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artus VZV LC PCR Kit

Pro pouziti s pfistrojem LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler2.0.

1. Obsah
Oznaéeni Kat. &is. 4502063 Kat. &is. 4502065
a obsah 24 reakci 96 reakci
Modré ‘ VZV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
v ’ VZV LC/TM QS 17
Cervené 1 x 10* cop/l 1 x 200 pul 1 x 200 ul
. ’ VZV LC/TM QS 2"
Cervené 1 x 10° cop/l 1 x200ul 1 x 200 ul
. ’ VZV LC/TM QS 3"
Cervené 1 x 10 cop/l 1 x 200 ul 1 x 200 ul
X . VZV LC/TM QS 4°
Cervend 1x 10" cop/ul 1 x200pul 1 x 200 ul
| vzv LC IC" 1x 1000l 2 x 1000 4l
Bil& Water (PCRgrade) 1x1000ul 1x1000ul
" QS =  Kvantifika¢ni standard
IC = Interni kontrola

2. Skladovani

Komponenty artus VZV LC PCR Kit se skladuji pfi =30 °C az -15 °C a maji

trvanlivost do data uvedeného na $titku. Zabrafite opakovanému rozmrazeni

a zmrazeni (> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi nepravidelném pouzivani by

proto mély byt reagencie alikvotovény. V pfipadé, Ze je nutné komponenty

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

* Laboratorni rukavice bez pudru

e DNA-izolaéni souprava (viz 8.1 Izolace DNA)

* Pipety (nastavitelné)

»  Sterilni pipetovaci $picky s filtrem

* Vortex mixer

»  Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

» Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat. & 2 158 850) k
vytvofeni souboru Crosstalk Color Compensation u  pfistroje
LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler 2.0

» LightCycler Multicolor Demo Set (kat. & 03 624 854 001) pro pfistroj
LightCycler 2.0

» LightCycler kapilary (20 ul)

» LightCycler Cooling Block

»  Pristroj LightCycler 1.1/1.2/1.5 (software verze 3.5) nebo
LightCycler 2.0 (software verze 4.0)

» LightCycler Capping Tool

4. Vseobecnd preventivni opatieni

Uzivatel by mél dbét na ndsledujici:
» Poutzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.
» Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni materidl (vzorky, kontroly,
amplifikéty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.
* VSechny komponenty pfed poc¢atkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté
* Ndsledné komponenty Fadné promicheijte a krétce centrifuguite.

«  Pracujte plynule na ledu nebo v LightCycler® Cooling Block.

6 artus VZV LC PCRKit ~ 01/2015



5. Informace o puvodcich

Virus Varicella zoster (VZV) se pfendsi z ¢lovéka na ¢lovéka prostfednictvim
kapénkové infekce nebo pfimym kontaktem. Infekce VZV vede k lehké
hore¢ce a celkovému pocitu mirného oslabeni. Pro onemocnéni je
charakteristicky polymorfni exantém s papulami, puchyftky a krustami,
doprovdzeny silnym sv&dénim (plané nestovice). Té€zky prabéh infekce VZV se
vyskytuje u imunosuprimovanych pacientl s nebezpeénymi komplikacemi jako
pneumonii nebo encefalitidou. Po akutni infekci persistuji pUvodci v
senzorickych spindlnich gangliich a v gangliich mozkovych nervl. Pfi snizené

imunité muze dojit k exacerbacim (napfiklad herpes rtli, pdsovy opar).

6. Princip PCR s hodnocenim v redlném case

Pfi diagnostikovdni pomoci polymerédzové Fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu plvodce. Detekce probihd pfi PCR v
redlném &ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla vdzand na
oligonukleotidové sondy, které se specificky vdZou na PCR amplifikat.
Detekce intenzity fluorescence v prib&hu PCR v redlném &ase umoziuje
prukaz a kvantifikaci produkil, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat

testovaci kapilary (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

artus VZV LC PCR Kit je systém k pfimému pouziti pro prlikaz DNA Varicella
zoster viru pomoci polymerdzové fet€ézové reakce (PCR) v pfistroji
LightCycler. VZV LC Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou
amplifikaci 82 bp dlouhého Useku genomu Varicella zoster viru a také pro
bezprostfedni detekci amplifikdtu pomoci pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5
popf. LightCycler 2.0. Kromé toho obsahuje artus VZV LC PCR Kit druhy

heterologni amplifikaéni systém pro prlikaz potencidlni PCR inhibice.
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Produkt PCR Volba fluorescenénichkanélt

LightCycler1.1/1.2/1.5 LightCycler® 2.0
\"7AY F1/F2 530/640
VZvV LCIC F3/Back-F1 705/Back 530

Amplifikace a detekce této InternY kontroly (IC) nemaii negativni vliv na limit
detekce analytické VZV PCR (viz 11.1 Analytickéd senzitivita). Spolu s
produktem se doddvaji externi pozitivni kontroly (VZV LC/TM QS 1 - 4), s
jejichz pomoci lze uréit mnozstvi pUvodce ve vzorku. Prostudujte si prosim

oddil 8.3 Kvantifikace.

Upozornéni: Teplotni profil pro detekci VZV DNA za pomoci artus VZV LC
PCR Kit odpovidé teplotnim profiliim souprav artus HSV-1/2 LC PCR Kit, artus
EBV LC PCR Kit a artus CMV LC PCR Kit. Diky tomu mohou byt reakce PCR
pro tyto artus systémy provedeny a analyzovdny v jednom béhu. Dbejte pfitom
prosim specidlnich pokynu pro vyhodnoceni v kapitoldch 8.3 Kvantifikace a 9.

