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artus Parvo B19 RG PCR Kit

Rotor-Gene Q késziilékekkel valé hasznalatra.

1. A kit tartalma

Jelzések Katalégusszém:_ f1504263
és tartalom 24 reakcio
Parvo B19 RG/TM Master 2x12rxns
Parvo B19 RG/TM QS 17 1 x 10° IU/ul 1x200 pl
Parvo B19 RG/TM QS 2° 1 x 10 IU/ul 1x200 pl
Parvo B19 RG/TM QS 37 1 x 10° IU/ul 1x200 pl
Parvo B19 RG/TM QS 47 1 x 10 IU/ul 1x200 pl
Parvo B19 RG/TM QS 5° 1 x 10" [U/ul 1x 200 pl
Parvo B19 RG/TM IC® 1x 1000 pl
Fehér (V"i‘;a(’gg(gfn’fn%fsa%?» 1 x 1000

QS = Quantitation Standard (Kvantifikacios standard)
IC = Internal Control (Belsé kontroll)

2. Tarolas

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit komponenseit —15 °C és —30 °C kozotti
hémérsékleten kell tarolni, ahol stabilak maradnak a cimkén talalhato lejarati
id6ig. Kerllni kell az ismételt (> 2 x) felolvasztast és lefagyasztast, mivel ez
ronthatja a minéséget. Ha a reagenseket csak alkalomszerlien hasznalja,
alikvotokban, fagyasztva tarolja. A +4 °C-on t6rténé tarolas ne haladja meg az
5 orat.
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3. A felhasznalé altal biztositando eszkozok és
reagensek

* Egyszer hasznalatos, puder mentes gumikeszty(

*  DNS-izolalo kit (lasd 9.1. fejezet: DNS izolalas)

* Pipettak (allithato)

*  Steril, szlirés pipettahegyek

* Vortex keverd

e Asztali centrifuga® 2 ml-es reakciécsdveknek megfeleld rotorral

* Rotor-Gene Q késziilék, 2.3-as vagy magasabb szoftververzio

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, 72 cellas rotorral valé hasznalatra
(katalégusszam: 981103 vagy 981106)

e Hutdblokk (Loading Block 72 X 0.1 ml Tubes,
katalogusszam: 9018901)

4. Altalanos évintézkedések

A felhasznalonak a kdvetkezdkre mindig figyelnie kell:

e Szlrével rendelkezé steril pipettahegyeket hasznaljon.

* A pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok és amplikonok)
minden mas reagenstél elkilonitve tarolja és dolgozza fel, és a
reakciomixhez térben elkilonitett helyen adja hozza.

e Szobahémérsékleten olvassza fel az 6sszes komponenst a vizsgalat
elétt.

* Amikor felolvadt, keverje 6ssze a komponenseket és rdviden
centrifugélja le.

* A jégen vagy a hiitéblokkban gyorsan dolgozzon (72 cellas betoltési
blokk).

5. Alkalmazasi teriilet

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit egy in vitro nukleinsav-amplifikacios teszt a

parvovirus B19 DNS-ének emberi szérumban vagy EDTA-s plazmaban

torténd kimutatasara és mennyiségi meghatarozasara. A kit valds idej
|
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polimeraz lancreakciot (polymerase chain reaction, PCR) alkalmaz, és
kialakitasa révén egyiitt alkalmazhaté a QlAamp UltraSens Virus Kit, a
QlAamp DNA Mini Kit kitekkel, valamint a Rotor-Gene Q készulékkel.

A kit nem hasznalhaté a parvovirus B19-cel valé fert6zés szilirésére vérben,
illetve vérkészitményben. Az artus Parvo B19 RG PCR Kit egészségligyi

szakemberek altali in vitro diagnosztikai hasznalatra szolgal.

6. Patogén informaciok

A parvovirus B19 -el valo fert6z6dések legnagyobb részre klinikailag
tinetmentes. A parvovirus B19-el torténé akut fert6zédés tinetei
influenzaszerliek, de hasonlithat a rubeolara (ré6zsahiml§) és kiléndsen
felnéttek esetében reumatikus tlineteket mutatnak. Hemolitikus anémiaban
szenved® betegeknél az aplasztikus krizis a legnagyobb esetben a
Parvovirus B19 okozza. Néha sulyos magzati szdévédmények is
megfigyelhetdk, kiléndsen az anyai fert6zédést kdvetd masodik és harmadik

trimeszter alatt.

7. Real-Time PCR elve

A korokozé kimutatdsa polimerdz lancreakcioval (PCR) torténik, mely a
korokozoé genom specifikus szakaszanak amplifikaciéjan alapszik. A valds
ideji PCR esetében az amplifikalt terméket fluoreszcens festék altal mutatja
ki. A festék altalaban olyan oligonuleotidhoz van kapcsolva, mely specifikusan
kotédik az amplifikalt termékhez. A fluoreszcencia intenzitdsanak a PCR
futtatasa alatti (azaz valos idejl) kdvetése lehetbvé teszi a termék kimutatasat
és kvantifikalasat anélkil, hogy a PCR-reakcié végén ki kellien nyitni a
csOveket (Mackay, 2004).

8. Termékleiras

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit egy hasznalatra kész, parvovirus B19 DNS-t
detektalé rendszer, mely polimeraz lancreakcién (PCR) alapuld technologiat
hasznal a Rotor-Gene Q késziiléken. A Parvo B19 RG/TM Master tartalmaz
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minden olyan reagenst és enzimet, mely sziikséges a parvovirus B19 genom
76 bp-nyi régidjanak specifikus amplifikalasahoz, valamint a specifikus
amplikon  kozvetlen  kimutatdsdhoz a  Rotor-Gene Q  késziilék
,Cycling A.Green” fluoreszcenciacsatornajaban. Emelett az artus Parvo B19
RG PCR Kit egy masodlagos heterolég amplifikacids rendszert tartalmaz a
lehetséges PCR gatlas azonositasahoz. Ezt a ,Cycling A.Yellow”
fluoreszcenciacsatorna belsé kontrollként (Internal Control, IC) detektalja. A
parvovirus B19 kimutatasara szolgald PCR (lasd 12.1. fejezet: Analitikai
érzékenység) kimutatasi hatara nem csokken. A kit kiils6é pozitiv kontrollokat
is tartalmaz (Parvo B19 RG/TM QS 1 - 5), melyek lehetbvé teszik a patogén
felhalmozdédas meghatarozasat. Tovabbi informacioért kérjik nézze at a
Kvantifikalas részt.

