
B s

Obr. 2: Schéma pracovniho postupu pro kontrolu inhibice PCR.

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 Programovdadni ABI PRISM SDS

Software ABI PRISM 7000 a 7900HT Sequence Detection Systems (SDS)
potfebuje pfed spusténim bé&hu PCR dodateéné informace. Postupy pfi
programovdni pfistrojl se od sebe vyznamné odliSuji, proto jsou v

ndsledujicim textu uvedeny v samostatnych kapitoldch.

8.5.1 Programovdni ABI PRISM 7000 SDS

K detekci HSV DNA vytvofte na pfistroji ABI PRISM 7000 SDS profil podle
ndsledujicich Sesti pracovnich krokd (8.5.1.1 - 8.5.1.6). Veskeré Gdaje se
vztahuji na ABI PRISM 7000 SDS software verzi 1.0.1. Podrobnosti o
programovdni ABI PRISM 7000 SDS si prosim prostudujte v pfiru¢ce ABI
PRISM 7000 SDS User Guide. Pro lep$i pfehled jsou potfebnd nastaveni na

obrdzcich zvyraznéna ¢ernymi rdmecky.

8.5.1.1 Predvolend nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR
Na pfistroji ABI PRISM 7000 SDS vyberte pod File polozku New a nastavte pro
novy dokument ndsledujici zdkladni nastaveni (viz Obr. 3). Dfive ulozend
$ablona (SDS Template [*.sdt]) je k dispozici v seznamu Template nebo

volbou funkce Browse (viz 8.5.1.5 UloZenf béhu PCR). Své zadani potvrdte

(OK).

New Document

Assay: |Absolute Quantitation

Container: |ag-well Clear 1

Template : IBIank Document

Browse ... |

cancet_|

Obr. 3: Pfedvolend nastaveni pfi vytvafeni nového béhu PCR (New Document).
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8.5.1.2 Vytvoieni/volba detektoru
V nabidce Tools, v podnabidce Detector Manager, pfifadte dokumentu

odpovidajici barviva detektoru. K prikazu HSV DNA a InternY kontroly pomoci
artus HSV-1/2 TM PCR Kit je nutné definovat reporter/quencher uvedené

v ndsledujicitabulce:

Prikaz Reporter Quencher
HSV-1 DNA FAM none
HSV-2 DNA NED none
InternY kontrola (HSV TMIC) VIC none

Tyto detektory vytvofite tak, Ze vyberete v poloZce Detector Manager vlevo

dole lokalizovanou volbu File a ndsledné volbu New.

‘ Name: [artus HSV1 Name: [aitus HSV2
Description: lanus HSY 12 TM PCRKit Description; Iarlus HSV 172 TM PCR Kit
1— Reporter Dye: [FAM ~| Reporter Dye: [NED | [— 1
Quencher Dye: [(nane) ] Quencher Dye: [(none) =l

Color -

Notes: Notes:
2 | 2

Create Another | Cancel Create Another Cancel |
Obr. 4: Vytvofeni HSV-1  specifického Obr. 5: Vytvofeni  HSV-2  specifického
detektoru (Detector Manager). detektoru (Detector Manager).
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CETTEE— ]
11—

Name: Ianus HSVIC

Description: Ianus HSV 12 TM PCRKit

1 . Ceporter Dye: |V1C

Ll L]

Quencher Dye: I(none)

Color -

Notes:

Create Another I Cancel '

Obr. 6: Vytvofeni detektoru specifického
pro InternY kontrolu (Detector
Manager) pro HSV-1 aHSV-2.

V okné, které se zobrazi, definujte (podle Obr. 4 - Obr. 6) kombinaci
reporter/quencher FAM/none resp. NED/none pro prikaz HSV-1 DNA resp.
HSV-2 DNA, pro prlkaz InternY kontroly zvolte kombinaci VIC/none.
Potvrzenim Gdajl (OK) se vrdtite zpét do Detector Manager. Oznaéte préavé
vytvofené detektory a kazdy vybér pfeneste klepnutim na volbu Add to Plate

Document do Well Inspector (viz Obr. 7). Zaviete okno (Done).

Detector Manager X|
— Detector List
Find: ;‘ J
Detector Name|Description| Reporter| Quencher Color Notes Last Modified |
artus HSV IC artus HSY VIC (none)
artus HSV1 artus HSY FAM (none)
artus HEV2 artus HSV NED {(none) 1
B
iFile ~ E‘ Add To Plate Document 2
S ——
Dane 3
e —————

Obr. 7: Vybér detektort (Detector Manager).