Vyhodnoceni.

8. Protokol
8.1 Izolace DNA

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

podle ndvodu. Doporuéujeme ndsleduijiciizolaéni soupravy:

Katalogové

Vzorek Izolaéni souprava &islo Vyrobce Nosi¢ RNA
QlAamp UltraSens .
sérom. Virus Kit (50) 53704 QIAGEN obsaZen
plazma,
likvor, vytéry Qramp 51304 QIAGEN | neobsazen
IKis (EN)
. EZ1 DSP .
likvor Virus Kit (48)* 62724 QIAGEN obsazen

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

8 artus VZV LC PCRKit ~ 01/2015



Dulezité pokyny pro pouziti souprav QlAamp UltraSens Virus Kit a
QlIAamp DNA Mini Kit:

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

a) Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA v eluénim pufru (nepouzivejte
lyzaéni pufr) izolaéni soupravy (napf. AE pufr soupravy QlAamp DNA
Mini Kit) a fedénim vyitvofte roztok o koncentraci 1 ug/ul. Rozdélie
tento roztok nosi¢e RNA na pocdet alikvotd odpovidajici Vasim
pozadavkim a skladujte je pfi -20°C. Zabrarite opakovanému
rozmrazeni (> 2 x) alikvotu nosi¢e RNA.

b) PouzZivejte 1 ug nosi¢e RNA na 100 ul lyzaéniho pufru. Je-li
extrakénim protokolem stanoveno 200 ul lyzaéniho pufru na jeden
vzorek, vlozte 2 ul nosi¢e RNA (1 ug/ul) pfimo do lyzaéniho pufru.
Pfed zadldtkem kazdé izolace musi byt podle ndésledujiciho
pipetovaciho schématu &erstvé vytvofena smés lyzaéniho pufru a

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

Poéet vzorkt 1 12

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

c) Tuto &erstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA vlozte
ihned do izolace. Skladovdni smési neni mozné.
e Uziti nosi¢e RNA md rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytéZzek DNA/RNA. Aby bylo dosazeno vy3si stability nosi¢e RNA
doddvaného s QlAamp UltraSens Virus Kit, doporu¢ujeme ndsleduijici

postup lisici se od 0dajl uvedenych v pfiruéce izolaéni soupravy:
|
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a. Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA pfed prvnim pouZitim izolaéni

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

b. Pfed zacdtkem kazdé izolace musi byt podle ndasledujiciho
pipetovaciho schématu &erstvé vytvofena smés lyzaéniho pufru a

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

Poéet vzorkt 1 12

Lyzaéni pufr AC 800 ul 9 600 ul
Nosi¢ RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Celkovy objem 805,6 ul 9 667,2ul
Objem pro izolaci 800 ul po 800 ul

c. Tuto &erstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA vlozte

ihned do izolace. Skladovdni smési neni mozné.

* Pouzitim QlAamp UltraSens Virus Kit Ize docilit zkoncentrovani vzorku.
Pokud se v pfipadé vaseho vzorku nejednd o sérum nebo plazmu, pfidejte
k vzorku alespon 50 % (v/v) negativni lidské plazmy.

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

e artus VZV LC PCR Kit neni vhodny pro izolace na bézi fenolu.

Dulezité upozornéni k pouziti soupravy EZ1 DSP Virus Kit:

» Uziti nosi¢e RNA mé rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytéZzek DNA/RNA. Pfidejte tedy prosim ke kaidé izolaci potfebné
mnozstvi nosi¢e RNA a drzte se pokynl v EZT DSP Virus Kit Handbook.

Dulefité: InternY kontrolu soupravy artus VZV LC PCR Kit Ize vlozZit pfimo do izolace

(viz 8.2 Interni kontrola).
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8.2 Interni kontrola

Spolu s produktem se doddvé InternY kontrola (VZV LC IC). Méte tak moznost
kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moznou inhibici PCR (viz Obr. 1). P¥i
pouziti EZ1 DSP Virus Kit musi byt InternY kontrola vlozena podle instrukei v
EZ1 DSP Virus Kit Handbook. Pouzivate-li QlAamp UltraSens Virus Kit,
nebo QlAamp DNA Mini Kit, pFideijte InternY kontrolu k izolaci v poméru 0,1 ul
na 1 ul eluéniho objemu. Jestlize napfiklad pouzivate QlAamp DNA Mini Kit a
eluujete DNA v 50 ul AE pufru, vlozte 5 ul InternY kontroly. Mnozstvi vkladané
InternY kontroly zévisi pouze na elu&nim objemu. InternY kontrola a nosi¢ RNA

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

* smési lyzaéniho pufru a vzorku nebo

* pfimo k lyzaénimu pufru.

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

nosi¢ RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Voliteln& Ize InternY kontrolu pou%it vjhradné ke kontrole mo#né inhibice PCR
(viz Obr. 2). V tomto pFipadé pfidejte 0,5 ul InternY kontroly na jednu
testovaci smés pfimo do 15 ul VZV LC Master. Pro kazdou PCR reakci
pouzijte 15 ul takto vytvofeného Master Mixu™ a pfidejte nésledné 5 ul izolatu.
Jestlize pfipravujete jeden béh pro vice vzorkl, zvySte potfebnd mnoZstvi

VZV LC Master a InternY kontroly podle po&tu vzorkd (viz 8.4 Pfiprava PCR).