9. Protokoll
9.1 DNS izolalas

DNS izolalas a gyarték szamos izolalé kitet ajanlanak. A DNS izolalasi
eljarashoz a felhasznalt minta mennyisége a hasznalat protokolltdl fiigg.

Kérjik, hogy a DNS izolalast a gyarté felhasznaldi utasitasai alapjan

kivitelezze. A kdvetkezb izolalo kiteket javasoljuk:

. . Nukleinsav izolalé . . fon Hordozo
Minta tipusa kit Katalogusszam Gyarto RNS
® ®
QlAamp  Jitrasens 53704 QIAGEN | tartalmaz
Szérum, irus Kit (50)
plazma
QlAamp DNA nem
Mini Kit (50) 51304 QIAGEN tartalmaz

* A hordoz6é RNS alkalmazasa kritikus az extrakcié hatékonysagara és
ennek kovetkeztében a DNS/RNS kinyerésre. Ha a valasztott izolalo kit
nem tartalmaz hordozé RNS-t, kérjik vegye figyelembe a hordozok

izolaciés rendszerbe torténd bevitele (RNA-Homopolymer Poly(A),
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Amersham Biosciences, Cat. No. 27-4110-01) erésen ajanlott a
sejtmentes testfolyadékokbdl, valamint alacsony DNS/RNS tartalmu
mintakbol (pl. agy-gerincveld folyadék) torténé nukleinsav-kinyeréshez.
Kérjiuk a kovetkezd esetekben az alabbiak szerint jarjon el:

a) Szuszpendaljuk fel a liofilizalt hordozé RNS-t az extrakcids kit eltciés
pufferének hasznalataval (ne hasznaljon lizispuffert) (pl. QlAamp DNA
Mini Kit AE pufferét) és készitse el az oldatot 1 pg/ul higitasi
koncentracidban. Az igy elkészitett hordozé RNS-t tartalmazé oldatbol
az On igényeinek megfelelé szamu alikvotot készitsen és —15 °C
és 30 °C kozott tarolja Oket. Kerllje a hordozé RNS alikvotok
ismételt (> 2 x) felolvasztasat és lefagyasztasat.

b) 1 pg hordozé RNS-t 100 pl lizispufferrel hasznaljon. Példaul, ha az
extrakcios protokoll 200 pl lizispuffert javasol, kérjik adjon hozza 2 pl
hordozé RNS-t (1 pg/ul) kdzvetlenll a kimért lizispufferbe. Minden
egyes extrakcios |épés el6tt a lizispuffer és a hordozdé RNS keverékeét
(és a belsd kontrollt, adott esetben, lasd 9.2. fejezet: Bels6 kontroll)

frissen készitse el6 az alabbi pipettazasi tablazatot kovetve:

Lizispuffer pl. 200 pl pl. 2400 pl
Hordozé RNS (1 pg/pl) 2l 24 pl
Teljes térfogat 202 pl 2424 i

P egyenként
Extrakcionkénti térfogat 200 pl 200 pl

c) Kérjik a frissen készitett lizispuffer és hordozé RNS keveréket
azonnal haszndlja fel az extrakcidhoz. A keverék taroldsa nem
lehetséges.

* A hordozé RNS alkalmazasa kritikus az extrakcié hatékonysagara és
ennek kovetkeztében a DNS/RNS kinyerésre. QlAamp UltraSens Virus Kit

hasznalata soran a hordozé RNS stabilitdsanak novelése érdekében, az
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alabbi eljarast javasoljuk, mely eltérhet az extrakciés kit felhasznaloi

kézikdnyvében leirtaktol:

a. Szuszpenddlja fel a liofilizalt hordozé RNS-t az extrakciés kit elsé
hasznalata elétt 310 pl elucios pufferben a kitben javasoltak alapjan
(végkoncentracid 1 pg/pl, ne haszndljon lizispuffert). Az igy
elkészitett hordozd6 RNS-t tartalmazo oldatbol az On igényeinek
megfeleld szamu alikvotot készitsen és —15°C és —-30 °C kozott
tarolja 6ket. Kerilije a hordozé RNS alikvotok ismételt (> 2 x)
felolvasztasat és lefagyasztasat.

b. Minden egyes extrakcios lépés el6tt a lizispuffer és a hordozé RNS
keverékét (és a belsé kontrollt, adott esetben, lasd 9.2.

fejezet: Bels6 kontroll) frissen készitse el az alabbi pipettazasi

tablazatot kdvetve:

Lizispuffer AC 800 pl 9600 I
Hordoz6 RNS (1 pg/ul) 5.6 ul 67.2 pl
Teljes térfogat 805.6 pl 9667.2 pl

P egyenként
Extrakcionkénti térfogat 800 pl 800 pl

c. Kérjik a frissen készitett lizispuffer és hordozé RNS keveréket
azonnal hasznalja fel az extrakciéhoz. A keverék taroldsa nem
lehetséges.

* Az artus Parvo B19 RG PCR Kit legnagyobb detektalasi érzékenységének
eléréséhez ajanlott a DNS-t 50 pl eltcids pufferbe eludljuk.

* A QlAamp UltraSens Virus Kit lehetévé teszi a minta koncentralasat.
Amennyiben szérumtdl vagy plazmatél eltérd kiinduldsi mintat hasznal,
kérjuk adjon negativ human plazmat legalabb 50 % (v/v)-ban a mintahoz.

