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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy
vzork( a analyz, které umoznuji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv
biologického vzorku. Nase pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam
zajisti spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy:

B v purifikaci DNA, RNA a proteinu

B v analyzach nukleovych kyselin a protein(

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzork{ a jejich analyz.

Nasi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledk( a technickych
Uspéchl. Vice informaci naleznete na strankach www.giagen.com.
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Sada artus CMV LC PCR

Pro pouziti s pfistrojem LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler 2.0 ke
kvantitativnimu prikazu DNA viru CMV z EDTA plazmy.

1. Obsah
Oznaceni Kat. ¢is. 4503063 Kat. ¢is. 4503065
aobsah 24 reakcf 96 reakcf
CMV LC Master 2 x 12 reakcf 8 x 12 reakci
m CMV Mg-Sol® 1 x 600 pl 1x 600 pl
= . CMV QS 17
Cervena 1 x 10* kopii/y 1x200 pl 1 x200 pl
= o CMV QS 2°
Cervena 1% 10° Kopi/yl 1 x 200 pl 1 x 200 pl
x . CMV Qs 3°
Cervena 1x10° Kopii/yl 1 x200 pl 1 x200 pl
x . CMV QS 4°
Cervena 1x10" Kopii/yl 1 x200 pl 1 x200 pl
CMV LC IC® 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
P Voda (v kvalité vhodné
Bila pro PCR) 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl
° Qs = Kuvantifikaéni standard
IC = Interni kontrola
Mg-Sol =  Roztok horéiku

2. Skladovani

Komponenty sady artus CMV LC PCR se skladuji pfi teploté -15°C az
-30°C a maji ftrvanlivost do data uvedeného na Stitku. Zabrarite
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni (> 2x), snizuje se tim senzitivita. Pfi
nepravidelném pouzivani by proto mély byt reagencie alikvotovany. V pfipadé,
Z?e je nutné komponenty skladovat pfi teploté +4°C, skladujte je takto

maximalné po dobu péti hodin.
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3. Dalsi potfebné vybaveni

¢ Laboratorni rukavice bez pudru

e Sada k izolaci DNA (viz 8.2 I1zolace DNA)

* Pipety (nastavitelné)

» Sterilni pipetovaci $picky s filtrem

e Vortex mixer

e Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml zkumavky

¢ Color Compensation Set (Roche Diagnostics, sada pro barevnou
kompenzaci, kat. ¢is. 2 158 850) k instalaci souboru Crosstalk Color
Compensation na pfistroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler
2.0

e LightCycler Multicolor Demo Set (kat. ¢is. 03 624 854 001) k instalaci
souboru Crosstalk Color Compensation na pfistroji LightCycler 2.0

e Kapilary LightCycler (20 pl)

e Chladici blok LightCycler

e Pristroj LightCycler 1.1/1.2/1.5 (verze softwaru 3.5) nebo LightCycler
2.0 (verze softwaru 4.0)

e Zaviraci nastroj LightCycler

4. VSeobecna bezpecnostni opatreni

Vzdy dbejte na nasleduijici:
* Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.
* Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, kontroly,
amplifikaty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.
¢ V8echny komponenty pfed pocatkem testu uUplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.
¢ Nasledné komponenty fadné promichejte a kratce centrifuguijte.

¢ Pracuijte rychle na ledu nebo v chladicim bloku LightCycler.
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5. Informace o patogenu

Lidsky cytomegalovirus (CMV) se vyskytuje v krvi, tkanich a téméf ve vSech
sekrec¢nich tekutinach infikovanych osob. K pfenosu viru maze dojit peroralné,
pohlavnim stykem, krevni transfuzi nebo pfi transplantaci organud, dale
nitrodélozné nebo perinatalné. CMV ¢asto vede k asymptomatické infekci, po
které virus vtéle celozivotné pretrvava. Pokud se u dospivajicich nebo
dospélych vyskytnou pfiznaky, jsou podobné pfiznakim mononukledzy
s horeckou, slabé hepatitidy a celkové indispozice. Tézky prabéh infekce CMV
byl pozorovan zejména u pacientd infikovanych nitrodélozné a wu

imunodeficientnich pacientu.

6. Princip PCR s hodnocenim v redlném ¢ase

PFi diagnostikovani pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu plvodce. Detekce amplifikatu probiha pfi
PCR v redlném ¢ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla
vazana na oligonukleotidové sondy, které vytvareji s amplifikatem specifickou
vazbu. Detekce intenzity fluorescence v prabéhu PCR vredlném case
umoznuje prikaz a kvantifikaci kumulujiciho se produktu, aniz by bylo nutné

po PCR znovu otevirat reakéni zkumavky (Mackay, 2004).

7. Popis vyrobku

Sada artus CMV LC PCR je systém k pfimému pouziti uréeny k detekci DNA
viru CMV pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) v pfistroji LightCycler.
CMV LC Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci
Useku 105 bp genomu CMV a pro pfimou detekci specifického amplikonu
pomoci pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5, pfipadné LightCycler 2.0. Kromé toho
sada artus CMV LC PCR obsahuje druhy heterologni amplifikacni systém pro

prtikaz potencialni inhibice PCR.
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Produkt PCR ‘ Vybér fluorescenénich kanalu

‘ PFistroj LightCycler 1.1/1.2/1.5 PFistroj LightCycler 2.0
CMV F1 530
CMV LC ICr F3/Back-F1 705/Back 530

Amplifikace a detekce této Interni kontroly (IC) nema negativni vliv na limit
detekce analytické CMV PCR (viz 11.1 Analytickd senzitivita). Spolu
s produktem se dodavaji externi pozitivni kontroly (CMV QS 1-4), pomoci
nichz Ize urcit mnozstvi plvodce ve vzorku. Dal$i informace naleznete v &asti
8.4 Kvantifikace.

Upozornéni: Teplotni profil pro detekci cytomegaloviru pomoci sady
artus CMV LC PCR odpovida teplotnimu profilu sady artus EBV LC PCR,
artus HSV-1/2 LC PCR a artus VZV LC PCR. Reakce PCR pro tyto
systémy artus je proto mozné provadét a analyzovat v jednom béhu.
Vezméte v Gvahu doporuceni tykajici se analyzy PCR uvedena v kapitole
8.4 Kvantifikace a 9. Analyza dat.

8. Protokol

8.1 Preanalytika: Odbér, skladovani a preprava vzorki
Upozornéni: Se vSemi vzorky se musi zachazet jako s potencialné
infekénimi.

Upozornéni: Dosud zndmé Udaje prokazuji EDTA nebo citrdtovou plazmu
jako nejvhodnéjsi vzorek pro prikaz CMV. Doporucujeme tedy pouzivat tyto
materialy se sadou artus CMV LC PCR.

Validace sady artus CMV LC PCR byla provedena pomoci vzork( lidské
EDTA plazmy. Jiné vzorky nejsou validovany. Pro pfipravu vzorkd pouzivejte

pouze doporuc¢ené sady k izolaci nukleovych kyselin (viz 8.2 1zolace DNA).

Je nezbytné dodrzovat nasledujici pfedpisy pro odbér, skladovani a pfepravu.

8.1.1 Odbér vzorkt
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Kazdy odbér krve je podminén naruSenim krevnich cest (tepny, zily, kapilary).
Pouzivat se smi pouze nezavadny a sterilni material. Pro odbér krve by mély
byt k dispozici odpovidajici jednordzové pomacky. K punkci Zily by se nemély
pouzivat pfili§ jemné kapilarni jehly. Odbér zilni krve by mél byt proveden na
vhodnych mistech v oblasti loketni jamky, pfedlokti nebo na hibetu ruky. Krev
odebirejte do standardnich odbérovych zkumavek (Cerveny uzavér, Sarstedt
nebo ekvivalentni zkumavky jinych vyrobcd). Odeberte 5-10 ml EDTA krve.
Zkumavky by mély byt bezprostfedné po odbéru promichany opakovanym

obracenim (8x, netfepat).