8.5.1.3 Prifazeni potiebnych informaci k pozicim desti¢ek

Pokud nyni v nabidce View oteviete polozku Well Inspector, naleznete tam

Vdami v kapitole 8.5.1.2 zvolené detektory znovu (viz Obr. 8 - Obr. 9).

|
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et mspecior 5!
Well(s): B2-B8
Sample Name: QST HSV1
l Use Detector Reporter Quencher Task Quantity Color

vV |artus HSY IC WVIC {none) Unknown

e Standard :]

v |artus HSV2 NED {none) Unknown u— 1
I‘ I NTC l »
I~ OmitWell

Passive
Add Detector... I Remove I Close | IROX v] - 2

Obr. 8: Pfifazeni potfebnych informaci (HSV-1) k pozicim desti¢ek (Well Inspector).

well Inspector i

Well(s): B2-B8
Sample Name:  |QS1 HSV2

A

Use Detector Reporter Quencher Task Quantity Color
Vv |artus HSV IC VIC {none) Unknown
v lartus HSV1 FAM {none) Unknowin

Standard j — 1
<| Standard >

[NTC
)

Passive

Add Detector... | Remove I Close I IROX vI 2

Obr. 9: Pfifazeni potfebnych informaci (HSV-2) k pozicim desti¢ek (Well Inspector).

Oznaéte pozice desti¢ky, které jsou obsazené pro prlkaz HSV DNA. Aktivujte
volbu Use u obou detektorll, ¢imz vybrané detektory pfifadite k ozna¢enym
pozicim. Obijevi se zatrzitko. Pro pojmenovdni jednotlivych reakénich smési
vyberte odpovidaijici pozici na desti¢ce a zadejte ndzev do polozky Sample
Name. Pfitom pamatujte na to, Ze smési se stejnym Sample Name a stejnym
pfifazenim detektorll bude software povaZovat za replikaty a zpriméruie je s

ohledem na jejich kvantifikované mnozZstvi puvodce. Pak vyberte pro kazdy

typ vzorku odpovidaijici funkci (Task) podle nésleduijici tabulky:

Funkce Koncentrace Reporter Reporter

T k (@] h
Yo vzorkd Task Quanti HSV-1 Hsv-2  oonene
vzorek unknown - FAM NED none
negativni

NTC - FAM NED none
kontrola
standard standard sieche 1. Obsah FAM NED none

22

artus HSV-1/2 TM PCR Kit

03/2015



Standardni kfivku vytvofte u kazdého bé&hu PCR pomoci viech spolu s
produktem dodavanych Kvantifika&nYch standardt (HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4

& HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4) a pro kazdy jednotlivy standard (Quantity)
uvedte pfislu§né koncentrace (viz 1. Obsah). Dbejte na to, Ze pro béh PCR s
artus HSV-1/2 TM PCR Kit musi byt ROX nastaven jako pasivni reference
(Passive Reference). Rovhomérné rozlozeni barviva ROX na viechny smési
PCR jedné Sarze pomoci promichéni HSV TM Master zaruluje rozpozndni a
prepociténi tube-to-tube variaci (fluorescenéni rozdily mezi rlznymi smésmi

PCR) pomoci Sequence Detection Software (normalizace).

8.5.1.4 Vytvoreni teplotniho profilu

K zaddni teplotniho profilu pfepnéte software z reZimu Setup do reZimu
Instrument. Podle Obr. 10 zadejte platny teplotni profil pro detekci HSV DNA.
Krok 50°C ulozeny v pfedvoleném nastaveni odstranite tak, Zze jej oznacite
levym tlag¢itkem mysi, pfi¢emz pfidrzite stisknuté tlagitko Shift, a ndasledné jej
vymazete tladitkem Backspace. Zkontrolujte, zda je objem reakce nastaven
na 50 ul. Volba 9600 Emulation by méla byt aktivovéna. Pfedvolend nastaveni

Auto Incrementu zUstévaji nezménénd (Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

— Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile |Aut0 Incrementl
Stage 1 Stage 2

Reps:i | Reps:fs ]

Add Cycle | AddHold | Add Step |Famp'e\’°'ume 50 (ul) 2

Help I " Dissociation Protocol
|7 _3600 Emulation | 3

3]

ot

o
(@)

Obr. 10: Vytvofeni teplotniho profilu.
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8.5.1.5 Ulozeni béhu PCR

Na tomto misté muzZete uvedend nastaveni (Setup) uloZit jako masku, abyste je
pozdé&ji mohli pouzit ve zmé&né&ném nebo nezménéném stavu. Ulozite-li
nastaveni jako SDS Template (*.sdt) v adreséfi Template Directory (mistni disk
[C:]\Program  Files\ABI PRISM  7000\Templates, zavedeného Applied
Biosystems), mUzZete tento soubor zvolit pfimo z Template drop-down

seznamu v okné New Document. Pfedlohy uloZené v jinych adresdfich musi
byt otevieny pomoci funkce Browse. Pfed spusténim béhu PCR dbeijte prosim na
to, abyste jej znovu ulozili jako SDS Document (*.sds). Tim zajistite ukladdni

dat nahromadénych v pribéhu PCR.

8.5.1.6 Spuéténi b&hu PCR

Béh PCR spustte volbou Start v poloZce nabidky Instrument nebo polem Start

vrezimu Instrument.

8.5.2 Programovdni ABI PRISM 7900HT SDS

K detekci HSV DNA vytvofte na pfistroji ABI PRISM 7900HT SDS profil podle
ndsleduijicich Sesti pracovnich krokd (8.5.2.1 - 8.5.2.6). Veskeré Udaje se
vztahuji na ABI PRISM 7900HT SDS software verzi 2.1. Podrobnosti o
programovdni ABI PRISM 7900HT SDS si prosim prostudujte v pfiruéce ABI
PRISM 7900HT SDS User Guide. Pro lepsi pfehled jsou potfebnd nastaveni na

obrézcich zvyraznéna éernymi rdmedky.