* Amennyiben az izolalasi protokollt etanol tartalmu mosopufferrel végzi,
kérjuk, hogy az elucio el6tt tovabbi centrifugalasi lépést (harom perc,
13,000 rpm) illesszen be a protokollba, a visszamaradd etanol

eltavolitasara. igy megelézhets a PCR lehetséges gatlasa.

]
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e Az artus Parvo B19 RG PCR Kit nem hasznalhaté fenol alapu izolalé

modszerekhez.

Fontos: Az artus Parvo B19 RG PCR Kit belsé kontrollja kdzvetlenil az

izolalasi eljarasban hasznalhato (Iasd 9.2. fejezet: Bels6 kontroll).

9.2 Bels6 kontroll

A készlet részét képezi a belsé kontroll is (Parvo B19 RG/TM IC). Ez lehetbévé
teszi a felhasznalénak a DNS-izolalasi eljaras kontrollalasat és az
esetleges PCR-gatlas ellendrzését. (lasd 1. abra). Ennek az eljarasnak a
kivitelezéséhez adjon a belsé kontrollbél az elucios térfogatoz 0.1 pl/1 pl
aranyban. Példaul, ha a QlAamp UltraSens Virus Kitet hasznalja, akkor a
DNS 50 ul AVE-pufferben kerll eludlasra. Ezért az eljaras elején 5 pl bels6é
kontrollt sziikséges hozzaadni. A felhasznalt belsé kontroll mennyisége
kizarolag az elucios térfogattol fligg. A belsé kontrollt és a hordozé RNS-t

(lasd 9.1. fejezet: DNS izolalas) csak az alabbiakhoz kell hozzaadni:

* lizispuffer és minta keveréke vagy

¢ koézvetlenul a lizispufferhez.

A belsé kontrollt nem szabad a feldolgozandé mintahoz adni. Amennyiben a
lizispufferhez adta a bels6 kontrollt, ligyeljen arra, hogy a belsé kontrollt és a
lizispuffert és lizispuffert/hordozé RNS-t frissen készitse el6 és azonnal
hasznalja fel (a keveréket szobahémérsékleten vagy hiitében tarolva a belsé
kontroll néhany o6ran belll tdnkremegy, ezaltal csokkent extrakcios
hatékonysagot okozhat). Kérjik, hogy a belsé kontrollt és a hordozé RNS-t ne

adja kodzvetlenil a mintahoz.

A bels6 kontrollt kizardlag az esetleges PCR-gatlas ellendrzésére is
hasznalhatja (lasd 2. abra). Ebben az esetben, adjon reakcionként 2 ul belsé

kontrollt kdzvetlenul 30 pyl Parvo B19 RG/TM Master mixhez. Minden egyes
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PCR-reakciéhoz 30 ul mesterkeveréket készitsen az el6zéekben* leirtak
alapjan, és adjon hozza 20 pl tisztitott mintat. Amennyiben a PCR-futtatast
tébb mintara késziti el6, a mintaszdmokhoz viszonyitva nodvelie a
Parvo B19 RG/TM Master és a bels6 kontroll térfogatat (lasd 9.4. fejezet:

PCR el6készitése).

9.3 Kvantifikalas

A mellékelt kvantifikaciés standardok (Parvo B19 RG/TM QS 1-5) a korabban
mar megtisztitott mintaknak megfeleléen keriinek kezelésre, térfogatuk is
azonos (20 pl). A standard gorbe Rotor-Gene Q késziilékeken torténd
létrehozasahoz mind az 6t kvantifikaciés standardot hasznalni kell és az Edit
Samples (Mintak szerkesztése) menuablakban standardként kell ezeket
meghatarozni a megadott koncentracidikkal egyitt (lasd Rotor-Gene Q
hasznalati utmutaté). A standard gorbét a fentiek alapjan a késébbi futasok
soran is létrehozhatjuk, feltéve, ha haszndlunk legalabb egy adott
standard gorbét importalni kell a szoftverbe (lasd Rotor-Gene Q hasznalati
utmutatd). Ez a modszer azonban eltérést generalhat az eredményekben a

valtozékonysag miatt két kilonbézd PCR futas kozott.

Megjegyzés: A kvantifikalasi standardok mértékegysége IU/ul. A standard
gorbe altal meghatarozott értékeket az alabbi egyenlet segitségével lehet

atszamolni a mintak IU/ml értékeire:

o Az eluatumban kapott eredmény
A mintaban kapott  _ (IU/ul) x Eluciés térfogat (ul)
eredmény (IU/ml)

Mintatérfogat (ml)

Felhivjuk figyelmét, hogy a fenti egyenletbe a kezdeti minta térfogataval kell

szamolni. Ezt figyelembe kell venni, amikor a minta térfogata kiil6onésen a

nukleinsav extrakcié soran megvaltozik (pl. centrifugalasnal csokken a

* A PCR assay el6készitése soran a bels6é kontroll hozzaadasaval elidézett térfogat-
ndvekedés elhanyagolhaté. A detektalorendszer érzékenységét ez nem befolyasolja.

12 artus Parvo B19 RG PCR Kit kézikényv 2018. 06.



térfogat vagy novekedhet a térfogat az izolalashoz sziikséges térfogat

kiegészitési korrekcié utan).

9.4 PCR elbkészitése

Gy6z6djon meg réla, hogy a hitéblokk (a Rotor-Gene Q késziilék tartozéka)
+4 °C-ra van el6hltve. Helyezze el a kivant mennyiségli PCR-csovet a
hiitéblokkba. Gy6z6djén meg réla, hogy a PCR futasonként legalabb egy
pozitiv kontrollt és egy negativ kontrollt ( PCR tisztasagu viz) tartalmaz.
Standard gorbe létrehozasdhoz haszndlja fel az Osszes, kitben lévd
Kvantifikacios standardot (Parvo B19 RG/TM QS 1—5) minden egyes PCR
futashoz. Minden haszndlat el6tt az 6sszes reagenst teljesen fel kell
olvasztani, 6ssze kell keverni (ismételt fel és le pipettazassal vagy gyors

vortexeléssel), és roviden centrifugalni.