Upozornéni: VVzorky pacientd, kterym byl podan heparin, se nesmi pouzivat
(viz 8.1.4 Rusivé latky).

8.1.2 Skladovani vzorku

PIna krev by méla byt béhem Sesti hodin rozdélena na plazmu a bunécné
elementy centrifugaci pfi 800-1600 x g po dobu 20 minut. Oddélena plazma
musi byt pfevedena do sterilni polypropylenové zkumavky. Vykonnost testu
muze byt opakovanym zmrazovanim nebo del$im skladovanim vzorku

narusena.

8.1.3 Preprava vzorkul

Vzorky by mély byt pfepravovany zasadné v nerozbitnych transportnich
nadobéch, aby se zabranilo eventualnimu nebezpedi infekce pfi Uniku vzorku.
Vzorky musi byt zaslany podle platnych mistnich a statnich predpisti pro

prepravu latek vyvolavajicich nakazu.”

Pfeprava nesmi trvat déle nez Sest hodin. Skladovani na misté odbéru se
nedoporucuje. Transport postou je mozny, musi se vSak dbat na zakonné
predpisy. Doporu€ujeme prfepravu kuryrem. Krevni vzorky by meély byt
zasilany chlazené (+2 az +8 °C) a oddélena plazma hluboce zmrazena
(=20 °C).

International Air Transport Association (IATA; Mezinarodni asociace leteckych
dopravct). Dangerous Goods Regulations (pfedpisy pro pfepravu nebezpe¢ného
nékladu), 41. vydani, 2000.704.
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8.1.4 Rusivé latky

Zvy$ené hodnoty bilirubinu (= 4,5 mg/dl) a lipida (= 1100 mg/dl) stejné jako
hemolytické vzorky analyticky systém CMV neovliviiuji. Heparin narusuje
PCR. Vzorky, které byly odebrany do zkumavek obsahujicich heparin jako
antikoagulant, nesmi byt pouzity. Stejné tak se nesmi pouzivat vzorky

heparinizovanych osob.

8.2 lzolace DNA

K izolaci DNA CMV doporuc€ujeme nasledujici izolacni sady:

Material Sada k izolaci Katalogové Vyrobce Nosicova
vzorku nukleovych kyselin &islo Y RNA
QlAamp® DSP 5
EDTA plazma Virus Kit (50) 60704 QIAGEN obsazena
EZ1° DSP S
EDTA plazma Virus Kit (48)* 62724 QIAGEN obsazena

*Urena k pouziti ve spojeni s kartou EZ1 Advanced (kat. ¢is. 9001411) a EZ1
Advanced DSP Virus (kat. &s. 9018306) nebo BioRobot® Ez1 DSP
(kat. ¢is. 9001360) a EZ1 DSP Virus (kat. &is. 9017707). Sada EZ1 DSP Virus je
rovnéz dostupnd jako sada EASYartus® CMV LC PCR s certifikaci CE-IVD
v kombinaci se sadou artus CMV LC PCR (kat. ¢is. EA10303 a EA10304).

* Pouziti nosicové RNA je rozhodujici pro ucinnost izolace a nasledné i
vytézek DNA/RNA. Pro vétsi stabilitu nosiCové RNA dodavané spolu se
sadou QIAamp DSP Virus a EZ1 DSP Virus se drzte pokyn( pro
manipulaci a skladovani nosi¢ové RNA uvedenych v pfiru¢ce k pfislusné
sadé (QIAamp DSP Virus Kit Handbook a EZ1 DSP Virus Kit Handbook).

Dulezité: Interni kontrolu sady artus CMV LC PCR Ize vlozit pfimo do izolace.

Dbejte na to, aby byl pfi izolaci zpracovan také jeden negativni vzorek plazmy.

Odpovidajici signal Interni kontroly je zdkladem pro vyhodnoceni izolace (viz

8.3 Interni kontrola).

8.3 Interni kontrola

Interni kontrola (CMV LC IC) je soucasti produktu. Uzivatel ma tak moznost
kontrolovat jak izolaci DNA, tak pfipadnou inhibici PCR (viz Obr. 1). Pro

tuto aplikaci pfidejte k izolaci Interni kontrolu v poméru 0,1 pl na 1 pl eluéniho
]
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objemu. Pouzivate-li sadu QlAamp DSP Virus a DNA eluujete napriklad
v 60 pl pufru AVE, je nutné pfidat 6 pl Interni kontroly. PFi pouziti izolaéni sady
EZ1 DSP Virus musi byt Interni kontrola pfidana podle pokynli uvedenych
v pfiru¢ce k sadé (EZ1 DSP Virus Kit Handbook). Mnozstvi pouzité Interni
kontroly zavisi vyhradné na eluénim objemu. Interni kontrola a nosi€¢ova RNA
(viz 8.2 1zolace DNA) musi byt pfidavany vyhradné v souladu s pokyny
v pfiru¢ce k pfislusné sadé (QlAamp DSP Virus Kit Handbook nebo EZ1 DSP
Virus Kit Handbook).

Interni kontrola se nesmi pfidavat pfimo ke vzorku. Pfi pfidavani k lyzaénimu
pufru se musi dbat na to, aby byla smés Interni kontroly a lyzaéniho pufru /
nosiCové RNA cerstvé pfipravena a ihned pouzita (skladovani smési pfi
pokojové teploté nebo vlednici muize jiz po nékolika hodinach vést
k vynechéani Interni kontroly a ke sniZeni efektivity izolace). Interni kontrolu ani

nosi¢ovou RNA nepridavejte pfimo ke vzorku.

Aby byla izolace hodnocena jako Uspésna, musi hodnota Ct Interni kontroly
negativniho vzorku plazmy zpracovavaného pfi izolaci dosahovat hodnoty Ct,
jak uvadi tabulka 1. Uvedena variabilita je podminéna pfistrojovou variabilitou
a variabilitou izolace. VétSi odchylka poukazuje na problémy s izolaci. V tomto
pfipadé musi byt izolace pfezkouSena a popfipadé noveé validovana. Pokud se
vyskytnou dalSi otazky nebo problémy, kontaktujte prosim naSe Technické

sluzby.

Tabulka 1: Pfijatelny rozsah hodnot Ct Interni kontroly negativniho vzorku plazmy

Izolaéni sada Pristroj FIuorkzsrglanéni Anmaéi/éi[;::é Hodnota Ct
Ve 05| YN3NY | remacery | MOGTRMAURE | 14
e e HOnCYCler | 705/Back 530 | Automaticka 143
oL bsP M “9“;%’ cler | 7o5/Back 530 |  Automaticka 1543

Volitelné Ize Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice

PCR (viz Obr. 2). V tomto pfipadé pfidejte 1 pl Interni kontroly a 2,5 pl roztoku
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CMV Mg-Sol na jednu reakci pfimo do 12,5 pyl smési CMV LC Master. Na
kazdou reakci PCR pouzijte 15 ul smési Master Mix (viz postup vyse) a
pridejte 10 pl izolatu. Jestlize pfipravujete jeden béh PCR pro vice vzorkd,
zvyste potfebna mnozstvi CMV LC Master, CMV Mg-Sol a Interni kontroly
podle poctu vzorku (viz 8.5 Priprava PCR).

Sady artus EBV LC PCR a artus CMV LC PCR obsahuiji identickou Interni
kontrolu (IC). Identickou Interni kontrolu obsahuji rovnéz sady artus HSV-
1/2 LC PCR a artus VZV LC PCR.