8.5.2.1 Predvolend nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR

Na pfistroji ABI PRISM 7900HT SDS vyberte pod File polozku New a nastavte

pro novy dokument ndésledujici zdkladni nastaveni (viz Obr. 11). Dfive

ulozend gablona (ABI PRISM® SDS Template Document [*.sdt]) je k dispozici v
seznamu Template nebo volbou funkce Browse (viz 8.5.2.5 UloZeni bé&hu

PCR). Svd zaddni potvrdte (OK).

Upozornéni: artus HSV-1/2 TM PCR Kit nelze pouzZit ve spojeni s 384
formatem desti¢ek ABI PRISM 7900HT SDS.
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New Document 5]

Assay: IAbsqute Quantification (Standard Curve)

El
Container: [96 Wells Clear Plate =1
=

Template: IBIankTemplate

Browse... |

Barcode: I

o] el

Obr. 11: Pfedvolend nastaveni pfi vytvéieni nového béhu PCR (New Document).
8.5.2.2 Vytvoreni/volba detektoru

V nabidce Tools, v podnabidce Detector Manager, (alternativné zvolte rezim
Setup/funkci Add Detector) pfifadte dokumentu odpovidajici barviva
detektorll. K prukazu HSV DNA a Interni kontroly pomoci artus HSV-1/2 TM

PCR Kit je nutné definovat reporter/quencher uvedené v nésleduijici

tabulce:
Prikaz Reporter Quencher
HSV-1 DNA FAM Non Fluorescent
HSV-2 DNA NED Non Fluorescent
InternY kontrola (HSV TMIC) VIC Non Fluorescent

Tyto detektory vytvofite tak, Ze vyberete v poloZce Detector Manager vlevo

dole lokalizovanou volbu New.
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Add Detector

Add Detector [ X]

Name: | artus HSv2

Name: | artus HSV1

escription: | artus HSV 1/2 TM PCR Kit Description: | artus HSV 1/2 Th PCR Kit

Reporter: IFAM 'I Reporter: INED 'I
Quencher: INon Fluorescent 'I Quencher: INon Fluorescent 'l
Color: - Color: -
Notes: ‘ Notes:
2 | —_ 2

Obr. 12: Vytvofeni HSV-1 specifického Obr. 13: Vytvofeni HSV-2  specifického
detektoru (Detector Manager). detektoru (Detector Manager).
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Add Detector

Name: | artus HSV IC

Description: | artus HSV 1/2 T PCR Kit

Reporter: |VIC vl
Quencher: ann Fluorescent 'I
Color: -

Notes: ‘

2= 1

Obr. 14: Vytvofeni detektoru specifického
pro InternY kontrolu (Detector
Manager) pro HSV-1 aHSV-2.

V okné, které se zobrazi, definujte (podle Obr. 12 - Obr. 14) kombinaci
reporter/quencher FAM/Non Fluorescent resp. NED/Non Fluorescent pro
prikaz HSV-1 DNA resp. HSV-2 DNA, pro prikaz InternY kontroly vyberte
kombinaci VIC/Non Fluorescent. Potvrzenim 0Gdaju (OK) se vratite zpét do
Detector Manager. Oznadte praveé vytvofené detektory a kazdy vybér pfeneste
klepnutim na volbu Copy to Plate Document do rezimu Setup (viz Obr. 15).

Zaviete okno (Done).

Detector Manager B3
Find: | A~
I Name I Reporter l Quencher I Color| Madification Date I
artus HSV IC WIC Mon Fluorescent =i - 1
artus HSV1 FAM Mon Fluorescent =
artus HSV2 NED Non Fluorescent | —
|
New... I Open | Save As... Import... Export... Copy To Plate Document 2

Obr. 15: Vybér detektort (Detector Manager).
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8.5.2.3 Prifazeni potiebnych informaci k pozicim desti¢ek

Vami v kapitole 8.5.2.2 zvolené detektory naleznete znovu po uzavieni
Detector Manager (Done) sefazené v tabulce v rezimu Setup (Well Inspector)

(viz Obr. 16 - Obr. 17).

Setup | instrument |
Well(s): B3-B7, C3-C7, D3-D7, E3-E7

Sample Narme: IC! 81 HBV1

Use | Detector | Reporter | Task

X artus HSV IC ' WIC [Unknown

artus HSV1 Standard
% artus HSV2 NED [Unknown
NTC
Add Detector ... | Clear | Copy to Manager |
1

Passive Reference: |R0}< Z| | 2
[ Omit Well(s)

Obr. 16: Pfifazeni potfebnych informaci (HSV-1) k pozicim desti¢ek.

Setup | instrument |

well(s): B3-B7, C3-C7, D3-D7, E3-E7 ﬂ
Sample Name: IQ!EH HSV2
| use| Detector Reporter Task Quantity Color
I ¥ | atusHsvIC vIC Unknowwn
artus HSV1 Unknown

artus HSV?2 [Standard
Unknown 1

NTC

Add Detector... | Clear I Copy to Manager

Passive Reference: [ROX d]l 2

[ Omit Well(s)

Obr. 17: Pfifazeni potfebnych informaci (HSV-2) k pozicim desti¢ek.