Ha belsé kontrollt hasznal a DNS-izolalasi eljaras kontrollalasara és az
esetleges PCR-gatlas ellenérzésére, az mar hozza van adva az izolalashoz
(lasd 9.2. fejezet: Belsé kontroll). Ebben az esetben kdvesse az alabbi

pipettazasi vazlatot (vazlatos attekintés 1. abra):

1. Master Mix Parvo B19 RG/TM Master 30 ul 360 pl
clékészitése Parvo B19 RG/TM IC 0l 0l
Teljes térfogat 30 pl 360 ul
2. PCR assay Master Mix 30 pl egyenként 30 pl
elékészitése Minta 20 pl egyenként 20 pl
Teljes térfogat 50 pl egyenként 50 pl

Ha bels6 kontrollt csak az esetleges PCR-gatlas ellenérzésére hasznalja,
kdzvetlentl az Parvo B19 RG/TM Master mixhez adja hozza. Ebben az

esetben kdvesse az alabbi pipettazasi vazlatot (vazlatos attekintés 2. abra):
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1. Master Mix Parvo B19 RG/TM Master 30l 360 pl
PP Parvo B19 RG/TM IC 2l 24 4l
elékészitése
Teljes térfogat 32 pl* 384 pl
2.PCRassay | \iaster Mix 30 i egyenként 30 pl
elékészitése | _MNa 20 egyenként 20 pl
Teljes térfogat 50 pl egyenként 50 pl

Pipettazzon 30 pl master mixet minden egyes PCR-cs6be. Ezutan adjon
hozza 20 pl-t az elualt minta DNS-b6l minden egyes cs6be majd ismételt fel-le
pipettazassal keverje 0ssze. Ennek megfeleléen adjon hozza legalabb egy
20 yl kvantifikaciés standardot (Parvo B19 RG/TM QS 1-5) mint pozitiv
kontrollt és 20 pl vizet (Water, PCR grade) mint negativ kontrollt. Zarja le a
PCR csoveket. Gy6z6djon meg réla, hogy a zarégylirii (a Rotor-Gene Q
késziilék tartozéka) a rotor tetején helyezkedik el, hogy megakadalyozza a

csovek véletlenszeri kinyilasat a futtatas alatt.

* A PCR assay el6készitése soran a bels6é kontroll hozzaadasaval elidézett térfogat-
ndvekedés elhanyagolhaté. A detektalorendszer érzékenységét ez nem befolyasolja.

|
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A Belsé kontroll hozzaadasa a tisztitasi eljarashoz

1. dbra: Sematikus munkafolyamat a tisztitasi eljaras és PCR gatlas
ellenérzéséhez.

*Kérjiik Ugyeljen arra, hogy az oldatot megfeleléen razza
Ossze, jol keverije fel és 6vatosan centrifugélja le.
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Az artus master mixhez torténé belsé kontroll hozzaadasa

2. dbra: Sematikus munkafolyamat a PCR gatlas ellenérzéséhez.

* Kérjik Ugyeljen arra, hogy az oldatot megfeleléen razza
ossze, jol keverje fel és 6vatosan centrifugalja le.
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9.5 A Rotor-Gene Q késziilék programozasa

A Parvo B19 DNS detektalasara készitsen el egy hémérsékletprofilt Rotor-

Gene Q készlilékén az alabbi &t 1épés alapjan (lasd 4. abra — 7).

A. Altalanos assay paraméterek beallitasa 4. abra
B. A hot-start enzim kezdeti aktivalasa 5. dbra
C. DNS amplifikacié 6. abra
D. Fluoreszcens csatornak érzékenységének beallitasa 7. abra
E. Futtatas inditdsa a Rotor-Gene Q késziiléken 8. abra

Minden specifikaci6 a Rotor-Gene szoftver 2.3-as verzidjara vonatkozik.
Tovabbi programozasi informaciét a Rotor-Gene Q késziilékhez a

Rotor-Gene Q hasznalati utmutatéjaban talal.

Eloszér valassza a ,New Run” (Uj futtatds) parbeszédpanel Advanced
(Specialis) lapfulén az ,Empty Run” (Futtatas Uresen) opciét. A ,Rotor Type”
(Rotor tipusa) panelen valassza ki a ,72-Well Rotor” (72 cellas rotor) opciot,

jelolie be a ,Locking Ring Attached” (Zarégylrli csatlakoztatva)

jelolénégyzetet, majd kattintson a ,Next” (Tovabb) gombra.

Mew Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotar Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[V Locking Ring &ttached

Skip Wizard << Back MNest »»

]
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3. dbra: Az Uj futtatas varazslo Udvozldképernydje.

Ezutan adja meg a PCR-reakcid térfogatat a New Run Wizard (Uj futtatas

varazslo) kdvetkez6 parbeszédablakaban (lasd 4. abra).

Mew Run Wizard

This screen displavs miscellaneous options for the rn. Complete the fields, ;hlis bo ldispla_l,ls .

clicking Mext when you are ready ta move to the next page. tr?epwoi;a?d?nlgzrﬁellg

Dperla: oh an item, howver
wour mouse over the

N . item for help. Yiou

otes: cah ako click on a

combo box to display
help about its
available settings.

Reaction |5E| =l ¥ Apply Ambignt Air Corection

Yalume [pL): =]

Sample Layout : I'I, 2.3 LI

SkipWizard | << Back Newts> |

4. abra: Altalanos assay paraméterek beallitasa.