8.4 Kvantifikace

S Kvantifikacnimi standardy (CMV QS 1-4) dodavanymi spolu s produktem se
zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve stejném objemu
(10 pl). Chcete-li vytvofit v pfistroji LightCycler standardni kfivku, pouzijte

vSechny ¢&tyfi Kvantifikacni standardy v souladu s nasledujicim postupem:
Pristroj LightCycler 1.1/1.2/1.5

Na Sample Loading Screen (Obrazovka vlozeni vzork() definujte CMV QS 1—
4 jako standardy s uvedenymi koncentracemi (viz uzivatelska pfirucka
k pfistroji LightCycler (LightCycler Operator’s Manual), verze 3.5, kapitola B,
2.4. Sample Data Entry (Zadani udaji o vzorcich)).

Pristroj LightCycler 2.0

Chcete-li definovat standardy, aktivujte v nabidce okna Samples (Vzorky)
funkci Analysis Type (Typ analyzy) a zvolte moznost Absolute Quantification
(Absolutni kvantifikace). Nyni muzete CMV QS 1-4 definovat jako standardy a
zadat u kazdého odpovidajici koncentraci (viz uZivatelska pfiru¢ka k pfistroji
LightCycler (LightCycler Operator's Manual), verze 4.0, kapitola 2.2 Entering
Sample Information (Zadani udaji o vzorku)). Dulezité je, aby nebyla
aktivovana funkce Enable Controls (Aktivovat kontroly). V opacném pfipadé
by byl omezen vybér moznosti analyzy dat (viz 9.2 Vyhodnoceni dat PCR na
pristroji LightCycler 2.0).

PFi pfipravé analyzy PCR se zvySeni objemu zpuUsobené pfidanim Interni kontroly
nezohledriuje. Senzitivita detekéniho systému neni ovlivnéna.
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Pokud jste do béhu PCR integrovali vice nez jeden systém artus pro
detekci herpetickych vird, analyzu téchto odliSnych systémd pomoci

odpovidajicich Kvantifikacnich standardu provedte oddélené.

Upozornéni: Aby byla zaruéena presna kvantifikace, dirazné doporucujeme
doplnit smés Master Mix uréenou pro Kvantifikacni standardy odpovidajicim
mnozstvim Interni kontroly. Pro kazdy Kvantifikaéni standard (CMV QS 1 —
CMV QS 4) proto pfidejte 1 pl Interni kontroly a 2,5 ul CMV Mg-Sol pfimo do
12,5 ylsmési CMV LC Master (schématicky prehled viz Obr. 2). Toto
pipetovaci schéma plati obecné pro Kvantifikacni standardy CMV bez ohledu

na to, kolik jich bylo pouzito.

Kvantifikacni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro pfepocet hodnot
ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se pouziva nasleduijici

vzorec:

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

Vysledek (kopie/ml) =
objem vzorku (ml)

Zdlraznujeme, Ze do vySe uvedeného vzorce se dosazuje zasadné plvodni
objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci
nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho

zvySeni doplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

Dulezité: Na strankadch www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX je

k dispozici pfiru¢ka pro kvantitativni analyzu systémG artus na pfistroji
LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler 2.0 (Technical Note for
guantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument).

8.5 Priprava PCR

Ovéfte, Ze jak Chladici blok, tak kapilarni adaptéry (pfisluSenstvi pfistroje
LightCycler) jsou predem ochlazeny na +4 °C. Do adaptért Chladiciho bloku
vloZte pozadovany pocet kapilar LightCycler. Dbejte na to, aby byl do kazdého
béhu PCR zahrnut alespon jeden Kvantifikacni standard a jedna negativni
kontrola (voda v kvalit¢ vhodné pro PCR (Water, PCR grade)). Chcete-li
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vytvofit standardni kfivku, pouzijte u kazdého bé&hu PCR vSechny
Kvantifikacni standardy (CMV QS 1-4) dodavané spolu s produktem. Pred
kazdym pouzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazeny, promichany
(opakovanym nabérem pipetou a vypusténim pipety nebo rychlym

protfepanim ve vortexu) a kratce centrifugovany.

Chcete-li pomoci Interni kontroly sledovat jak izolaci DNA, tak moznou
inhibici PCR, Interni kontrola musi byt pfedem pfidana kizolaci (viz
8.3 Interni kontrola). V tomto pfipadé pouzijte nasledujici pipetovaci schéma
(schématicky prehled viz Obr. 1):
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Pocet vzorku ‘ 1 ‘ 12

- CMV LC Master 12,5 pl 150 pl
1. Priprava
smési Master CMV Mg-Sol 2,5l 30 pl
Mix CMV LC ICr oul Ol
Celkovy objem 15 pl 180 ul
2. Priprava Master Mix 15 pl po 15 pl
reakce PCR Vzorek 10 pl po 10 pl
Celkovy objem 25l po 25 pl

Chcete-li Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole inhibice PCR, je tfeba
ji pfidat pfimo ke smési CMV LC Master. Vtomto pfipadé pouzivejte

nasledujici schéma pipetovani (viz také schématicky prehled na Obr. 2):

Pocet vzorkl 1 12
1. Piprava CMV LC Master 12,5 ul 150 pl
smési Mast CMV Mg-Sol 2,5l 30 pl
Mix CMV LC ICa 1l 12 pl
Celkovy objem 16 pl” 192 pl
2. PFiprava Master Mix 15 pl po 15 pl
reakce PCR Vzorek/CMV QS 1-4 10 pl po 10 pl
Celkovy objem 25 ul po 25 pl

Do plastového zasobniku kazdé kapilary preneste pipetou 15 pl smési
Master Mix. Nasledné pfidejte 10 pl eluatu z izolace DNA. Obdobné musite
pfidat 10 pyl alespon jednoho Kvantifikacniho standardu (CMV QS 1-4) jako
pozitivni kontrolu a jako negativni kontrolu 10 pl vody v kvalité vhodné pro
PCR (Water, PCR grade). Kapilary uzaviete. Pro vytvoreni standardni kfivky
ddrazné doporucujeme doplnit smés Master Mix uréenou pro Kvantifikacni
standardy odpovidajicim mnoZstvim Interni kontroly (viz 8.4 Kvantifikace).
Pro pfenos smési z plastového zasobniku do kapilary pouzijte stolni
centrifugu. Adaptéry obsahujici kapilary centrifugujte po dobu deseti sekund
pfi maximalné 400 x g (2 000 ot/min).

PFi pfipravé analyzy PCR se zvySeni objemu zpuUsobené pfidanim Interni kontroly
nezohledriuje. Senzitivita detekéniho systému neni ovlivnéna.
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Pridani Interni kontroly do purifika€niho procesu

-
Y

N

Obr. 1: Schéma pracovniho postupu kontroly purifikaéniho procesu a
inhibice PCR.

*Ujistéte se, Ze roztoky jsou dokonale rozmrazené, dobie
promichané a kratce odstfedéné.
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Pridani Interni kontroly do smési artus Master

v ¥/

\
-
-

Obr. 2:  Schéma pracovniho postupu kontroly inhibice PCR.

*Ujistéte se, Ze roztoky jsou dokonale rozmrazené, dobfe
promichané a kratce odstfedéné.
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8.6 Programovani pristroje LightCycler
8.6.1 Programovani pristroje LightCycler 1.1/1.2/1.5

Pro detekci DNA viru CMV vytvorte na pfistroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 teplotni
profil na zékladé nasledujicich péti kroku (viz Obr. 3-7).