Oznaéte pozice desti¢ky, které jsou obsazené pro prikaz HSV DNA. Aktivujte
volbu Use u obou detektort, &imz vybrané detektory pfifadite k ozna¢enym
pozicim. Objevi se kfizek. Pro pojmenovéni jednotlivych reakénich smési

zvolte odpovidajici pozici na destiéce a zadejte ndzev do polozky Sample

28 artus HSV-1/2 TM PCR Kit ~ 03/2015



Name. Pfitom pamatujte na to, ze smési se stejinym Sample Name a stejnym
pfifazenim detektorl bude software povaZovat za replikaty a zpriméruije je s
ohledem na jejich kvantifikované mnoZstvi plvodce. Pak vyberte pro kazdy typ

vzorku odpovidaijici funkci (Task) podle nésleduiici tabulky:

Funkce Koncentrace Reporter Reporter

T k Q h
YD VZOrky Task Quanti HSV-1  HSV-2 pencner
Non
vzorek Unknown - FAM NED
Fluorescent
tivni N
negativit NTC : FAM NED or
kontrola Fluorescent
. Non
standard Standard viz 1. Obsah FAM NED
Fluorescent

Standardni kfivku vytvofte u kazdého béhu PCR pomoci viech s produktem
dodévanych KvantifikaénYch standardt (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1 — 4) a pro kazdy jednotlivy standard (Quantity) uvedte
pFislusné koncentrace (viz 1. Obsah). Dbejte na to, Ze pro béh PCR s

artus HSV-1/2 TM PCR Kit musi byt ROX nastaven jako pasivni reference
(Passive Reference). Rovnomérné rozloZeni barviva ROX na vdechny smési
PCR jedné 3arze pomoci promichéni HSV TM Master zaruéuje rozpozndni a
prepoditani tube-to-tube variaci (fluorescenéni rozdily mezi rliznymi smé&smi

PCR) pomoci Sequence Detection Software (normalizace).

8.5.2.4 Vytvoreni teplotniho profilu

K zaddni teplotniho profilu pfepnéte software z rezimu Setup do rezimu
Instrument. Podle Obr. 18 zadejte pro detekci HSV DNA platny teplotni profil.
Zkontrolujte, zda je objem reakce nastaven na 50 ul. Volba 9600 Emulation by

méla byt aktivovdna, pfedvolend nastaveni ¢asu Ramp a Auto Increment
zUstdvaji nezménéna (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C,

0.0 Seconds).
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Obr. 18: Vytvoreni teplotniho profilu.

Kromé toho se v rezimu Instrument nachézi volba Data Collection. Zvolenim
této volby se dostanete do okna zobrazeného na Obr. 19. Kazd&é Ramp a
Plateau teplota je opatfena jednim symbolem sbéru dat (Data Collection Icon),
ktery zndzorfivje pfijeti dat v tomto uréitém okamziku béhu. Odstrarite
véechny symboly aZ na ten ve chvili kroku Annealing-Extension
(Stage2/Step2), ¢&imz usetfite zbyteénd fluorescenéni méfeni. Tak udrzite

vvs

celkovou dobu béhu a mnoZstvi dat co nejnizsi.

30 artus HSV-1/2 TM PCR Kit ~ 03/2015



1

A0 CYEIE I aeleliplelef ‘ AdStep

AAd DisSoCiatitn SIEue:

Obr. 19: Sbér dat (Data Collection).

8.5.2.5 Ulozeni béhu PCR

Na tomto mist€ mlzZete uvedend nastaveni (Setup) ulozit jako masku, abyste je
mohli pozdéji pouiit ve zménéném nebo nezménéném stavu. UloZite-li
nastaveni jako ABI PRISM SDS Template Document (*.sdt) v adresdfi Template
Directory ([D:]\Program Files\Applied Biosystems\ SDS 2.1\ Templates,
zavedeném Applied Biosystems), mUzete tento soubor zvolit pfimo z Template
seznamu v okné& New Document. Pfedlohy uloZené v jinych adresdfich musi byt
otevieny pomoci funkce Browse. Pfed spusténim aktudlniho béhu PCR dbejte
prosim na to, abyste jej znovu uloZili jako ABI PRISM SDS Document (*.sds).

Tim zajistite ukldddani datnahromadénych v prabéhu PCR.

8.5.2.6 Spusténi béhu PCR

Béh PCR spustte volbou Start v poloZce nabidky Instrument.
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9. Vyhodnoceni

Pfi uvedeni pfistroje do provozu je bezpodmineéné nutnd jsouci platnd
kalibrace barviv (Pure Spectra Component File) a pozadi (Background
Component File). Tyto kalibraéni soubory slouzi nésledujicim zplsobem pro

presny vypocet vysledkl:

Veskeré pfistrojem podminéné rusivé signdly, které ovliviiuji méfeni, jsou
eliminovény programem Sequence Detection Software pfistroji ABI PRISM

Sequence Detection Systems za pomoci Background Component File.