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

PCR Kit obsahuii identickou InternY kontrolu.

" Zvy&eni objemu podminéné pfidanim InternY kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
|
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8.3 Kvantifikace

S KvantifikaénYmi standardy (VZV LC/TM QS 1 - 4) dodévanymi spolu s
produktem se zachdzi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfiddvaji se ve
stejném objemu (5 ul). Standardni k¥ivku v pfistroji LightCycler® vytvotite tak,
se nasledujicim zplisobem pouZijete viechny &tyfi KvantifikanY standardy

doddvané s produktem:

LightCycler 1.1/1.2/1.5

Definujte VZV LC/TM QS 1 - 4 v Sample Loading Screen jako standardy a
zadejte uvedené koncentrace (viz LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5,

Chapter B, 2.4. Sample Data Entry).

LightCycler 2.0

Pro definici standardl aktivujte prosim v menu okna Samples funkci Analysis
Type a zvolte Absolute Quantification. Nyni muzete VZV LC/TM QS 1 - 4
definovat joko standardy a zadat odpovidajici koncentrace (viz LightCycler
Operator’s Manual, Version 4.0, Chapter 2.2 Entering Sample Information).
Dbeijte prosim na to, aby nebyla aktivovdna funkce Enable Controls. V
opaéném pfipadé dochdzi k omezeni volby moZnosti analyzy pfi vyhodnoceni
dat (viz 9.2 Vyhodnoceni PCR dat pfistroje LightCycler 2.0).

Tuto standardni kfivku Ize pouzit také pro nésledné kvantifikace, pokud je
béhem aktudiniho béhu pouzit alespon jeden standard jedné definované
koncentrace. K tomu je zapotfebi dfive vytvofenou standardni kfivku
importovat (viz LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5, Chapter B,

4.2.5. Quantification with an External Standard Curve resp. Version 4.0,
Chapter 4.2.2 Saving a Standard Curve). U této formy kvantifikace je vak
tfeba zohlednit skute¢nost, Ze v dusledku variability mezi PCR béhy muze

nastat odchylka ve vysledku.

Pokud méte v béhu integrovan vice nez jeden Herpes-artus systém, dbejte na

to, aby byly analyzovany oddélené pfisluinymi Kvantifika&nYmi standardy.
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Upozornéni: KvantifikaénY standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro
pfepocet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se

pouzivé nésledujicivzorec:

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

vysledek (kopie/ml)

objem vzorku (ml)

Prosim povéimnéte si, Ze se do vySe uvedeného vzorce dosazuje zdsadné
pUvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci
nukleovych kyselin pozmé&nén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho

zvy$eni naplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

DuleZité: Na www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX je k dispozici

pfiru¢ka pro zjednoduseni kvantitativniho vyhodnoceni systém( artus na
pfistroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 nebo LightCycler 2.0 (Technical Note for
quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0

Instrument).

8.4 Priprava PCR

Ovéfte, Ze je Cooling Block s uvnitf obsazenymi adaptéry (pfislusenstvi
pristroje LightCycler) pfedem vychlazen pfiblizné na +4°C. Do adaptérl
Cooling Blocku vloZte takovy poéet kapildr LightCycler, kiery je potfebny pro

pldnované reakce. Dbejte na to, aby byl spole¢né s kazdym béhem PCR
proveden alespon jeden Kvantifika¢ni standard a jedna negativni kontrola
(Water, PCR grade). Pro vytvofeni standardni kfivky pouZijte prosim u kazdého
b&hu PCR viechny spolu s produktem doddavané KvantifikacnY standardy (VZV
LC/TM QS T - 4). Viechny reagencie se musi pfed zaédtkem testu zcela
rozmrazit pfi pokojové teplot€, musi byt dobfe promichédny (opakovany ndbér
pipetou a vypusténi pipety nebo krétky vortex) a ndsledné centrifugovany.
Chcete-li InternY kontrolou kontrolovat jak izolaci DNA, tak moznou inhibici
PCR, musi byt napfed InternY kontrola pfidéna k izolaci (viz 8.2 Interni

kontrola). V tomto pfipadé pouzivejte ndasledujici schéma pipetovdani (viz také

schématicky pfehled na Obr. 1):
|
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Poéet vzorkl 1 12
1. Piiprava VZV LC Master 15 ul 180 ul
| 4]
Master Mixu VAV LCIC O O
celkovy objem 15l 180 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 15 ul po 15 ul
reakee vzorek 5 ul po 5 ul
celkovy objem 20 ul po 20 ul

Jestlize chcete InternY kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole PCR inhibice, je
tteba ji pfidat pfimo do VZV LC Master. V tomto pFipadé pouzivejte nésledujici

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

1. Piiprava VZV LC Master 15 ul 180 ul
Master Mixu VZVLCIC 0,5 ul : 6 ul *
celkovy objem 15,5 ul 186 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 15 pl po 15 ul
reakee vzorek 5ul po 5 ul
celkovy objem 20 ul po 20 ul

Do plastikového zdsobniku kazdé kapilary pipetujite 15 ul Master Mixu.
Ndsledné pfidejte 5 ul eludtu z izolace DNA. Podobné musite pfidat jako
pozitivni kontrolu 5 ul alespofi jednoho KvantifikaénYho standardu (VZV LC/TM
QS 1 - 4) a jako negativni kontrolu 5 ul vody (Water, PCR grade). Uzaviete
kapildry. Smés prevedete z plastikového zdsobniku do kapildry tak, Ze na
stolni centrifuze centrifugujete adaptéry s uvnitf obsazenymi kapildrami po