A.  Pocatecni aktivace enzymu pro Hot Start Obr. 3
B.  Krok ,Touch Down® Obr. 4
C. Amplifikace DNA Obr. 5
D. Kfivka tani (volitelné) Obr. 6
E. Chlazeni Obr. 7

Zvlastni pozornost vénujte nastaveni Analysis Mode (Rezim analyzy),
Cycle Program Data (Programové Udaje cyklu) a Temperature Targets
(Teplotni cile). Na obrazcich jsou tato nastaveni zvyraznéna c&ernymi
ramecky. DalSi informace o programovani LightCycler 1.1/1.2/1.5 najdete
v uZivatelské pfiru¢ce k tomuto pfistroji (LightCycler Operator’'s Manual). Krok
D (KFivka tani) je v programu PCR volitelny. Potfebny je pouze pro rozli§eni
mezi HSV1 a HSV2 pfi pouziti sady artus HSV-1/2 LC PCR.

1 Cycle Program Data| Mr_ 2
— — 1y Quantification .
M[_ﬂﬂ Melting Curves

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

Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
l—Acquisiﬁon Mode
7, EF [ [ o

Obr. 3: Pocate¢ni aktivace enzymu pro Hot Start.
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Cycle Program Data RreNEe Rade

1-5 Cycles| 103 Quantification — 2

Melting Curves

emperature Targets
Target Temperature (‘%
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|— r-Aoquisiﬁon Mode

{[NONE |= (Ol

Obr. 4: Krok ,Touch Down*.

1 '(.»de Program Data Analysis Mode| None 2
e 5 p—
%e_sl_wlj 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)
rAcquisition Mode

(e 55 |so00[fio 300 |50 | NONE |5 QoS

Obr. 5: Amplifikace DNA.
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Cycle Program Data|

1 cyetes 1

‘Temperature largets
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

Obr. 6: Kfivka tani (potfebna pouze
pfi sou¢asném pouziti sady artus HSV-1/2 LC PCR).

Cycle Program Data

1 oy 1

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

Secondary Target Temperature ('C)
(Slep Size (‘'C)

Quantification
Melting Curves

Step Delay (cycles)
|—Aoquisition Mode

g
o

Obr. 7: Chlazeni.
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8.6.2 Programovani pristroje LightCycler 2.0

Chcete-li naprogramovat b&éh PCR pomoci pfistroje LightCycler 2.0, aktivujte
v hlavni nabidce moznost New (Novy) a zvolte LightCycler Experiment.

Dale pro detekci DNA viru CMV vytvofte na pfistroji LightCycler 2.0 teplotni
profil na zékladé nasledujicich péti krokud (viz Obr. 8-12).

A.  Pocatecni aktivace enzymu pro Hot Start Obr. 8
B.  Krok ,Touch Down* Obr. 9
C. Amplifikace DNA Obr. 10
D. Kfivka tani (volitelné) Obr. 11
E. Chlazeni Obr. 12

Krok D je v programu PCR volitelny. Potfebny je pouze pro rozliSeni mezi
HSV1 a HSV2 pfi pouziti sady artus HSV-1/2 LC PCR.

Nezapomerite nejdfive zadat pocet kapilar pfipravenych pro dany béh PCR
(Max. Seek Pos., viz Obr. 8).

StartRun|=nd Progran]s 10Cyeled Color C ‘v,r“w” E Options |
Pragrams | Online Data Display | Run Notes |
[Setup ['] Programs
Default Channel| 530 vi -~ § Program Neme | Cycles Analysis Mode = 2
Seek Temperat 30 :' + »|Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 ilNone
1 =l Max Seek Pos. 12 S _I
Instrument Type 6 Ch. | ;]‘
Capillary Size: |20 v ‘
= T ———
Temperature Targets
J Torget| Mol Ramp | Sec | oEp | SEp | Acquistion Mode
il | (C) |(hhimm:ss) Rate | Terget Size | Delay p— 3
blos  =lootoo0 220 S0 2o 2l 2{None ~]

Obr. 8: Pocatec¢ni aktivace enzymu pro Hot Start.
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StenRunI':nd F‘mgrun{< 1005 : El Opliontl
Programs I Online Data Display] Run Notes |
Setup Programs
Default Channell 530 w|| AN |Program Name | Cycles Analysis Mode
SeekTemperaf30 2| | |4 |Initiel Activation of the Hot Stert Enzyme |1 < |None N 1
~ |~ Touch Down Step 10 < |None vl
Max. Seek Pos.|12 j

InswmemTypm
Capillary Size: {204 v|

=

el
L= Program Temeeraluva Tzaets
_AJ Target| Hold Ramp | Sec | Step | Step | Acquisition Mode
v ('C) |(hhmmss)| Rate |Target| Size | Delay
—fls =foooooszfo  Flo Ffo S0 =None 2
—f§ 165 5]000020°5120 o165 Wil ell  IwiNone
P2 00:00:15 5120 {0 slo slo 2{None

Obr. 9: Krok ,Touch Down*.

Start RunlEnrl F‘(ogmnl~ 101G ColorComp (1:141” LI Opﬁnnll
Programs I Online Data Displayl Run Notes l
Setup Programs
Default Channel| 530 :J A f |Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat30 2] | ] [Iniial Activation of the Hot Start Enzyme |1 -+ {None M _1
s = | |Touch Down Step 10 = |None .-
Shae £ R :hb Amplification of the DNA 40 5 {Quantification v
Instrument Typel6 Ch. v/ L’
Capillary Size: |20 v |
Program Temperature Targets
AR | Target Hold Ramp | Sec tep tep Acquisition Mode
T (C) |(hhmmss)| Rate |Target Size | Delay
| 195 S100:00:05 w20  Si0 S0 S0 v |None | -2
=1 55 00:00:20 v20 ~i0 S0 S0 v |Single -
o Lard 00:00:15 $110 i [ (O 5 {None i

Obr. 10: Amplifikace DNA.
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StenRun|‘ F‘ragvarr{* 100 olor Comp rfya“ L’ Opﬁons[
Programs I Online Data Display] Run Notes I
Setup Programs
Default Channell 530 ﬂ Al Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat 30 ’J +1 Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 None ] -
12 ~(||= | Touch Down Step 110 -{None Jod -1
N = —J |Amplification of the DNA 40 Quantification ]
Instrument TypeB Ch. v | '+ By [Melting Curve 1 2 {Melting Curves |
Capillary Size: 20| |
Ca s Al
Proarcm Temgemmre ngets
_AQ |Terget| Hold Ramp | Sec | Step | Step | A Mode
= (hhmm:ss)| Rate |Target| Size | Delay
—4 |5 Sfooooor S0 2fo Sfo < {None =2
=f Iso SjooooasSje0 S0 S0 o < {None vl
« @plso  Sloooooo Sjo1 S0 S0 S0 < | Continuous vi
Obr. 11: Kfivka tani (potfebna pouze
pii sou€asném pouziti sady artus HSV-1/2 LC PCR).
Start Run ogran|s 100 ~| Options|
Programs I Online DaﬂnDlspIay| Run Notes |
rSeup——————————— Programs
Defaul\ChanneI]%U :] | AN Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat 30 ﬁ + Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 v |None )4
I———‘ | Touch Down Step 10 None v
Max SeekPos.|12 = ‘ Amplification of the DNA 40 -5 | Quantification v 1
Instrument TYP45 Ch J Melting Curve 1 = {Melting Curves [
Capillary Size: |20 pl __j »|Cooling 1 None -
Co el
Program Temperature Targets
A Target| Hold Ramp | Sec | Step Step Acquisition Mode
| 1 (9 (hﬂmgrsks)r Rate | Target| Size | Delay | ) 2
rlao 2000030 = 2o 2o 2o Z{None !
=y
K4

Obr. 12: Chlazeni.

Chcete-li zadat specifikace vzorku, aktivujte tlacitko Samples (Vzorky).