Navic se u vicebarevnych analyz vyskytuji mezi emisnimi spekiry jednotlivych
fluorescenénich barviv interference. Software ABI PRISM SDS kompenzuje tyto
interference pfepoditdnim pomoci spekirdlnich dat jednotlivych  barviv
uloZzenych v Pure Spectra Component File. Pfifazeni fluorescenénich dat
shromdzdénych v prubéhu PCR v celém méfitelném spekiru k
naprogramovanym detektorUm provadi software také pomoci souboru Pure
Spectra Component. Ndésledné se zjiténd fluorescenéni data jednotlivych
barviv rozdéli pro pfepoditdni tube-to-tube variaci (fluorescenéni rozdily mezi
riznymi reakénimi smésmi PCR) pomoci signélu pasivni reference (ROX).
Timto zpUsobem normalizované signdly Ize vyhodnotit pomoci Amplification

Plot.

Kalibraéni soubory pouzité pfi vyhodnoceni béhu PCR jsou automaticky
zaji$tény pfi uklddani dat. Pokud nejsou instalovany 2z4ddné kalibraéni
soubory, vytvofte tyto soubory podle pokynu v ABI PRISM SDS User
Guide/Manual.

Pokud do b&hu PCR integrujete vice nez jeden systém artus TM PCR (dbejte na
teplotni profil), analyzujte prosim tyto testovaci systémy oddélené. Vzorky s
totoznym oznalenim (Sample Name) a pfifazenim detektoru identifikuje
ABI PRISM 7000 a 7900HT SDS Software automaticky jako replikdty a

zprimeéruje je s ohledem na kvantifikované mnozstvi plivodce.
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MuUze doijit k ndsledujicim vysledklm:

1. Je detekovdn fluorescenéni signdl FAM pro HSV-1 resp. fluorescenéni

signél NED pro HSV-2.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje HSVY DNA.

V tomto piipadé je detekce fluorescenéniho signélu VIC (InternY kontrola) podruzné,
protoZe vysoké vychozi koncentrace HSV DNA (pozitivni fluorescenéni signal FAM pro
HSV-1 a fluorescenéni signal NED pro HSV-2) mohou vést k redukovanému az

chybéjicimu fluorescen&nimu signalu InternY kontroly (kompetice).

2. Neni detekovan ani fluorescenéni signél FAM pro HSV-1 ani fluorescenéni
signdl NED pro HSV-2, nybrz pouze fluorescenéni signal VIC (signdl
InternY kontroly).

Ve vzorku neni prokazatelnd Z4dn& HSV DNA. Lze jej proto povaZovatza
negativni.

P¥i negativni HSV PCR vyluéuje detekovany signdl InternY kontroly moznost inhibice
PCR.

3. Neni detekovdn zadny fluorescenéni signdl FAM pro HSV-1, fluorescenéni
signél NED pro HSV-2 nebo fluorescenéni signél VIC.

Neni mozné udinit diagnosticky z&vér.
Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole

10. Reseni problém.

Pfiklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrdzcich 20 -

23 (ABI PRISM 7000 SDS) a 24 - 27 (ABI PRISM 7900HT SDS).
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Obr. 20: Pritkaz KvantifikagnYch standardt (HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4)
detekci fluorescenéniho signalu FAM (ABI PRISM 7000 SDS).

NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 21: Prikaz InternY kontroly (IC) detekei fluorescenéniho signélu
VIC (ABI PRISM 7000 SDS) pfi soucasné amplifikaci
Kvantifika&nYch standardl (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC:

non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 22: Pritkaz Kvantifika&nYch standard (HSV2 LC/RG/TM QS 1 -4)
detekci fluorescenéniho signdlu NED (ABI PRISM 7000 SDS).
NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 23: Pritkaz InternY kontroly (IC) detekei fluorescenéniho signélu
VIC (ABI PRISM 7000 SDS) pfi soucasné amplifikaci
Kvantifika&nYch standardl (HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC:

non-template control (negativni kontrola).
|
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Obr. 24: Pritkaz Kvantifika&nYch standard (HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4)
detekci fluorescenéniho signdlu FAM (ABI PRISM 7900HT
SDS). NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 25: Pritkaz InternY kontroly (IC) detekci fluorescenéniho signélu
VIC (ABI PRISM 7900HT SDS) pfi soucasné amplifikaci
Kvantifika&nYch standardt (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC:
non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 26: Pritkaz KvantifikagnYch standardti (HSV2 LC/RG/TM QS 1 -4)
detekci fluorescenéniho signalu NED (ABI PRISM 7900HT
SDS). NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 27: Prikaz InternY kontroly (IC) detekei fluorescenéniho signélu VIC
(ABI PRISM 7900HT SDS) pfi sou¢asné amplifikaci
Kvantifika&nYch standard (HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC:

non-template control (negativni kontrola).

|
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10. Reseni problémd

Zadny fluorescenéni signél FAM pro HSV-1 ani fluorescenéni signal NED pro
HSV-2 pfi pozitivnich kontrolach (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1 -4):
* Volba barviva detektoru pfi analyze dat PCR neodpovidd protokolu.
© K analyze dat zvolte barvivo detektoru FAM pro HSV-1 a NED pro
HSV-2 pro analytickou HSV PCR a barvivo detektoru VIC pro PCR

InternY kontroly.