A hémérsékletprofil programozasa az Edit (Szerkesztés) gomb
megnyomasaval hajthatd végre a New Run Wizard (Uj futtatds varazsld)

kévetkez6 meniliablakéban (lasd 5. abra és 6. abra).
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2 [ | @

New ~ Open SaveAs | Help

The un wil take approsimately 111 minute(s) to complete. The araph below represents the fun to be performed

Click on & cycle below to madify it
Insest after
Cycing —
Insert before

Remaove

Hold Temperature 95 |
Hold Time 10 |mins 0 |secs

5. abra: A hot-start enzim kezdeti aktivalasa.

] U W @

New ~ Open Saveds Help

The run will take approsimately 111 minutels] to complets. The graph below represents the run to be performed -

Click an a cpele below ta modiy it
Hald

Insert after...

Insert befare..

Remove
This cycle repeats 45 | timeis)
Ciick on one of the steps below ta modiy it or press + or - to add and remave steps for this oycle
Timed Step ~| -]
e 95°C for 15 secs

30 seconds

Acquiting ta Cycling &

72°C for 20 secs

on Green, Yellow

e — 55EC for 30 sees
onaRange
I~ Tauchdown

6. abra: DNS amplifikalasa.
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A fluoreszcens csatornak érzékelési tartomanyat a PCR-csovekben talalhaté
fluoreszcencia intenzitdsa alapjan kell meghatarozni. Ez a beallitds az Auto
Gain  Optimisation ~ Setup  (Automatikus jeloptimalizalas beallitasa)
menlablakban hajthaté végre (a Gain Optimisation (Jelerésség
optimalizélasa) lehetéség alatt a New Run Wizard (Uj futtatas varazslo)
meniiablakban aktivalhaté). Allitsa a kalibralasi hémérsékletet az amplifikacios
program hélagyitasi hémérsékletére (lasd 7. abra), valassza ki az ,Optimise

Acquiring” (Kinyerés optimalizalasa) opcidt, és inditsa el az eljarast.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :
T Auto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at
58 different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistiy you are performing.

Set temperature to |55 ﬂdegrees.

Optimize Al | O ptimize Acquinng |

[~ Perform Optimisation B efore 13t Acquisition

[~ Perform Optimization &t 55 Degrees At Beginning OF Run

Channel Settings

| | fdd..

MName | Tube Pogition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | b 3 Gain Edit... |

Voo 1 i 0 | e |
Remove 4l

£ >

Start | Manual... Cloze Help

7. abra: Fluoreszcens csatornak érzékenységének beallitasa.

Az automatikus jeloptimalizalassal meghatarozott jeler6sség-értékek
automatikusan mentésre kerlilnek és a programozasi eljaras utolso

menUablakaban listazasra keriilnek (lasd 8. abra).
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New Run Wizard

Summary :
Setting | Walue |
Green Gain 5
ellow Gain 5
Raotar 72well Rotor
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliters] 50

Start Run

Once you've confirmed that pour run settings are corect, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings For future runs.

Skip Wizard << Back

8. abra: Futtatas inditdsa a Rotor-Gene Q késziiléken.

10. Eredmények értékelése

Az eredmények értékelése a Rotor-Gene szoftver segitségével torténik a
gyartdé altal meghatarozott utasitasok alapjan (Rotor-Gene Q hasznalati

utmutato).
A kovetkez6 eredmények fordulhatnak el6:

1. Ajelet a Cycling A.Green fluoreszcenciacsatorna érzékeli.
A vizsgalat eredménye pozitiv: A minta parvovirus B19 DNS-t
tartalmaz.

Ebben az esetben a Cycling A.Yellow csatornaban észlelt jel elhanyagolhatd, mivel a
parvovirus B19 DNS kezdeti magas koncentracioja (pozitiv  jel a
Cycling A.Green csatornaban) a belsé kontroll fluoreszcens jelének csokkenéséhez

vagy hianyahoz vezethet (kompeticié) a Cycling A.Yellow csatornaban.
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2. Nincs detektalhatd jel a Cycling A.Green fluoreszcenciacsatornaban.
Ugyanakkor ezzel egyidében a belsé kontroll jele megjelenik a

Cycling A.Yellow csatornaban.

A mintaban nincs detektalhaté parvovirus B19 DNS. Negativnak
tekintheto.
A negativ parvovirus B19 PCR esetében a belsé kontroll detektalt jele alapjan
kizarhat6 a PCR gatlas lehet6sége.

3. Sem a Cycling A.Green, sem pedig a Cycling A.Yellow csatornaban nincs
detektalhatd jel.
Nem hatarozhaté meg eredmény.
A hibak forrasai és megoldasuk mddjai a 11. fejezet: Hibaelharitasi utmutato

részben olvashatdk.

A pozitiv és negativ PCR-reakcidkra a 9. dbra és 10. abra mutat példakat.

[Noim. Fluoro.

0,25

0,05

NTC

©
|
\
|

2| 5 i "5 20 25 30 35 40 TiCycle|

9. dbra: Kvantifikaciés standardok detektalasa (Parvo B19 RG/TM
QS 1-5) a Cycling A.Green fluoreszcenciacsatornaban. NTC:
nem-templat kontroll (negativ kontroll).

|
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[Norm. Fluoro.

045

04

03|

10. abra:A  bels6 kontroll (IC) detektaldasa a Cycling A.Yellow
fluoreszcenciacsatorndban a  kvantifikaciés  standardok
(Parvo B19 RG/TM QS 1-5) egyideji amplifikalasaval. NTC:
non-template control (nem-templat kontroll) (negativ kontroll).