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

" Zvyeni objemu podminéné pfidanim InternY kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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Pfidani Inferni kontroly k izolaci

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

PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat

na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale roztaté, fédné
promichané a krétce centrifugované.
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Pfidanf InternY kontroly k artus Master

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

*

PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat

na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale roztaté, fédné
promichané a kratce centrifugované.
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8.5 Programovani pfistroju LightCycler
8.5.1 Programovani pristroje LightCycler 1.1/1.2/1.5

Pro detekci VZV DNA vytvofte na pfistroji LightCycler 1.1/1.2/1.5 teplotni

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

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

Dbejte zvl4$t€ na nastaveni Analysis Mode, Cycle Program Data a
Temperature Targets. Na obrdzcich jsou tato nastaveni zvyraznéna d&ernymi
rémecky. Pokyny pro programovéni pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5
naleznete v pfirué¢ce LightCycler Operator’s Manual. Vytvofeni kroku D kfivka
téni je volitelné. Kfivka je potfebnd vyhradné pro rozlieni mezi HSV-1 a

HSV-2 pfi sou¢asném nasazeni artus HSV-1/2 LC PCR Kit.

Analysis Mode INERE
Quantification
Melting Curves

Cycle Program Dat

Oyeles|[ 13

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)

|—Acquisiti0n Mode

dnsfiss [5hoo0 Elooofdlo [$loo |50 [5/NONE |§,ﬁ|

Obr. 3: Po&ateéni aktivace Hot Start enzymu.
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[Cycle Program Data
Cyeles|| 107

emperature |argets

5 i la2000g0 [0 §o

Analysis Mode
Quantification
Melting Curves

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
[ NONE |5 (S
[ NONE |+ (O

[NONE |5 (@D

Obr. 4: Krok , Touch
Down”.

4 —

ICycle Program Data

Cycles|| 40y

Analysis Mode
Quantification

Melting Curves
5

Temperalure argets

Target Temperature ("C)
Incubation Time (hrs:min:sec)

Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
’7 Step Delay (cycles)

I—Acquisition Mode

[ ENEE

Bz000 o 500 508/ none @D

@l 1315 lshooo[§lo [sloo (50 |a| NONE |4 G

18

Obr. 5: Amplifikace DNA.
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1 Cycle Program Data. Analysis Mode( None 2
- l—lﬂ Quantification -
M 1) Melting Curves

7emperature Targets

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

@@= a7 Sz} oo 5o 5o @
(Qnsqso 505 [Slooof0 [Hoo [Flo  [3Mnone [ QR

@efe 50500 o o o Joowr )

Obr. 6: Kfivka tani.

Cycle Program Dat

Cycles Elg

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)
|— [—Acquisition Mode

Eo000 80 [900 |20 |2/ NONE [ @

Analysis Mode IRl

Quantification
Melting Curves

(e

Obr. 7: Chlazeni.

artus VZV LC PCR Kit ~ 01/2015 19



8.5.2 Programovani pfistroje LightCycler 2.0

Pro programovdani béhu PCR pomoci pfistroje LightCycler 2.0 aktivuijte prosim

v menu volbu New a zvolte LightCycler Experiment.

Ndsledné muUzete k detekci VZV DNA vytvofit na pfistroji LightCycler 2.0

teplotni profil, ktery se sklddé z nésleduijicich péti kroku (viz Tabulka 1).

Pocateéni aktivace Hot Start enzymu
Krok "Touch Down”

Amplifikace DNA

Kfivka tani (volitelné)

Chlazeni

moow»

Vytvofeni kroku D kfivka tani je volitelné. Kfivka je potfebnd vyhradné pro
rozli§eni mezi HSV-1 a HSV-2 pfi sou¢asném nasazeni artus HSV-1/2 LC PCR
Kit.

Dbejte prosim na to, abyste nejdfive zadali pocet kapilar pFipravenych pro

tento PCR béh (Max. Seek Pos., viz Obr. 8).

Tabulka 1: Vytvoreni teplotniho profilu.

Ramp

Step Step Acq.

Program T?:g]ei [hh':l"lzlgss] Rate T:regcef Size Delay Cvdl Ar;\jlyjis
smm: °C/s] C]  [cycles]  Mode ~Y<'® ode
Aktivace 95 00:10:00 20 0 0 0 None 1 None
95 00:00:05 20 0 0 0 None
Krok ‘Touch

00:00:20 10 None

Down’

72 | 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:05 20 0 0 0 None
Amplifik . i
M NA | 55 | 00:00:20 20 0 0 0 Single | 40 _Q”"“'
72 00:00:15 20 0 0 0 None fication
95 | 00:00:01 20 0 0 0 None

N I I I I (R s
80 00:00:00 0,1 0 0 0 Cont.
Chlazeni 40 00:00:30 20 0 0 0 None 1 None
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Pro zadd&ni specifikaci vzorku aktivujte prosim ikonu Samples.

* Nejprve zadejte do okna Capillary View celkovy poéet smési PCR
pfipravenych pro béh PCR (Sample Count).

* Nédsledné muzete pod Sample Name pfifadit vzorku jméno.