* Nastaveni uvedend v polozce Options k vyhodnoceni ziskanych dat
(Extension Phase Data Extraction) se neshoduji s nastavenimi Data
Collection (pro ABI PRISM 7900HT SDS viz 8.5.2.4 Vyltvoreni teplotniho
profilu).
€ Analyzujte béh PCR s opravenym nastavenim a zopakujte vyhodnoceni

(Analysis).

*  Naprogramovdni teplotniho profilu ABI PRISM Sequence Detection
Systems je chybné.
€© Porovnejte teplotni profil s Gdaji protokolu (viz

8.5 Programovani ABI PRISM SDS).

* PCR reakce byla chybné sestavena.

€ Porovnejte Vase pracovni kroky s pipetovacim schématem (viz
8.4 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuite.

* Podminky skladovéni jednoho nebo vice komponentl soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovéni nebo byla
prekro¢ena doba pouzitelnosti soupravy artus HSV-1/2 TM PCR Kit.
€@ Prosim zkontrolujte jok podminky skladovéni, tak i dobu pouZitelnosti

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

Slaby nebo chybéiici signél InternY kontroly (fluorescenéni signél VIC) pii
soutasné nepiitomnosti fluorescenénitho signdlu FAM pro HSV-1 a
fluorescenéniho signélu NED pro HSV-2 specifické HSV PCR:
* Podminky PCR neodpovidaiji protokolu.

€ Zkontrolujte podminky PCR (viz vy$e) a popf. PCR zopakuijte s

opravenym nastavenim.
|
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* PCR byla inhibovéna.
@ Ujistéte se, ze pouzivate ndmi doporuéeny postup izolace (viz
8.1 Izolace DNA) a drzte se presné piredpist vyrobce.
€ Presvéddte se, ze byl pfi izolaci DNA pred eluci proveden dodate¢ny
doporuéeny centrifugaéni krok k Uplnému odstranéni zbytkll etanolu
(viz 8.1 Izolace DNA).

» Béhem izolace dochdzi k Gbytku DNA.

€ Byla-li k izolaci pfidéna InternY kontrola, mize nepfitomnost signélu
InternY kontroly znamenat Gbytek DNA bé&hem izolace. Ujistéte se, ze
pouzivate ndmi doporuéeny postup izolace (viz 8.1 lzolace DNA) a
drite se pfesné predpisl vyrobce.

* Podminky sklodovdni jednoho nebo vice komponentd soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovéni nebo byla
prekro¢ena doba pouzZitelnosti soupravy artus HSV-1/2 TM PCR Kit.
€© Prosim zkontrolujte jok podminky skladovéni, tak i dobu pouZitelnosti

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

Fluorescenéni signdl FAM pro HSV-1 a fluorescenénf signél NED pro HSV-2
analytické PCR pfi negativnich kontroléch.
» Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.
© Zopakuijte PCR v replikatech s novymi reagenciemi.
€ Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud moZno ihned po vlozeni
zkoumaného vzorku.
@ Pipetujte pozitivni kontroly zédsadné jako posledni.
€ Ujistéte se, Ze |sou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovany.

e Béhem izolace dochdzi ke kontaminaci.

€ Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzorkl za uziti novych reagencii.
€ Ujistéte se, ze |sou pracovni plochy a pfistroje pravidelné

dekontaminovény.

Pokud se vyskytnou dal$i otdzky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi
technickou podporu.
|
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11. Specifikace

11.1 Analytickda senzitivita

Pro zjisténi analytické senzitivity artus HSV-1/2 TM PCR Kit byla vytvofena
fada fedéni standardd pro HSV-1 od 25,7 do nominélné 0,008 HSV-
ekvivalentti kopie' /ul a pro HSV-2 od 35,31 do nomindlné 0,012 HSV-
ekvivalentti kopie /ul. Tyto Fady byly ndasledné analyzovény za poutiti artus
HSV-1/2 TM PCR Kit s ABI PRISM 7000 a 7900HT Sequence Detection
Systems. Experimenty byly pro kazdy pfistroj provedeny ve tfech ruznych

dnech formou osmindsobnych uréeni. Vysledky byly zjitény probitovou

analyzou. Jejich grafické vyhodnoceni (ABI PRISM 7900HT SDS)
je zobrazeno na Obr. 28 - Obr. 29.

Limit detekce (p = 0,0 5

ABI PRISM 7000 SDS (HSV-1) 0,9  kopii/ul
ABI PRISM 7000 SDS (HSV-2) 0,5 kopii/ul
ABI PRISM 7900HT SDS (HSV-1) 1,8 kopii/ul
ABI PRISM 7900HT SDS (HSV-2) 2,0 kopii/ul

To znamend, ze je s 95 % pravdépodobnosti detekovéno 0,9 kopii/ul (HSV-1)
resp. 0,5 kopii/ul (HSV-2, ABI PRISM 7000 SDS) a 1,8 kopii/ul (HSV-1) resp.2,0
kopii/ul (HSV-2, ABI PRISM 7900HT SDS).