11. Hibaelharitasi utmutato

A pozitiv kontroll (Parvo B19 RG/TM QS 1-5) nem ad jelet a
Cycling A.Green fluoreszcens csatornaban:
* A PCR adatok elemzéséhez valasztott detektalod festék nem felel meg a
protokollnak.
= A parvovirus B19 analitikai PCR adatok elemzéséhez valassza ki az
A.Green fluoreszcenciacsatornat, a bels6 kontroll PCR adatainak
elemzéséhez pedig az A.Yellow fluoreszcenciacsatornat.
e A Rotor-Gene Q késziilék hoémérsékletprofijanak nem megfeleld
programozasa.
> Hasonlitsa 6ssze a hémérsékletprofit a protokollal (lasd 9.5.

fejezet: A Rotor-Gene Q késziilék programozasa).
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* PCR reakcio helytelen 6sszemérése.

- Ellendérizze a munkalépéseket a pipettazasi vazlat alapjan (lasd 9.4.
fejezet: PCR el6készitése), és ismételie meg a PCR-futtatast,
amennyiben sziikséges.

* A kit egy vagy tobb részegysége esetében a tarolasi koérilmények nem
feleltek meg a 2. fejezet: Tarolas részben leirtaknak, vagy az artus Parvo
B19 RG PCR Kit lejart.

- Ellendrizze a tarolasi korilményeket és a reagensek lejarati datumat

(lasd a kit cimkeéjét), és hasznaljon Uj kitet, amennyiben sziikséges.

A belsé kontroll jele gyengén vagy egyaltalan nem detektalhaté a
Cycling A.Yellow fluoreszcenciacsatornaban és emellett nem
detektalhato jel a Cycling A.Green csatornaban:
* A PCR koérilményei nem felelnek meg a protokollnak.
- Ellendrizze a PCR kérulményeket (lasd fentebb) és ismételje meg a
PCR futtatast a helyes beallitasokkal, amennyiben sziikséges.
¢ A PCR gatolt.
2> Gy6z8djon meg arrdl, hogy a javasolt izolalasi médszer szerint jart el
(lasd 9.1. fejezet: DNS izolalas), és szigoruan tartsa be a gyarto
utasitasait.
= Gydzbdjon meg arrol, hogy a DNS-izolalas alatt a javasolt tovabbi
centrifugalasi 1épés kivitelezése az ellcid el6tt megtortént, és a
visszamaradt etanol eltavolitasra kerllt a rendszerbdl (lasd 9.1.
fejezet: DNS izolalas).
* Az extrakci6 soran a DNS elveszett.
= Amennyiben a belsé kontroll hozza lett adva az extrakciéhoz, a belsé
kontroll meglévé jele utalhat a DNS elvesztésére az extrakcios 1épés
alatt. Gy6z6djon meg arrél, hogy a javasolt izolalasi médszer szerint
jart el (Iasd 9.1. fejezet: DNS izolalas) és szigoruan tartsa be a gyarté
utasitasait.
* A kit egy vagy tébb részegysége esetében a tarolasi koérilmények nem
feleltek meg a 2. fejezet: Tarolas részben leirtaknak, vagy az artus Parvo
B19 RG PCR Kit lejart.
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> Ellendrizze a tarolasi kérulményeket és a reagensek lejarati datumat

(lasd a kit cimkéjét), és hasznaljon uj kitet, amennyiben szlikséges.

A negativ kontrollok esetében jelek talalhatok az analitikai PCR
Cycling A.Green fluoreszcenciacsatornaban.
* Szennyezédés tortént a PCR el6készitése soran.
- Ismételje meg a PCR futast replikatumban Uj reagensekkel.
- Amennyiben lehetséges, zarja le a PCR csovet kozvetlenll a
vizsgalati minta hozzaadasa utan.
= A pozitiv kontrollt szigorian a végén pipettazza az elegyhez.
= Gy6z6djon meg rola, hogy a munkafelllet és a készulékek tisztitasa
rendszeresen megtorténjen.
* Szennyez6dés tortént az extrakcio soran.
- Ismételie meg az extrakciét és a PCR futast a vizsgalni kivant
mintaval és Uj reagensekkel.
> Gy6z6djon meg rola, hogy a munkafelllet és a készilékek tisztitasa

rendszeresen megtorténjen.

Ha barmilyen tovabbi kérdése van vagy ha probléma meriine fel kérjik

forduljon bizalommal a miiszaki szolgalatunkhoz.

12. Teljesitmény-jellemz6k

12.1 Analitikai érzékenység

Az artusParvo B19 RG PCR Kit analitikai érzékenységének
meghatarozasahoz egy 100-0,03 parvovirus B19 IU*/ul névleges értéknek
medfeleld standard higitasi sort kell késziteni és az artus Parvo B19 RG PCR
Kit segitségével vizsgalni. A vizsgalatot harom kulénb6z8 napon nyolc
parhuzamos mintaval végezték. Az eredményeket probit-elemzéssel

hataroztak meg. A probit-elemzés grafikai megjelenitése itt lathato: 11. abra.

fluoreszcens spektroszkdpia segitségével hataroztak meg.
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Az artus Parvo B19 RG PCR Kit analitikai érzékenysége 0.2 [U/pl (p = 0.05).
Ez azt jelenti, hogy 0.2 1U/ul 95 % -a detektalasra kerl.

-0,79515 4 0,2 1U/pl (95%)

Kimutatasi arany

-4 -3 2 -1 0 1 2 .
log (dozis)

11. &bra: Az artus Parvo B19 RG PCR Kit analitikai érzékenysége.

12.2 Specificitas

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit analitikai specificitasat a gondosan valogatott
oligonukleotidok biztositjak (primerek és probak). Az oligonukleotidokat
szekvencia-6sszehasonlitasi elemzés soran nyilvanosan hozzaférhetd
szekvenciakkal ellendrizték, hogy valamennyi relevans genotipust

detektalhassak.

A specificitas validalasara tovabbi hat kilonbdz6 parvovirus B19 negativ
szérum mintat teszteltek. A tesztelt patogének egyike sem mutatott
keresztreaktivitast a parvovirus B19 specific primerekkel és probakkal, melyet
a Parvo B19 RG/TM Master mix tartalmaz.