» Ddéle zvolte u Selected Channels fluorescenéni kandl 530 pro detekci
analytické VZV PCR a 705 pro prukaz PCR Interni kontroly.

* Pro definici standardl a pfifazeni odpovidajicich koncentraci zvolte

prosim u Analysis Type volbu Absolute Quantification (viz

8.3 Kvantifikace).

» Dbejte na to, aby nebyla aktivovdna funkce Enable Controls. V opaéném
pfipadé dochdézi k omezeni volby moZnosti analyzy pfi vyhodnoceni dat
(modus Fit Points neni k diposzici, viz 9.2 Vyhodnoceni PCR dat pfistroje
LightCycler 2.0). U Target Name muzZete zvolenym fluorescenénim
kandllm 530 a 705 pfifadit cilové sekvence, které maii byt
prokdzény (VZV nebo Interni kontrola). Vyplnéni sloupce Target Name Ize
uleh¢it funkci Auto Copy... . Definovani Target Name pomdhé udrzet lepsi
prehled, pro analyzu dat v8ak neni nezbytné nutné.

« Aby mohla byt pfi analyze dat vytvofena standardni kfivka, musi byt
KvantifikaénY standardy definovény odpovidajicimi koncentracemi. Zvolte
tedy prosim Standard u Sample Type a zadejte odpovidajici koncentrace u
Concentration.

* Naprogramovany teplotni profil Ize uloZit na pevném disku poéitade, aby
mohl byt znovu pouzit pro dalsi béhy. K tomuto kroku aktivuijte funkci Save
As... v menu File. V okné, které se otevfe, zvolte v Templates and Macros
submenu Run Templates a uloZte zde data pod vhodnym jménem.

« Beéh PCR spustite tak, ze pFejdete k ikonce Run a aktivujete funkci Start
Run (viz Obr. 8). Po uréeni cilové slozky pro ukldddni dat se spusti

program PCR.
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Run

2 m End Program | +10 Cycles lColar Camp {OF] v“ LI Options 'I
Brogiams | Online Data Display | Alun Notes |
Seup————— Progiams
Defauk Channet (50 ~| | A || | ProgramName Cycles Analysis Mode
- Initial Activation of the Hot Start Enzyme 1 ~<{None -
Tempet 30 ‘.] —-- — — - =1 -—
— ] Touch bown Sep 10 %[None E
| =Liecscokpe 122} | |Ampliicstion of the DNA 40 =|Quantfication -
Instument Type:  |6Ch.  ¥] LI Melting Curve 1 ~{Melting Curves -
CoploySice: |20 ¥ » Cooling 1 ~<{None -
Ca a]
Program T Targsts
J Target ('C) | Hold (hemmvss} | Ramp Rate Sec Step Size | Step Delay Acquisiion Mode
(C/s) | Taget(T)) ('C) (cycles)
il »a0  Z{oo0o30  E20 <10 <0 <10 ~{None ¥
hd

100
g
w.
70
w.
$.
2 404
w.
0:00:00 010,09 01827 0:28:59 0:33.26 0:47:46 0:57:06
Time (h:mm:ss)

Obr. 8: Start béhu PCR.
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9. Vyhodnoceni

9.1 Vyhodnoceni PCR dat pristroje LightCycler

1.1/1.2/1.5
K analyze PCR dat ziskanych pomoci pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5

doporuéujeme pouzivat LightCycler Software Version 3.5.

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kandly vyskytuji interference.
Software pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 obsahuje soubor ozna&eny jako
Color Compensation File, ktery tato zafeni kompenzuje. Tento soubor oteviete
pfed, v prub&hu nebo po skonéeni PCR aktivaci pfepinaci plochy Choose
CCCFile resp. Select CC Data. Neni-li instalovan zéddny soubor Color
Compensation File, vytvofte soubor podle ndvodu v pfiruéce LightCycler
Operator’s Manual. Po aktivaci souboru Color Compensation File se ve
fluorimetrickych kandlech F1, F2 a F3 objevi oddélené signdly. Pro analyzu
vysledkd PCR, které byly ziskdny pomoci artus VZV LC PCR Kit, zvolte prosim
pro analytickou VZV PCR pohledovou funkci F1/F2 resp. F3/Back-F1 pro PCR
InternY kontroly. PFi analyze kvantitativnich b&hti dodrzujte

bezpodmineéné oddil 8.3 Kvatifikace a Technical Note for quantitation on the

LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument, kterd je k dispozici na
.giagen.com/Products/Byl abFocus/MDX.

Pokud méte v béhu PCR integrovdn vice nez jeden Herpes-artus

systém, dbejte na to, aby byly vzorky VZV analyzovdny oddélené.

Pro vyhodnoceni zvolte proto odpovidaijici pozice rotoru.
Mize dojit k ndsledujicim vysledkiim:

1. Ve fluorimetrickém kandlu F1/F2 je detekovdan signdl.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje VZV DNA.

V tomto pfipadé je detekce signélu v kanélu F3/Back-F1 podruznd, protoZe vysoké
vychozi koncentrace VZV DNA (pozitivni signdl v kandlu F1/F2) mohou vést k
redukovanému a# chybé&jicimu fluorescenénimu signdlu InternY kontroly v kanélu

F3/Back-F1 (kompetice).
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2. Ve fluorimetrickém kandlu F1/F2 neni detekovdn zadny signdl, nybrz

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

Ve vzorku neni prokazatelnd z4dnd VZV DNA. Lze |e| proto

povazovat za negativni.