"U zde pouzitého standardu se jednd o klonovany PCR produkt, jeho? koncentrace byla zji§téna
spekirélni a fluorescenéni fotometrii.
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Probitova analyza: HSV-1 (ABl PRISM 7900HT SDS)

‘./0/_,__,_4— +
| 0,26229 2 1,8 kopiil (95%)
g
-3l,5 ' —2I,5 -1I,5 -OI,S 0:5 ' 1:5 25
log (dose)
Obr. 28: Analytickd senzitivita pro HSV-1 soupravy artus HSV-1/2 TM
PCR Kit (ABI PRISM 7900HT SDS).
Probitova analyza: HSV-2 (ABI PRISM 7900HT SDS)
e
0,30588 2 2,0 kopiiful (95%)
%
3 2 ¥ To i ' 2

log (dose)

Obr. 29: Analytickd senzitivita pro HSV-2 soupravy artus HSV-1/2 TM
PCR Kit (ABI PRISM 7900HT SDS).
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11.2 Specificita

Specificita artus HSV-1/2 TM PCR Kit je v prvni fadé zaruéena vybérem
primerl a sond, jakozZ i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy
byly na zdkladé sekvenéni analyzy pfezkouseny na eventudini homologie se
véemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankéch. Timto zplsobem byla

kontrolovdna také detekovatelnost véech relevantnich kmenu.

K uréeni specificity artus HSV-1/2 TM PCR Kit byla kontrolni skupina uvedené v
Tabulce 1 testovana na kfizovou reaktivitu. Zadny z testovanych plvodct

nebyl reaktivni.

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

Kontrolni skuoi HSV-1/2 InternY kontrola
ontrolni skupina FAM/NED I

Lidsky herpesvirus 3 (Varicella zoster virus)

Lidsky herpesvirus 4 (virus Epsteina a Barrové)

Lidsky herpesvirus 5 (Cytomegalovirus)

Lidsky herpesvirus 6A

Lidsky herpesvirus 6B

Lidsky herpesvirus 7

Lidsky herpesvirus 8

Virus hepatitidy A

Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy C

Virus lidskéimunodeficience
Lidsky virus leukémie T-bunék typu 1 & 2

Zapadonilsky virus

Enterovirus

o e e e e o o S R S S S B

Parvovirus B19
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11.3 Presnost

Udaje o pfesnosti pro artus HSV-1/2 TM PCR Kit umoziiuji stanoveni celkové
variability testovaciho systému. Tato celkovd variabilita se skladéd z Intra-
Assay variability (variabilita vzork(l stejné koncentrace v rédmci jednoho
pokusu), z Inter-Assay variability (variabilita zpUsobend provedenim
experimentu rlznymi osobami v jedné laboratofi a uZitim rliznych pfistroju

stejného typu) a z Inter-Batch variability (variabilita zplUsobend pouZitim
ruznych $arzi). Pfitom byla vidy vypocitdna standardni odchylka, variance a
koeficient variace jak pro specifickou PCR plvodce, tak i pro PCR InternY

kontroly.

Tyto Udaje byly pro artus HSV-1/2 TM PCR Kit stanoveny na zékladé
KvantifikaénYho standardu s nejnizéi koncentraci (QS 4; 10 kopii/ul).
Experimenty byly provedeny formou osmindsobnych uréeni. Vyhodnoceni
vysledkl bylo provedeno na zdkladé Ct hodnot amplifikaénich kfivek (Cit:
threshold cycle, viz Tabulka 2/Tabulka 4) a z toho uréenych kvantitativnich

hodnot v kopiich/ul (viz Tabulka 3/Tabulka 5). Celkovd variabilita
libovolného vzorku uvedené koncentrace &ini tedy 2,62 % (Ct, HSV-1) a 2,07
% (Ct, HSV-2) resp. 14,02 % (konc., HSV-1) a 14,82 % (konc., HSV-2), pro
prikaz InternY kontroly 1,84 % (Ct, HSV-1) a 1,92 % (Ct, HSV-2). Tyto

hodnoty se zaklddaji na souhrnu viech dilé¢ich hodnot zji$ténych variabilit.
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Tabulka 2: Udaje o pFesnosti pro HSV1 na zdkladé Ct hodnot.

Standardni Vari Koeficient
odchylka arnance variace [%

Intra-Assay variabilita:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 018 0,03 0,51
Intra-Assay variabilita:

, 0,24 0,06 0,87
InternY kontrola
Inter-Assay variabilita: 09 0.06 0.70
HSVI1 LC/RG/TM QS 4 25 ! 7
Inter-Assay variabilita:

P 0,37 0,14 1,36
InternY kontrola
Inter-Batch variabilita:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 023 0,05 0,67
Inter-Batch variabilita:

, 0,17 0,03 0,65
InternY kontrola
Celkova variabilita: 0.9 0.84 ) 42
HSVI1 LC/RG/TM QS 4 ! ! !
Celkova variabilita:
InternY kontrola 0,49 0,24 1,84

Tabulka 3: Udaije o pfesnosti pro HSV1 na zékladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Standardni . Koeficient
odchylka ez variace [%
Intra-Assay variabilita:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 132 1,75 1312
Inter-Assay variabilita:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 1,60 2,36 1581
Inter-Batch variabilita:
HSV1 LC/RG/TM QS4 1,22 1,50 12,14
Celkové variabilita:
HSV1 LC/RG/TM Q5 4 142 2,00 14,02

44
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Tabulka 4: Udaje o pFesnosti pro HSV2 na zdkladé Ct hodnot.