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit specificitdsanak meghatarozasa a kévetkezd
tablazatban felsorolt kontroll csoportokkal lett tesztelve (1. tablazat). A tesztelt

patogének egyike sem mutatott keresztreaktivitast.

]
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1. tdblazat: A kit specificitdsanak vizsgalata potencidlis keresztreaktiv patogénekkel

Parvovirus B19 Bels6 kontroll
(Cycling A.Green) (Cycling A.Yellow)

Kontroll csoport

Human herpeszvirus 1 -
(Herpes simplex virus 1)

Human herpeszvirus 2 -
(Herpes simplex virus 2)

Huméan herpeszvirus 3 -
(Varicella-zoster virus)

Human herpesvirus 5 -
(Cytomegalovirus)

Human T cell leukaemia virus 1 -

Human T cell leukaemia virus 2 -

12.3 Preciziod

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit preciziés adatai altal meghatarozhatjuk a
vizsgalatok teljes variabilitasanak 6sszegét. A teljes variabilitas a vizsgalaton
egy kisérletben mért eredményeinek variabilitdsa), a vizsgalatok kozotti
variabilitasbodl (inter-assay variability) (egy laboratoériumon beldl kiilénb6z6,
de azonos tipusl késziiléken, tobb operator altal végzett vizsgalatok
eredményeinek variabilitasa) és a gyartasi tételek kéz6tti variabilitasbdl (inter-
batch variability) (kulonb6zé gyartasi tételek felhasznalasaval végzett
vizsgalatok eredményeinek variabilitasa) all. A mért adatok alapjan
meghatarozasra keriilt a patogén-specifikus, illetve a belsé kontroll PCR

eredmények szorasa, varianciaja és variacios koefficiense.

kvantitaciés standard (QS 5; 10 IU/ul) pontossagi adatai a legkisebb

végezték. A pontossagi adatokat az amplifikaciés gorbe CT-értéke alapjan
hataroztak meg (Ct: kuszobciklus, lasd 2. tablazat). Tovabba a pontossagi

adat IU/ul ben megadott kvantitativ eredményét a megfelelé Ct hasznalataval

hataroztak meg (lasd 3. tablazat). Ezen eredmények alapjan barmely, a fenti
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17.65 % (konc.), belsé kontroll detektalasakor 0.90 % (Ct). Ezek az értékek a

meghatarozott variabilitdis minden egyes értékén teljességén alapszanak.

2. tablazat: Preciziés adatok a Ct értékek alapjan

st | o | o | o
g;;:-éa;z:/rgﬂariabilités: 018 0.03 0.50
s | o2 | v |
g;z::z::/r;lanabmtas: 019 0.03 0.4
g;z;jb:;;r;r:;nablhta’s: 0.21 0.04 002
;Zlijz 231?22% QS5 0.48 0.23 1.66
Besg kool 020 004 050

3. tdblazat: Preciziés adatok a kvantitativ eredmények alapjan (1U/ul-ben).

Standard Variancia Variacios
koefficiens [%]

deviacio

osytis | | on | o
s | | s
feomte | o | v | e
;Zliii f\;rs;a;g?:m QS5 179 3.21 17.65
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12.4 Robusztussag

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit robusztussaganak ellenérzése lehetévé teszi
a kit teljes hibaszazalékanak meghatarozasat. 30 parvovirus B19 negativ
szérum mintat kezeltek 1 [U/pl eluciés térfogatd parvovirus B19 kontroll DNS-
el (kimutatdsi hatar Otsz6roés koncentracidja). A QlAamp DNA Mini Kit
segitségével (lasd 9.1. fejezet: DNS izolalas) végrehajtott extrakcid utan az
artus Parvo B19 RG PCR Kit segitségével vizsgaltak ezeket a mintakat. Az
Osszes parvovirus B19 minta hibaszazaléka 0 % volt. Tovabba, a belsé
kontroll robusztussaganak értékelése a 30 parvovirus B19 negativ szérum
mintak vizsgalata alapjan tortént. A teljes hibaszazalék 0 % volt. Gatlas nem

volt megfigyelhet6. igy az artus Parvo B19 RG PCR Kit robusztussaga > 99%.

12.5 Reprodukalhatésag

A reprodukalhatésagi adatok lehetévé teszik az artus Parvo B19 RG PCR Kit
teljesitmény-jellemz8inek rendszeres mérését, valamint mas termékekkel
torténd hatékonysagi 6sszehasonlitast. Ezek az adatok laboratériumi szakmai

alkalmassagi programokban térténé részvételbdl szarmaznak.

13. A termék hasznalatanak korlatjai

* Minden reagens kizarolag in vitro diagnosztikai célra hasznalhato.

* Ezt a terméket kizarolag olyan személy hasznalhatja, aki képzett és
gyakorlott az in vitro diagnosztikai eljarasok teriletén.

* Az optimalis PCR-eredmények eléréséhez a felhasznaldi kézikbnyv
pontos kdvetése szikséges.

* Figyelni kell a dobozon és minden Osszetevé cimkéjén talalhato
lejarati id6kre. Ne hasznaljon lejart reagenst.

* Egyes genotipusok meghatarozasahoz 3-specifikus szekvencia
szilkséges igy a teljesitmény nem garantalt. A primer/prébak
kotédeési régidjaban 1évd esetleges mutaciok miatt az érzékenység
csokkenhet. (Baylis and Buchheit, 2009).
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* Bar ez ritka jelenség, a virdlis genom nagyon konzervativ régidiban a
kitben talalhaté primerek és/vagy probak daltal lefedett teriileteken
kialakul6 mutaciok a virusszam alulbecslését, vagy a virusjelenlét
kimutatasanak hibajat eredményezhetik. Az assay érvényességét és

kivitelezhet6ségét rendszeres id6kdzonként felllvizsgaljak.