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

3. Signdl neni detekovdn ani v kandélu F1/F2 ani v kandlu F3/Back-F1.
Neni mozné uinit diagnosticky zavér.

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

10. ReZeni probléma.

Pfiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci jsou uvedeny na Obr. 9 a
Obr. 10.
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Obr. 9: Prikaz Kvantifika&nYch standardi (VZV LC/TM QS 1 - 4) ve
fluorimetrickém  kandlu  F1/F2  pfistroje  LightCycler®
1.1/1.2/1.5. NTC: non-template control (negativni kontrola).
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Obr. 10: Priikaz InternY kontroly (IC) ve fluorimetrickém kandlu
F3/Back-F1 pfistroje LightCycler® 1.1/1.2/1.5 pfi soutasné
amplifikaci KvantifikaénYch standardi (VZV LC/TM QS 1 - 4).
NTC: non-template control (negativni kontrola). Signaly InternY
kontroly v F3 jsou v dusledku omezené kompenzace
fluorescenénich interferenci pfekryvany pozitivnimi signdly z
F1. Z tohoto dlvodu neni moziné vyhodnoceni signdlu
InternY kontroly (F3) pro vysoce pozitivni vzorky a kontroly.
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9.2 Vyhodnoceni PCR dat pfistroje LightCycler 2.0

K analyze PCR dat ziskanych pomoci pfistroje LightCycler 2.0 pouzivejte
prosim LightCycler Software Version 4.0. PovSimriete si prosim také pokynl v
LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual Version 4.0.

Pfi analyze PCR dat postupujte podle ndsledujiciho schématu (viz Obr. 11):

* V menu aktivujte funkci Analysis a zvolte volbu Absolute Quantification,
jejiz pomoci by méla byt principidlné analyzovéna viechna amplifikaéni
data generovand pomoci artus LC PCR Kit.

» LightCycler Software Version 4.0 obsahuje soubor oznaéeny jako Color
Compensation File, ktery kompenzuje interference signdlld mezi
fluorescenénimi kandly. Tento soubor oteviete v prlbé&hu nebo po
skoné&eni PCR béhu aktivaci pfepinaci plochy Color Comp (On/Off) a
ndsledné Select Color Compensation (viz Obr. 11). Neni-li soubor Color
Compensation File instalovén, vytvofte jej podle névodu v LightCycler
Operator’s Manual.

» Po aktivaci souboru Color Compensation File se v jednotlivych
fluorescenénich kanélech objevi oddélené signdly. Pro analyzu vysledku
PCR, které byly ziskdny pomoci artus VZV LC PCR Kit, zvolte prosim pro
analytickou VZV PCR pohledovou funkci 530/640 resp. 705/Back 530 pro
PCR InternY kontroly.
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Obr. 11: Aktivace Color Compensation File a volba fluorescenéniho kanalu.

Pfi analyze kvantitativnich b&hl déle neopomerite kapitolu 8.3 Kvantifikace a
Technical Note for quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler
2.0 Instrument na www.qgiagen.com/Products/ BylLabFocus/MDX.

Po dokonéeném nastaveni moznosti analyzy se mohou vyskytnout ndsleduijici

vysledky:
1. Ve fluorescenénim kandlu 530/640 je detekovdn signdl.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje VZV DNA.

V tomto pfipadé je detekce signélu v kanélu 705/Back 530 podruznd, protoze vysoké
vychozi koncentrace VZV DNA (pozitivni signél v kandlu 530/640) mohou vést k

redukovanému a# chybé&jicimu fluorescenénimu signdlu InternY kontroly v kanélu
705/Back 530 (kompetice).

2. Ve fluorescenénim kandlu 530/640 neni detekovén Zadny signdl, nybrz

pouze v kandlu 705/Back 530 (signdl InternY kontroly).

Ve vzorku neni prokazatelnd zadnd VZV DNA. Lze |e| proto

povazovat za negativni.
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PFi negativni VZV PCR vylu¢uje detekovany signél InternY kontroly moznost inhibice
PCR.

3. Signdl neni detekovdn ani v kandlu 530/640 ani v kanélu 705/Back 530.
Neni mozné ucinit diagnosticky zavér.

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

10. Reseni probléma.

Pfiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci jsou zndzornény na Obr. 12 a

Obr. 13.
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Obr. 12: Priikaz KvantifikaénYch standardi (VZV LC/TM QS 1 - 4) ve
fluorescenénim kandlu 530/640 pfistroje LightCycler 2.0.
NTC: non-template control (negativni kontrola).

Amplification Curves

0,065 QS 1
0,06] QS 2
0,055 QS 3
QS 4

0,05

0,045+

o
S v o
o @ O
Lol he

Fluorescence (705/Back 530)
a
N
i

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cycles

Obr. 13: Prikaz InternY kontroly (IC) ve fluorescenénim kandlu
705/Back 530 pfistroje  LightCycler 2.0 pfi soucasné
amplifikaci KvantifikaénYch standardd (VZV LC/TM QS 1 - 4).
NTC: non-template control (negativni kontrola).
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10. Reseni problémd

Z4&dny signal pfi pozitivnich kontrolach (VZV LC/TM QS 1 - 4)
ve fluorescenénim kanélu F1/F2 popf. 530/640:
» Volba fluorescenéniho kandlu pfi analyze dat PCR neodpovidé protokolu.
€ K analyze dat zvolte fluorescenéni kandél F1/F2 popf. 530/640 pro
analytickou VZV PCR a fluorescenéni kandl F3/Back-F1 popfF.
705/Back 530 pro PCR InternY kontroly.