V okné Capillary View (Zobrazeni kapilar) nejprve zadejte celkovy pocet

smési pfipravenych pro dany béh PCR (Sample Count, (Pocet vzorka)).

nazev.
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* Dale zvolte u polozky Selected Channels (Vybrané kanaly) fluorescencni
kanal 530 pro detekci analytické CMV PCR a 705 pro detekci PCR Interni
kontroly.

e U polozky Analysis Type (Typ analyzy) zvolte moznost Absolute
Quantification (Absolutni kvantifikace) a definujte zde standardy, ke
kterym pfifadite odpovidajici koncentrace (viz 8.4 Kvantifikace).

* Ddlezité je, aby nebyla aktivovana funkce Enable Controls (Aktivovat
kontroly). VV opacném pfipadé by byl omezen vybér moznosti analyzy dat
(rezim Fit Points neni k dispozici, viz 9.2 Vyhodnoceni dat PCR na
pristroji LightCycler 2.0). U polozky Target Name (Oznaceni cile)
mizete zvolenym fluorescenénim kanalim 530 a 705 pfifadit cilové
sekvence, které maji byt detekovany (CMV nebo Interni kontrola).
Vyplnéni sloupce Target Name usnadriuje funkce Auto Copy (Automatické
kopirovani). Definujete-li Target Name, ziskate lepSi pfehled, ale pro
analyzu dat to neni naprosto nezbytné.

e Chcete-li pro analyzu dat vytvofit standardni kfivku, musite definovat
Kvantifikacni standardy vcetné odpovidajicich koncentraci. U polozky
Sample type (Typ vzorku) proto zvolte moznost Standard a dale
Concentration, kde u kazdého standardu zadate odpovidajici koncentraci.

* Naprogramovany teplotni profil Ize ulozit na pevny disk pocitace, abyste
ho mohli znovu pouzit pro dalSi béhy. Za timto u€elem aktivujte v nabidce
File (Soubor) funkci Save As (Ulozit jako). Nasledné se vam otevie nové
okno. Pod poloZkou Templates and Macros (Sablony a makra) zvolte
nabidku Run Templates (Sablony b&hti), kam pod vhodnym nazvem data
ulozite.

* Béh PCR spustite pfechodem do pole Run (Béh), kde aktivujete funkci
Start Run (Spustit béh; viz Obr. 13). Program PCR se spusti poté, co

zadate misto, kam se maji data ukladat.
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1 Btort Runf 1o gran| F100ycled Coler o (04| ~| Options |

Programs | Online Data Display | Run Notes |

~Setup [ Programs

DefaultChannel[530 v | | A || |Program Name | Cycles | AnalysisMode

SeekTemperel“ 30 ﬁ i’ Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 *E' None i
12 — | | Touch Down Step |10 _~{None =

jleic =esk Ros ] j _-_’ Amplification of the DNA 40 < | Quantification X

Instrument Type 6 Ch j ;] _|Melting Curve 1 _; Melting Curves =

Capillary Size: [20p ¥ ’1909!@ 1 = {None ¥

| Progrnnyransmpeﬁ‘:truye Targets. |
Target ‘ Hold Ramp Sec | Step | Step Acquisition Mode
('C) |(hhmmss) Rate |Target| Size | Delay

dlao SfoooonSfeo Flo Fo F{o SiNone ~|

| -

Obr. 13: Spusténi béhu PCR.

9. Analyza dat

9.1 Vyhodnoceni dat PCR na pristroji LightCycler
1.1/1.2/1.5

K analyze dat PCR ziskanych pomoci pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5
doporucujeme pouzivat software LightCycler verze 3.5.

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kanaly vyskytuiji interference.
Software pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 obsahuje soubor s nazvem Color
Compensation File, ktery tyto interference kompenzuje. Soubor oteviete pred
reakci PCR, v jejim pribéhu i po ni aktivaci tlacitka Choose CCC File (Vybrat
soubor CCC) nebo Select CC Data (Vybrat data CC). Neni-li nainstalovan
zadny soubor Color Compensation File, vytvofte ho podle navodu v pfiru¢ce
pro obsluhu pfistroje LightCycler. Po aktivaci Color Compensation File se ve
fluorimetrickych kanalech F1, F2 a F3 objevi oddélené signaly. Chcete-li
analyzovat vysledky PCR, které byly ziskany pomoci sady
artus CMV LC PCR, zvolte tento zpuUsob zobrazeni fluorescence: F1 pro
analytickou CMV PCR a F3/Back-F1 pro PCR Interni kontroly. PFi analyze
kvantitativnich béhll se drzte pokynl uvedenych v kapitole 8.4 Kvantifikace a

v dokumentu Technical Note for quantitation on the LightCycler
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1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument, ktery je k dispozici na strankach
www.giagen.com/Products/BylL abFocus/MDX.

Pokud jste do béhu PCR integrovali vice nez jeden systém artus pro
detekci herpetickych vird, analyzu téchto odliSnych systémd pomoci
odpovidajicich Kvantifikacnich standardi provedte oddélené. Pro

analyzu zvolte proto pfislusné pozice v karuselu.
Mohou se objevit nasledujici vysledky:

1. Ve fluorimetrickém kanalu F1 je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje CMV DNA.

V tomto pfipadé je detekce signélu v kanalu F3/Back-F1 podruznd, protoZze vysoké
vychozi koncentrace DNA viru CMV (pozitivni signal v kanalu -F1) mohou vést
k redukovanému az chybéjicimu fluorescenénimu signalu Interni kontroly v kanalu
F3/Back-F1 (kompetice).

2. Ve fluorimetrickém kanalu F1 neni detekovan zadny signal. Soucasné se
v kanalu F3/Back-F1 objevuje signdl Interni kontroly.

Ve vzorku neni prokazatelnda zadna CMV DNA. Lze jej proto

povazovat za negativni.

Pfi negativni CMV PCR vylucuje detekovany signal Interni kontroly mozZnost inhibice
PCR.

3. Vkandlu F1 ani F3/Back-F1 neni detekovan zadny signal.
Neni mozné uéinit diagnosticky zavér.
Pokyny tykajici se pfi€in chyb a jejich feSeni najdete v kapitole 10. Odstranovani

poruch.

Priklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na Obr. 14 a
Obr. 15.
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Obr. 14: Prlkaz Kvantifikacnich standardi (CMV QS 1-4) ve
fluorimetrickém kanalu F1 pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5.
NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Obr. 15: Prilkaz Interni kontroly (IC) ve fluorimetrickém kanalu
F3/Back-F1 pFistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 pfi soucasné
amplifikaci Kvantifikacnich standardd (CMV QS 1-4). NTC:
beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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9.2 Vyhodnoceni dat PCR na pfistroji LightCycler 2.0

K analyze dat PCR ziskanych pomoci pfistroje LightCycler 2.0 pouzivejte
software LightCycler verze 4.0. Proctéte si pokyny uvedené v uzivatelské
pfiru€ce k pfistroji LightCycler 2.0 (LightCycler 2.0 Instrument Operator's
Manual Version 4.0).

PFi analyze dat PCR se drzte nasledujiciho postupu (viz Obr. 16):

* V nabidce aktivujte funkci Analysis (Analyza) a zvolte moznost Absolute
Quantification (Absolutni kvantifikace). Pomoci této funkce by se méla
v zasadé analyzovat vSechna amplifikacni data ziskana s vyuzitim sady
artus LC PCR.

e Software LightCycler verze 4.0 obsahuje soubor s nazvem Color
Compensation File, ktery kompenzuje interference mezi fluorescenénimi
kanaly u vicebarevnych analyz. Soubor oteviete v pribéhu reakce PCR
nebo po ni aktivaci moznosti Color Comp (On/Off) a nasledné Select
Color Compensation (viz Obr. 16). Neni-li nainstalovan zadny soubor
Color Compensation File, vytvofte ho podle navodu v uzivatelské pfiru¢ce
k pfistroji LightCycler (LightCycler Operator’s Manual).