Standardni Vari Koeficient
odchylka arnance variace [%

Intra-Assay variabilita:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 0,17 0,03 0,49
Intra-Assay variabilita:

, 0,10 0,01 0,37
InternY kontrola
Inter-Assay variabilita: 023 0.0 0.48
HSV2 LC/RG/TM QS 4 ' /05 !
Inter-Assay variabilita:

, 0,30 0,09 1,10
InternY kontrola
Inter-Batch variabilita:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 0,24 0,06 0,74
Inter-Batch variabilita:

, 0,25 0,06 0,93
InternY kontrola
Celkova variabilita: 0.70 0.49 )07
HSV2 LC/RG/TM QS 4 ' ! !
Celkova variabilita:

0,52 0,27 1,92

InternY kontrola

Tabulka 5: Udaije o pfesnosti pro HSV2 na zékladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Standardni . Koeficient
odchylka ez variace [%
Intra-Assay variabilita:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 144 2,06 14,25
Inter-Assay variabilita:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,60 2,56 15,80
Inter-Batch variabilita:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 148 2,18 14,62
Celkové variabilita:
1,50 2,25 14,82
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11.4 Robustnost

Pfezkouseni robustnosti slouzi k stanoveni celkové ¢etnosti chyb artus HSV-1/2
TM PCR Kit. Za timto U&elem bylo 30 HSV negativnich vzorkl likvoru smiseno
s vzdy 5,4 kopiemi/ul elué¢niho objemu kontrolni HSV-1 DNA (ifindsobnd
koncentrace analytické hranice senzitivity), pomoci QlAamp DNA Mini Kit
izolovéno (viz 8.1 lzolace DNA) a pomoci artus HSV-1/2 TM PCR Kit
analyzovdno. Stejnym zpUsobem byly provedeny testy pro HSV-2 (30 vzorkt
likvoru; 6 kopii/ul kontrolni HSV-2 DNA). &etnost chyb pro HSV-1 i HSV-2
ginila u viech vzorkli 0 %. Robustnost InternY kontroly byla dodate&né
prezkousena izolaci a analyzou 30 negativnich vzorkl likvoru. Celkové
¢etnost chyb &inila 0 %. Inhibice nebyly pozorovdny. Robustnost artus HSV-1/2
TM PCR Kit &ini tedy = 99 %.

11.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovény za Géelem pravidelného
hodnoceni vykonnosti artus HSV-1/2 TM PCR Kit a vykonnostniho srovndni s
ostatnimi  produkty. Tyto Udaje jsou ziskdvdny na zdkladé Géasti na

mezilaboratornich pokusech.

11.6 Diagnostické hodnoceni

artus HSV-1/2 TM PCR Kit je v sou¢asné dobé evaluovdn ve vice 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 specidlné
pouceni a vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro.

» Pfesné dodriovdni protokolu je bezpodmineéné& nutné k dosazeni
optimdlnich vysledk PCR.

* Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na $titcich
jednotlivych  komponentl. NepouzZivejte reagencie s proslou

trvanlivosti.

46 artus HSV-1/2 TM PCR Kit ~ 03/2015



13. Varovdni a bezpecnostni opatieni

Bezpe&nostni informace k soupravé artus HSV-1/2 TM 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.qgiagen.com/safety.

14. Kontrola kvality

V souladu se systtmem managementu jakosti spoleénosti  QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO 9001 a ISO 13485 byla kazdd $arze artus
HSV-1/2 TM PCR Kit testovédna podle pfedem stanovenych specifikaci, aby

byla zaruéena jednotnd kvalita produktu.

15. Literatura

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
Infect. 2004; 10 (3): 190 - 212.
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16. Vysvétleni symbolu

Pouzijte do

Cislo $arze

Vyrobce

Katalogové ¢islo
Cislo materidlu

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

Obsahuije reagencie pro <N> reakci

Teplotni rozmezi

s 4gED: [JR[E

Qs Kvantifikaéni standard
[ os Interni kontrola
Mg-Sol Roztok horéiku
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artus HSV-1/2 TM PCRKit

Ochranné znédmky a vylougeni odpovédnosti
QIAGEN®, QIAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); ABI PRISM® , MicroAmp®,
GeneAmp® (Life Technologies Corporation)

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

artus HSV-1/2 TM PCR Kit, BioRobot EZ1 DSP Workstation, EZ1 DSP Virus Kit a EZ1 DSP Virus Card jsou
diagnostické soupravy a pfistroje oznadené znatkou 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 poutiti. 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 ; vlastnéno firmou F. Hoffmann-La Roche Ltd.

© 2015 QIAGEN, v8echna pravavyhrazena
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