14. Figyelmeztetések és ovintézkedések

A vegyszerekkel végzett munka alatt, mindig viseljen megfelelé laboratériumi
kopenyt, eldobhaté kesztyl(t és véd&szemiiveget. Tovabbi informacidjaért,
kérjik olvassa el a megfelel6 biztonsagi adatlapokat (SDS). Ezek elérhettk

online, a www.giagen.com/safety weboldalon, j6l kezelheté, kompakt PDF

formatumban; a weboldalon megtalalhatd, megtekinthetd és kinyomtathaté az

egyes QIAGEN® kitek és kitben talalhato komponensek biztonsagi adatlapja.

A mintat és a vizsgalat hulladékait a helyi biztonsagi eléirdsoknak megfeleléen

tavolitsa el.

15.Minéség-ellendrzés

A QIAGEN ISO -minésitett minéség-ellenérzési rendszerének megfeleléen az
artus Parvo B19 RG PCR Kit minden egyes gyartasi tételét leellenérzik, hogy
az megfelel-e az el6irt paramétereknek, ezzel biztositjak a kit egyenletes és

kifogastalan min6ségét.
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17.Szimbdélumok magyarazata

8 Lejarati datum

o Tételszam

Gyarto
REF Katalogusszam

A Anyagszam

Kézikényv

In vitro diagnosztikai orvosi eszkdz

Z 0 2
EIEREREREREE 3E

Komponensek
CONT Tartalom
Szamok
GTIN Globalis kereskedelmi aruazonosité szam (GTIN)

A
P
\

Vizsgalat elvégzéséhez elegendd <N> tesztet tartalmaz

Hémérséklet korlatozas

SR

Olvassa el a hasznalati utasitast
Qs Kvantifikacios standard

Ic Belsé kontroll
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artus Parvo B19 RG PCR Kit

Védjegyek és jogi nyilatkozatok
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, Rotor-Gene®, UltraSens® (QIAGEN Group).

Dokumentum atdolgozasi elézményei

R4 Ez az artus Parvo RG PCR Kit kézikdnyvének 4. atdolgozasa. A dokumentum
2018. 06. el6z6 verzidjahoz képest tortént valtozasok a kévetkezdk: egy alkalmazasi
teriilettel kapcsolatos nyilatkozat hozzaadasa, a diagnosztikai kiértékelés rész
eltavolitasa, a 36 cellas rotorra és a 0,2 ml-es csdvekre vonatkozé emlités
eltavolitasa, valamint a Rotor-Gene Q készlilék és a szoftver jelenleg elérhetd
verziokra torténd frissitése.

A dokumentumban hasznalt bejegyzett nevek, védjegyek stb. akkor sem tekintheték a torvényi
védelmen kivil esének, ha nem rendelkeznek kiilon jeldléssel.

Az artus Parvo B19 RG PCR Kit CE- minésitett diagnosztikai kit az Eurdpai In Vitro Diagnosztikai
Direktiva 98/79/EC alapjan. Nem minden orszagban elérhetd.

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a megfeleld
QIAGEN kit kézikdnyvében vagy felhasznaloéi utmutatéjaban talalhatok. A QIAGEN kitek kézikdnyvei és
felhasznaléi Gtmutatéi a www.qgiagen.com webhelyen érheték el, vagy a QIAGEN Miszaki
tgyfélszolgalattdl vagy a terliletileg illetékes forgalmazotdl szerezhetdk be.

Ennek a terméknek a megvasarlasa feljogositja a vevét a kit human in vitro diagnosztikai szolgaltatas
teljesitményszinten val6 hasznalatra. A vasarlassal megszerzett hasznalati jogon kivil semmilyen
altalanos szabadalmi vagy barmilyen mas licenc engedélyre nem jogosit ez a megallapodas.

Korlatozott Licenc megallapodas

Ennek a terméknek a hasznalataval barmely artus Parvo B19 RG PCR Kit beszerzéje és hasznaldja
egyetért az alabbi feltételekkel:

1. Az artus Parvo B19 RG PCR Kit a hozza adott artus Parvo B19 RG PCR Kit Handbook
kézikdnyvben szerepld protokollokkal dsszhangban és csak a készletben talalhato elemekkel
egyiitt hasznalhato. A QIAGEN semmilyen esetben sem engedélyezi a szellemi tulajdonjoga
értelmében, hogy a jelen kitben Iévé elemeket a kitben nem megtalalhaté elemekkel egyitt
hasznaljak vagy azokba beépitsék, kivéve abban az esetben, ha az szerepel az artus Parvo B19
RG PCR Kit kézikbnyvében vagy a www.giagen.com honlapon talalhaté tovabbi protokollok
valamelyikében.

2. Akifejezett licenceken kivil a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a készlet és/vagy ennek
hasznalata harmadik fél jogait nem sérti.

3. AKkit és Osszetevéinek licence csak egyszeri hasznalatra érvényes, nem szabad azt Gjra
felhasznalni, feldjitani vagy Ujra értékesiteni.

4. A QIAGEN egyértelmiien elutasit minden mas (kifejezett vagy hallgatélagosan beleértett) licencet,
amelyet kiilén nem nyilvanitott ki.

5. Akit vevéje és felhasznaldja elfogadja, hogy sem 6 maga nem teszi és senki masnak sem
engedélyez semmilyen |épést, amely a fenti pontokban tiltott cselekményre vezet vagy elésegiti
azt. A korlatozott licenc egyezménybe foglalt korlatozasokat a QIAGEN barmely birésagon
keresztiil érvényesitheti, tovabba a licenc megszegdjét a nyomozati és birdésagi eljaras teljes
koltségének megtéritésére kotelezheti, beleértve az ligyvédi dijakat is abban az eljarasban,
amelynek célja a korlatozott licenc, valamint a kithez és 6sszetevéihez kapcsolodo szellemi
tulajdonjog betartatasa.

A legfrissebb licenc feltételekért latogassa meg www.giagen.com honlapot.
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