* Po aktivaci souboru Color Compensation File se ve fluorescencnich
kanalech objevi oddélené signaly. Chcete-li analyzovat vysledky PCR,
které byly ziskany pomoci sady artus CMV LC PCR, zvolte tento zplsob
zobrazeni fluorescence: 530 pro analytickou CMV PCR a 705/Back 530
pro PCR Interni kontroly.
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Obr. 16: Aktivace souboru Color Compensation File a vybér
fluorescenéniho kanalu.

Pfi analyze kvantitativnich béht se drzte pokynt uvedenych v kapitole
8.4 Kvantifikace a v dokumentu Technical Note for quantitation on the
LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument, ktery je k dispozici
na strankach www.giagen.com/Products/BylL abFocus/MDX.

Po nastaveni moznosti analyzy se mohou objevit nasledujici vysledky:

1. Ve fluorescenénim kanalu 530 je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje CMV DNA.

V tomto pFipadé je detekce signalu v kanalu 705/Back 530 podruzna, protoze vysoké
vychozi koncentrace DNA viru CMV (pozitivni signal v kanalu -530) mohou vést
k redukovanému az chybéjicimu fluorescenénimu signalu Interni kontroly v kanalu
705/Back 530 (kompetice).
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2. Ve fluorescenénim kanalu 530 neni detekovan zadny signal. Sou€asné se
v kanéalu 705/Back 530 objevuje signal Interni kontroly.

Ve vzorku neni prokazatelnd zadna CMV DNA. Lze jej proto

povazovat za negativni.

PFi negativni CMV PCR vylu€uje detekovany signal Interni kontroly moznost inhibice
PCR.

3. V kandlu 530 ani 705/Back 530 neni detekovan zadny signal.
Neni mozné ucinit diagnosticky zaver.
Pokyny tykajici se pfi¢in chyb a jejich feseni najdete v kapitole 10. Odstranovani
poruch.

Priklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrazcich
Obr. 17 a Obr. 18.
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Obr. 17: Prakaz Kvantifikacnich standarddi (CMV QS 1-4) ve
fluorescenénim kanalu 530 pfistroje LightCycler 2.0. NTC:
beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

Amplification Curves
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Obr. 18: Priikaz Interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu
705/Back 530 pfistroje LightCycler 2.0 pfi soucasné
amplifikaci Kvantifikacnich standardd (CMV QS 1-4). NTC:
beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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10. Odstranovani poruch

Zadny signal u pozitivnich kontrol (CMV QS 1-4) ve fluorescenénim
kanélu F1 nebo 530:
*  Fluorescenéni kanal zvoleny pro analyzu dat PCR neodpovida protokolu.
= Kanalyze dat zvolte pro analytickou CMV PCR fluorescenéni kanal
F1 nebo 530 a pro PCR Interni kontroly fluorescen¢ni kanal F3/Back-
F1 nebo 705/Back 530.
* Naprogramovani teplotniho profilu pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo
LightCycler 2.0 je chybné.
- Porovnejte teplotni profil s Gdaji v protokolu (viz 8.6 Programovani
pristroje LightCycler).
* Konfigurace reakce PCR je chybna.
- Porovnejte svdj pracovni postup s pipetovacim schématem (viz
8.5 Priprava PCR), pfipadné PCR zopakujte.
¢ Podminky uchovavani jednoho nebo vice komponentt sady neodpovidaji
pokynim uvedenym v kapitole 2. Skladovani nebo je sada
artus CMV LC PCR prosla.
= Zkontrolujte jak podminky uchovavani, tak i dobu pouZitelnosti

reagencii (viz Stitek sady) a pouzijte popf. sadu novou.

Slaby nebo chybéjici signal Interni kontroly negativniho vzorku plazmy
zpracovaného pfi izolaci (odchylka vétsi nez Ct = 14 * 3 pfi pouziti sady
QlAamp DSP Virus; odchylka vétSi nez Ct = 15 * 3 pfi pouziti sady EZ1
DSP Virus; viz tabulka 1) pfi sou€asné nepfitomnosti signalu v kanalu F1
nebo 530:
¢ Podminky PCR neodpovidaji protokolu.

- Zkontrolujte podminky PCR (viz vy$e) a popf. PCR zopakujte s

opravenym nastavenim.

¢ Doslo k inhibici PCR.

> Ujistéte se, Ze pouzivate nami doporuceny postup izolace (viz

8.2 I1zolace DNA) a drzte se pfesné predpisu vyrobce.
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- PresvédCte se, Ze byla béhem izolace DNA pred eluci provedena
doporu¢ena dodate¢na centrifugace, aby byly odstranény veskeré
zbytky etanolu (viz 8.2 Izolace DNA).

* Beéhem izolace doslo k Ubytku DNA.

= Pokud byla kizolaci pfidana Interni kontrola, nepfitomnost signalu
Interni kontroly mdze znamenat ubytek DNA béhem izolace. Ujistéte
se, ze pouzivate doporucenou izolaéni metodu (viz 8.2 I1zolace DNA),
a drzte se presné pokynl vyrobce.

¢ Podminky uchovavani jednoho nebo vice komponentl sady neodpovidaji
pokynim uvedenym v kapitole 2. Skladovani nebo je sada
artus CMV LC PCR prosla.

- Zkontrolujte jak podminky uchovavani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz Stitek sady) a pouzijte popf. sadu novou.

Signaly u negativnich kontrol ve fluorescenénim kanalu F1 nebo 530 pri
analytické PCR
* Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.
- Zopakujte PCR v replikatech s novymi reagenciemi.
- Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po vloZeni
zkoumaného vzorku.
= Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako posledni.
-> Ujistéte se, ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovany.
e Béhem izolace doslo ke kontaminaci.
- Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzork(l za uziti novych
reagencii.
- Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pristroje pravidelné

dekontaminovéany.

Mate-li dal§i otdzky nebo problémy, kontaktujte prosim nase Technické

sluzby.

11. Specifikace

PFirucka pro sadu artus CMV LC PCR 12/2014 33



11.1 Analyticka senzitivita

Pro validaci sady artus CMV LC PCR byl uréen jak analyticky limit detekce,
tak analyticky limit detekce s pfihlédnutim k izolaci (limit senzitivity). Analyticky
limit detekce s ohledem na izolaci byl uréen na zakladé CMV pozitivnich
klinickych vzork( s vyuzitim konkrétni metody izolace. Analyticky limit detekce
byl naproti tomu determinovan na zakladé CMV DNA znamé koncentrace, bez

klinickych vzorkd a nezavisle na zvolené metodé izolace.

Pro ur€eni analytické senzitivity sady artus CMV LC PCR byla vytvofena
fada fedéni genomové CMV DNA od 10 do nominalné 0,00316 kopie CMV/pl.
Ta byla nasledné analyzovana za pouziti sady artus CMV LC PCR na
pristroji LightCycler 1.1/1.2/1.5. Testovani probihalo ve tfech riznych dnech
v osmi replikatech. Vysledky byly zjitény probitovou analyzou. Analyticky limit
detekce sady artus CMV LC PCR ve spojeni s pristrojem LightCycler
1.1/1.2/2.5 je 0,49 kopie/ul (p=0,05). To znamena, Ze jsou s 95%
pravdépodobnosti detekovany 0,49 kopie/pl.