* Naprogramovdni teplotniho profilu pfistroje LightCycler 1.1/1.2/1.5 resp.
LightCycler 2.0 jechybné.

€© Porovnejte teplotni profil s Udaji protokolu (viz 8.5 Programovani
pristrojti LightCycler).

* PCR reakce byla chybné sestavena.
©8.4 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuite.

* Podminky sklodovani jednoho nebo vice komponentd soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovéni nebo byla
pfekro¢ena doba poutzitelnosti soupravy artus VZV LC PCR Kit.
€ Prosim zkontrolujte jok podminky skladovéni, tak i dobu pouzitelnosti

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

Slaby nebo chybé&iici signal InternY kontroly ve fluorescen&nim
kandlu F3/Back-F1 popf. 705/Back 530 pfi soulasné

nepfitomnosti signdlu v kandlu F1/F2 popf. 530/640:

* Podminky PCR neodpovidaiji protokolu.
€ PCR byla inhibovdéna.

© 8.1 Izolace DNA) a drite se presné predpist vyrobce.
€ Presvéddte se, Ze byl pfi izolaci DNA pred eluci proveden dodate¢ny
doporuéeny centrifugaéni krok k Oplnému odstranéni zbytk(l etanolu
(viz 8.1 Izolace DNA).
* Béhem izolace dochdézi k Gbytku DNA.
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€ Byla-li k izolaci pfidana InternY kontrola, mi%e nepfitomnost signdlu
InternY kontroly znamenat Gbytek DNA b&hem izolace. Ujistéte se, 7e
pouzivdte ndmi doporuéeny postup izolace (viz 8.1 Izolace DNA) a
drite se pfesné predpisl vyrobce.

* Podminky sklodovdni jednoho nebo vice komponentd soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovdni nebo byla
prekro¢ena doba pouzitelnosti soupravy artus VZV LC PCR Kit.
€© Prosim zkontrolujte jok podminky skladovéni, tak i dobu pouzitelnosti

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

Signdly pfi negativnich kontroldch ve fluorescenénim kandlu F1/F2

popf. 530/640 analytické PCR.
» Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.
o
€ Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozZno ihned po vloZeni
zkoumaného vzorku.
o
€ Ujistéte se, Ze |sou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovany.
* Béhem izolace dochézi ke kontaminaci.
© Zopakuite izolaci a PCR zkoumanych vzorkl za uZiti novych reagencii.
€ Ujistéte se, Ze |sou pracovni plochy a pfistroje pravidelné

dekontaminovany.

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

technickou podporu.
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11. Specifikace

11.1 Analytickd senzitivita

Pro zjist€ni analytické senzitivity artus VZV LC PCR Kit byla pomoci pfistroje
LightCycler 1.1/1.2/1.5 vytvofena Ffada fedéni standardl od 60 do nomindlné
0,019 VZV-ekvivalentll kopie /ul a analyzovéna pomoci artus VZV LC PCR Kit.
Experimenty byly provedeny ve tfech rlznych dnech formou osmindsobnych
uréeni. Vysledek byl zji$t€n pomoci probitové analyzy. Jeho grafické

vyhodnoceni je zobrazeno na Obr. 14. Limit detekce artus VZV LC PCR Kit ve
spojeni s LightCycler 1.1/1.2/1.5 lezi proto u 0,8 kopii/ul (p = 0,05). To

znamend, ze je s 95 % pravdépodobnosti detekovdano 0,8 kopii/ul.

Probitova analyza: Varicella zoster virus (LightCycler 1.1/1.2/1.5)
1 j/,_—o—o—o—
E 0,10112 2 0,8 Kopiiful (95%)

Proportions

-35 05 1.5 5 35
log (dose)

Obr. 14: Analytické senzitivita artus VZV LC PCR Kit ve spojeni s LightCycler1.1/1.2/1.5.

"U zde pouzitého standardu se jednd o klonovany PCR produkt, jeho? koncentrace byla zji§téna
spektrélni a fluorescenéni fotometrii.

|
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11.2 Specificita

Specificita artus VZV LC PCR Kit je v prvni fadé zarué¢ena vybérem primerl a
sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na
zdkladé sekvenéni analyzy pfezkouSeny na eventudlni homologie se viemi
sekvencemi publikovanymi v genovych bankéch. Timto zplsobem byla

kontrolovdna také detekovatelnost v8ech relevantnich kmen(.

Validace specificity byla provedena na 30-ti rlznych VZV negativnich
likvorovych vzorcich, které spolu s VZV specifickymi primery a sondami

obsazenymiv VZV LC Master negenerovaly z&ddny signdl.

K uréeni specificity artus VZV LC PCR Kit byla kontrolni skupina uvedend v
Tabulce 2 testovana na kiizovou reaktivitu. Zadny z testovanych plvodcl

nebyl reaktivni.
Tabulka 2: Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci potencidlné kfizové
reaktivnich pUvodcu.