Analyticka senzitivita s ohledem na izolaci (sada QlAamp DSP Virus)
sady artus CMV LC PCR na pfistroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 byla uréena
fadou fedéni z materidlu viru CMV od 1000 do nominalné 0,316 kopie
CMV/ml v klinickych vzorcich plazmy. Tyto vzorky byly podrobeny izolaci DNA
pomoci QIAamp DSP Virus Kit (extrakéni objem: 0,5 ml, eluéni objem: 60 pl).
Kazdé z osmi fedéni bylo pomoci sady artus CMV LC PCR analyzovano ve
tfech rGznych dnech v osmi replikatech. Vysledky byly zjistény probitovou
analyzou. Grafické znazornéni probitové analyzy naleznete na Obr. 19.
Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci sady artus CMV LC PCR ve
spojeni s pristrojem LightCycler 1.1/1.2/1.5 je 64,9 kopie/ml (p =0,05). To
znamena, Ze bude s 95 % pravdépodobnosti detekovano 64,9 kopie/ml.

Probitova analyza: Cytomegalovirus (LightCycler 1.1/1.2/1.5)
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Obr. 19: Analyticka senzitivita s ohledem na izolaci (sada QlAamp
DSP Virus) sady artus CMV LC PCR na pfistroji LightCycler
1.1/1.2/1.5.

Pro ur€eni analytické senzitivity sady artus CMV LC PCR byla vytvofena
fada fedéni genomové CMV DNA od 10 do nominalné 0,00316 kopie CMV/pl.
Ta byla nasledné analyzovana za pouziti sady artus CMV LC PCR na
pristroji LightCycler 2.0. Testovani probihalo ve tfech raznych dnech v osmi
replikatech. Vysledky byly zjistény probitovou analyzou. Analyticky limit
detekce sady artus CMV LC PCR ve spojeni s pfistrojem LightCycler 2.0 je
0,65 kopie/ul (p =0,05). To znamenda, Ze jsou s 95 % pravdépodobnosti
detekovany 0,65 kopie/pl.
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Analytickd senzitivita s ohledem na izolaci (sada QlAamp DSP Virus)
sady artus CMV LC PCR na pfistroji LightCycler2.0 byla ur¢ena fadou
fedéni z materiadlu viru CMV od 1 000 do nominalné 0,316 kopie CMV/mlI
v klinickych vzorcich plazmy. Tyto vzorky byly podrobeny izolaci DNA pomoci
QlAamp DSP Virus Kit (extrakéni objem: 0,5 ml, eluéni objem: 60 pl). Kazdé
z osmi Fedéni bylo pomoci sady artus CMV LC PCR analyzovano ve tfech
rznych dnech v osmi replikatech. Vysledky byly zjistény probitovou analyzou.
Grafické znazornéni probitové analyzy naleznete na Obr. 20. Analyticky limit
detekce s ohledem na izolaci sady artus CMV LC PCR ve spojeni s pfistrojem
LightCycler 2.0 je 78,9 kopie/ml (p =0,05). To znamend, Ze bude s 95 %
pravdépodobnosti detekovano 78,9 kopie/ml.

Probitova analyza: Cytomegalovirus (LightCycler 2.0)

1.89682 2 78.9 copies/ml (95%)

Proportions
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Obr. 20: Analytickd senzitivita s ohledem na izolaci (sada QlAamp
DSP Virus) sady artus CMV LC PCR na pfistroji LightCycler
2.0.

Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci sady artus CMV LC PCR ve
spojeni s pristrojem LightCycler 1.1/1.2/1.5/2.0 a sadou EZ1 DSP Virus

(extrakeni objem: 0,4 ml, eluéni objem: 60 pl) na EZ1 Advanced nebo
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BioRobot EZ1 DSP je 67,2 kopie/ml (p = 0,05). To znamena, Ze bude s 95 %

pravdépodobnosti detekovano 67,2 kopie/ml.

11.2 Specificita

Specificita sady artus CMV LC PCR je v prvni fadé zaru¢ena vybé&rem primer(
a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na
zakladé sekvencni analyzy pfezkouSeny na eventualni homologie se vSemi
sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Tim byla zajisténa

detekovatelnost v§ech relevantnich kmenu.

Specificita byla navic validovana pomoci 100 riznych CMV negativnich
vzorkd plazmy, které spolu s CMV specifickymi primery a sondami

obsazenymi ve smési CMV LC Master negenerovaly zadny signal.

K uréeni specificity sady artus CMV LC PCR byla kontrolni skupina uvedena
v nésledujici tabulce (viz Tabulka 2) testovana na kfizovou reaktivitu. Zadny z
testovanych plvodcd nebyl reaktivni. Pfi smiSenych infekcich se nevyskytly

z&adné kfrizové reaktivity.
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Tabulka 2: Testovani specificity diagnostické sady pomoci potencialné k¥izovée
reaktivnich patogenu.

Kontrolni skupina CMV Interni kontrola
(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 4 (virus Epsteina a Barrové) - +
Lidsky herpesvirus 6A - +
Lidsky herpesvirus 6B - +
Lidsky herpesvirus 7 - +
Lidsky herpesvirus 8
(herpesvirus asociovany s Kaposiho - +
sarkomem)
Virus hepatitidy A - +
Virus hepatitidy B - +
Virus hepatitidy C - +
Virus lidské imunodeficience 1 - +
Lidsky virus leukémie T-bunék 1 - +
Lidsky virus leukémie T-bunék 2 - +
Virus zapadonilské horecky - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +

11.3 Presnost

Udaje o presnosti sady artus CMV LC PCR, které byly ziskany s vyuZitim
pfistroje  LightCycler 1.1/1.2/1.5, umoznuji uréit celkovou variabilitu
testovaciho systému. Tato celkova variabilita se sklada zintraassay
variability (variabilita vysledkd vzorkl stejné koncentrace v ramci jednoho
pokusu), z interassay variability (variabilita vysledk( rozboru generovanych
na rGznych pfistrojich stejného typu a provedenych rliznymi osobami v jedné
laboratofi) a zinterbatch variability (variabilita vysledkd rozboru za uziti
rlznych $arzi). Pfitom byla vzdy vypocitana standardni odchylka, variance a
koeficient variace jak pro specifickou PCR plvodce, tak i pro PCR Interni

kontroly.
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Udaje o pFesnosti byly pro sadu artus CMV LC PCR stanoveny na zakladé
Kvantifikacniho standardu s nejnizsi koncentraci (QS 4; 10 kopii/pl).
Experimenty byly provedeny v osmi replikdtech. Udaje o presnosti byly
vypocitany na zakladé Ct hodnot amplifikacnich kfivek (Ct: prahovy cyklus
(threshold cycle), viz Tabulka 3). Pomoci odpovidajicich Ct hodnot byly navic
uréeny Udaje o pfesnosti pro kvantitativni vysledky v kopiich/pl (viz Tabulka 4).
Na zakladé téchto vysledkud ¢ini celkovy statisticky rozptyl libovolného vzorku
uvedené koncentrace 2,47 % (Ct), resp. 14,06 % (konc.), pro prikaz Interni
kontroly 5,31 % (Ct). Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dil€ich

hodnot zjisténych variabilit.

Tabulka 3: Udaje o presnosti na zakladé hodnot Ct.

Smérodatna Variance Koeficient
odchylka variace [%]

Variabilita vramci jednoho

pokusu: 0,14 0,02 0,68
CMV QS 4

Variabilita ~ vramci  jednoho

pokusu: 0,04 0,00 0,32
Interni kontrola

Variabilit i riznymi pokusy:

ariabilita mezi riznymi pokusy: 0.21 0,04 1,00
CMV QS 4

Variabilit i rizZnymi DokUSY:

aria ,| ita mezi riznymi pokusy 0.14 0,02 118
Interni kontrola
Variabilita mezi riznymi

Sarzemi: 0,54 0,30 2,50
CMV QS 4
Variabilita mezi riznymi

Sarzemi: 0,72 0,52 5,73
Interni kontrola

Celkova variabilita:

2 2,47

CMV 0S 4 0,53 0,28 ,
Celkova variabilita:

e oyavarla ilita 0.64 041 531
Interni kontrola
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Tabulka 4: Udaje o presnosti na zakladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Smérodatna Variance Koeficient
odchylka variace [%]
Variabilita ~vréamci jednoho
pokusu: 1,02 1,05 10,18
CMV QS 4
Variabilita mezi rdznymi
pokusy: 1,35 1,81 13,35
CMV QS 4
Variabilita mezi rdznymi
Sarzemi: 1,64 2,69 16,19
CMV QS 4
Celkova variabilita:
1,42 2,02 14

CMV QS 4 ' 0 .06

11.4 Robustnost

PfezkouSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové cetnosti chyb sady
artus CMV LC PCR. 100 CMV negativnich vzorkd plazmy bylo smiseno
s DNA viru CMV na kone¢nou koncentraci 170 kopii/ul (pfiblizné trojnasobna
koncentrace analytického limitu senzitivity). Po izolaci pomoci sady QlAamp
DSP Virus (viz 8.2 Izolace DNA) byly tyto vzorky analyzovany s vyuzitim sady
artus CMV LC PCR. Cetnost chyb pro CMV ¢inila u v8ech vzorki 0 %.
Robustnost Interni kontroly byla dodateéné prezkousena izolaci a analyzou
100 CMV negativnich vzorkt plazmy. Robustnost sady artus CMV LC PCR
¢ini tedy > 99 %.

11.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za UG&elem pravidelného
hodnoceni vykonnosti sady artus CMV LC PCR a vykonnostniho srovnani
s ostatnimi produkty. Tyto uUdaje jsou ziskavany na zakladé ucasti v

uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.
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11.6 Diagnostické hodnoceni

Sada artus CMV LC PCR byla hodnocena v jedné studii. Pfi srovnani sady
artus CMV LC PCR se sadou COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test
bylo retrospektivné a prospektivné analyzovano 177 klinickych vzorki EDTA
plazmy. VSechny vzorky byly pfedbézné v ramci rutinni diagnostiky testovany
s pozitivnim, resp. negativnim nalezem pomoci sady COBAS AMPLICOR
CMV MONITOR.

Vzorky uréené pro testovani sady artus CMV LC PCR byly po pfidani Interni
kontroly (souc¢ast sady artus CMV LC PCR) izolovany pomoci sady QlAamp
DSP Virus. Nasledné byla provedena jejich analyza s vyuzitim pfistroje
LightCycler. Vzorky uréené pro sadu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
Test byly izolovany a testovany podle pokynt vyrobce uvedenych

v pfibalovych informacich.

V8ech 11 vzork(, jejichz analyza s vyuzitim sady COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test byla pozitivni, vySlo pozitivnich i pfi testu pomoci sady
artus CMV LC PCR. Celkem 144 vzorku bylo negativnich jak s vyuZzitim sady
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test, tak artus CMV LC PCR.
22 vysledkd se neshodovalo. Vysledky jsou znazornény v Tabulka 5.

Tabulka 5: Vysledky srovnavaci valida¢ni studie.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Celkem
Sada artus + 1 22 33

Pouzijeme-li vysledky sady COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test jako
referenci, diagnosticka senzitivita vSech vzork(l sady artus CMV LC PCR ¢ini

100 % a diagnosticka specificita 86,7 %.

Dal$i analyza 22 diskrepantnich vzorkl potvrdila vysledky sady artus PCR.
Lze tudiz pfedpokladat, Ze diskrepance je podminéna vysSi senzitivitou sady
artus CMV LC PCR.
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12. Omezeni pro pouziti produktu

e Produkt by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné
pouceni a vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro.

¢ Prfesné dodrzovani protokolu je bezpodmineéné nutné k dosazeni
optimalnich vysledku PCR.

* Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych  komponent. Nepouzivejte reagencie s proSlou
trvanlivosti.

* V ojedinélych pfipadech mohou mutace ve vysoce konzervovanych
oblastech virového genomu, které jsou pokryty primery a/nebo
sondami soupravy, vést k nedostatecné kvantifikaci nebo k selhani
detekce pfitomnosti viru. Validita a ucinnost testu jsou pravidelné

kontrolovany.

13. Bezpeénostni informace

P¥i praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online
v pohodiném a kompaktnim forméatu PDF na strankach

www.giagen.com/safety, kde muzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro

kaZdou sadu QIAGEN® a pro kaZdou komponentu t&chto sad.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpe€nostnich predpist.

14.Kontrola kvality

V souladu se systémem komplexniho managementu jakosti spole¢nosti
QIAGEN byla kazda Sarze sady artus CMV LC PCR testovana podle pfedem

stanovenych specifikaci, aby byla zaru¢ena jednotna kvalita produktu.
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Tato stranka byla UmysIné ponechana prazdna
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Sada artus CMV LC PCR

Ochranné znamky a odmitnuti odpovédnosti )
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, BioRobot®, EASYartus®, EZ1® (QIAGEN Group); LightCycler®,
AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics GmbH).

Koupé tohoto produktu opraviiuje kupujiciho k jeho uziti k provedeni diagnostickych sluzeb pro
humanni in vitro diagnostiku. Timto se neudéluje Zadny jiny obecny patent nebo licence jiného druhu
nez toto specifické pravo k pouzivani vyplyvajici z nakupu.

KOUPE TOHOTO PRODUKTU ZARUCUJE KUPUJICIMU PRAVO POUZIVAT JEJ VYHRADNE
K POSKYTOVANi SLUZEB PRO HUMANNi A VETERINARNi DIAGNOSTIKU V SOULADU
S JEDNiIM, PRIPADNE NEKOLIKA PATENTY C. 6,174,670, 7,160,998, 6,569,627 A 6,245,514
PLATNYMI V USA A JEJICH ZAHRANICNIMI EKVIVALENTY. TIMTO SE NEUDELUJE ZADNY JINY
OBECNY PATENT NEBO LICENCE JINEHO DRUHU NEZ TOTO SPECIFICKE PRAVO
K POUZIVANI VYPLYVAJICIi Z NAKUPU.

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v pfiruéce
pro sadu QIAGEN nebo pfirucce uzivatele. Pfirucky a uzivatelské navody pro sady QIAGEN jsou
k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb QIAGEN nebo
mistniho distributora.

Omezena licenéni smlouva

Pouziti tohoto vyrobku znamenad, ze jakykoliv kupuijici ¢i uzZivatel sady artus CMV LC PCR souhlasi
s nasledujicimi podminkami:

1. Sadaartus CMV LC PCR mlze byt pouzita vyluéné v souladu s Priruckou pro sadu artus CMV LC
PCR a smi se pouzivat pouze s komponenty obsazenymi v sadé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje
zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho viastnictvi k pouziti nebo k zaclenéni
pfilozenych komponent sady s komponentami, které nejsou v této sadé zahrnuty, s vyjimkou
pfipad( uvedenych v Priruéce pro sadu artus CMV LC PCR a v dodateénych protokolech
dostupnych na www.giagen.com.

2. Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje Zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji
pouziti neporusuje prava tfetich stran.

3. Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednordzovému pouziti a nesmi se pouzivat
opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.

4.  QIAGEN zvlasté vylucuje odpovédnost za jakékoliv jiné licence, vyjadiené ¢i implikované, nez
vyslovné uvedené.

5.  Kupuijici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét
zadné kroky, které by mohly vést nebo by usnadnily jakékoliv shora zakazané ¢€innosti. QIAGEN
muze zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a vyzadovat
uhradu vSech vySetifovacich a soudnich poplatkd, vé. poplatki za advokata, v ramci jakéhokoliv
postupu k prosazeni tohoto Omezeného licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav
dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

© 2007-2014 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.
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Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928
Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400
Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145
Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602
Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
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