InternY
\74'% kontrola

Kontrolni skupina (F1/F2 popf. (F3/Back-F1
530/640) popf.
705/Back 530)

Lidsky Herpesvirus 1 (Herpes simplex virus 1)

Lidsky Herpesvirus 2 (Herpes simplex virus 2)

Lidsky Herpesvirus 4 (virus Epsteina a Barrové)

(
(
(
(

Lidsky Herpesvirus 5 (cytomegalovirus)

Lidsky Herpesvirus 6A

Lidsky Herpesvirus 6B

+ |+ |+ |+ |+ |+

Lidsky Herpesvirus 7

Lidsky Herpesvirus 8
(Kaposi”s sarcoma-associated herpesvirus)

+
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11.3 Pfesnost

Udaje o pfesnosti pro artus VZV LC PCR Kit byly stanoveny pomoci pfistroje
LightCycler 1.1/1.2/1.5 a umoznuiji stanoveni celkové variability testovaciho
systtmu. Tato celkovd variabilita se sklddd =z Intra-Assay variability
(variabilita vzork( stejné koncentrace v rdmci jednoho pokusu), z Inter-Assay
variability (variabilita zplsobend provedenim experimentu rdznymi osobami v
jedné laboratofi a uzitim rliznych pfistroju stejného typu) a

z Inter-Batch variability (variabilita zpUsobend pouzitim rliznych Sarzi). Pfitom
byla vidy vypoéitdna standardni odchylka, variance a koeficient variace jak

pro specifickou PCR plvodce, tak i pro PCR Interni kontroly.

Tyto Udaje byly pro artus VZV LC PCR Kit stanoveny na zdkladé
KvantifikaénYho standardu s nejniz& koncentraci (QS 4; 10 kopii/ul).
Experimenty byly provedeny formou osmindsobnych uréeni. Vyhodnoceni
vysledkl bylo provedeno na zdkladé Ct hodnot amplifikaénich kfivek (Ct:
threshold cycle, viz Tabulka 3) a z toho uréenych kvantitativnich hodnot v
kopiich/ul (viz Tabulka 4). Celkovd variabilita libovolného vzorku uvedené
koncentrace ¢&ini tedy 0,88 % (Ct) resp. 11,40 % (konc.), pro prlkaz InternY
kontroly 1,26 % (Ct). Tyto hodnoty se zaklddaji na souhrnu viech diléich

hodnot zjist€nych variabilit.
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Tabulka 3: Udaje o pfesnosti na zékladé Ct hodnot.

Standardni . Koeficient
odchylka Variance variace [%]
Intra-Assay variabilita:
0,21 0,04 0,89
VZV LC/TM QS 4
Intra-Assay variabilita:
, 0,04 0,00 0,33
InternY kontrola
Inter-Assay variabilita:
0,17 0,03 0,75
VZV LC/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:
, 0,09 0,01 0,69
InternY kontrola
Inter-Batch variabilita:
0,21 0,04 0,89
VZV LC/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:
, 0,15 0,02 1,16
InternY kontrola
Celkovd variabilita:
0,21 0,04 0,88
VZV LC/TM QS 4
Celkovd variabilita:
, 0,16 0,03 1,26
InternY kontrola

Tabulka 4: Udaje o pfesnosti na zékladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Standardni . Koeficient
odchylka Variance variace [%]
Intra-Assay variabilita:
1,33 1,77 13,19
VZV LC/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:
0,97 0,94 9,66
VZV LC/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:
1,29 1,67 12,83
VZV LC/TM QS 4
Celkova variabilita:
1,15 1,32 11,40
VZV LC/TM QS 4

|
artus VZV LC PCR Kit ~ 01/2015 35



11.4 Robustnost

Pfezkouseni robustnosti slouzi k stanoveni celkové &etnosti chyb artus VZV LC
PCR Kit. Za timto G&elem bylo 30 VZV negativnich likvorovych vzorkd smiseno
vzdy s 2,1 kopiemi/ul elu¢niho objemu kontrolni VZV DNA (ifindsobné
koncentrace analytického limitu senzitivity), pomoci QlAamp DNA Mini Kit
izolovdno (viz 8.1 lzolace DNA) a pomoci artus VZV LC PCR Kit
analyzovéno. Cetnost chyb pro VZV ¢&inila u vech vzorkil 0 %. Robustnost
InternY kontroly byla dodate¢né prezkousena izolaci a analyzou 30 VZV
negativnich likvorovych vzorkl. Celkové &etnost chyb ¢&inila O %. Robustnost

artus VZV LC PCR Kit ¢ini tedy = 99 %.

11.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovény za Gelem pravidelného
hodnoceni vykonnosti artus VZV LC PCR Kit a vykonnostniho srovndni s
ostatnimi  produkty. Tyto Udaje jsou ziskdvdny na zdkladé G&asti na

mezilaboratornich pokusech.

11.6 Diagnostické hodnoceni

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

12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

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

* Prostfedek by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specidlné
pouceni a vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro (EN375).

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

* Dbejte na konec doby pouzZitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych  komponent. NepouZivejte reagencie s proslou

trvanlivosti.
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13. Bezpecnostni informace

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

www.qiagen.com/safety.

14. Kontrola kvality

V souladu se systtmem managementu jokosti spoleénosti  QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO 9001 a ISO 13485 byla kazdé Sarie artus
VZV LC PCR Kit testovdna podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla

zaruéena jednotnd kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symbolu

Pouzijte do

0 Cislo $arze

Vyrobce

Katalogové ¢islo
Cislo materidlu

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

Obsahuije reagencie pro <N> reakci

Teplotni rozmezi

s <gEE: [RAA

S Kvantifikaéni standard
iIC Interni kontrola

o
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