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artus CMV TM PCR Kit

Az ABIPRISM 7000, 7700 és 7900HT szekvenciadetektdlé rendszerekkel valo
hasznélatra, az EDTA-s plazméabdl kinyert CMV DNS kvantitativ kimutatasara.

Figyelem: Az artus CMV TM PCR Kit kombinalt hasznalata nem javasolt sem a GeneAmp®
5700 SDS rendszerrel, sem az ABI PRISM 7900HT SDS 384 lemezes formatumaval.

1. Tartalom

Cikkszam: 4503163 Cikkszam: 4503165
Cimkézés és tartalom ) )
24 reakcio 96 reakcio
Kék CMV TM Master 2 x 12 reakcié 8 x 12 reakci6
Séarga CMV LC/RG/TM Mg-Sol® 1 x 600 pl 1 x600 pl
, CMV LC/RG/TM QS 1° 1 x 200 ul
Piros 1 x 10* képia/pl 1 x200 pl H
) CMV LC/RG/TM QS 2° 1x200 ul
Piros 1 x 10° képia/jl 1 x 200 pl X H
) CMV LC/RG/TM QS 3° 1 %200 ul
Piros 1 x 10% képia/pl 1 x200 pl H
. CMV LC/RG/TM QS 4° 1 %200 ul
Piros 1 x 10% képia/pl 1 x200 pl 2
Z6ld CMV TM IC® 1 x 1000 i 2x 1000 pl
. Water (PCR grade) (Viz (PCR- 1 x 1000 pl
Fehér minGség)) 1 x 1000 pl H
Qs = Kvantifikaciés standard
IC = Bels6 kontroll
Mg-Sol = Magnéziumoldat
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2. Tarolas

Az artus CMV TM PCR Kit részegységeit —30 és —15 °C kozotti hémérsékleten kell tarolni,
ekkor a cimkén talalhato lejarati id6ig stabilak maradnak. Kerllni kell az ismételt (> 2 x)
felolvasztast és lefagyasztast, mivel ez ronthatia a min6éséget. Ha a reagenseket csak
alkalomszeriien hasznalja, alikvotokban, fagyasztva tarolja. A 4 °C-on t6rténé tarolas ne haladja
meg az 5 orét.

3. A felhasznalo altal biztositandd eszk6zok
és reagensek

® Egyszer hasznalatos, puder mentes gumikesztyi

® DNS-izolalo kit (lasd 8.2. DNS-izolalas)

® Pipettak (allithatd)

® Steril, szlir6s pipettahegyek

e Vortex keverd

® Asztali centrifuga 2 ml-es reakciécsévekhez megfeleld rotorral
e Centrifugélja a mikrotiter lemezekhez valo rotorral (opcionalis)

® 96 cellas reakcidlemez/reakcidcstvek a megfeleld optikai zaréanyagokkal valé optikai
méréshez* (lasd 8.5. A PCR-reakcio el6készitése)

® 96 cellas, két részes talcas tartéallvany az optikai reakciécsdvekkel valé hasznalatra
(96-Well Tray/Retainer Set, katalégusszam: 403 081, Applied Biosystems), lasd 8.5. A
PCR-reakci6 el6készitése)

e Kompresszios tdmitéparna az optikai adhéziés zarofoliakkal vald hasznalatra (Optical
Cover Compression Pads, katalogusszam: 4 312 639, Applied Biosystems), lasd 8.5. A
PCR-reakci6 el6készitése.

* A domborud kupakos reakciécsdvek hasznélata az optikai analizishez csak az ABI PRISM 7700 SDS készulékkel
megengedett, és modositani kell hozza az expozicids idét (lasd 8.6.2. Az ABI PRISM 7700 SDS
beprogramozasa, 8.6.2.5. Fontos tovabbi beallitasok).
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o Applikator a reakciélemezek optikai adhézios zaréféliakkal valé befedéséhez (Adhesive
Seal Applicator Kit, katalégusszam: 4 333 183, Applied Biosystems)

e ABI PRISM 7000 (szoftver verziészama: 1.0.1), 7700 (szoftver verziészama: 1.9.1)
vagy 7900HT SDS (szoftver verziészama: 2.1)

Figyelem: A készilékek haszndlatba helyezésekor sziikséges a tiszta festékek (Pure
Spectra Component File (Tiszta spektrumdsszetevdk)) és a hattér (Background
Component File (Hattér-komponens fjl)) hiteles kalibralasa.

4. Altalanos 6vintézkedések

Mindig tartsa szem elétt az alabbiakat:

® Hasznaljon sziir6s steril pipettakat.

® A pozitiv anyagokat (mintak, kontrollok és amplikonok) minden mas reagenstdl elkiilonitve
tarolja és dolgozza fel, és a reakciomixhez térben elkllonitett helyen adja hozza.

® Szobahdmérsékleten olvassza fel az 0sszes komponenst a vizsgalat el6tt.
e Amikor felolvadt, keverje 6ssze a komponenseket és roviden centrifugalja le.

® A jégen vagy a hiitéblokkban gyorsan dolgozzon.

5. Koérokozokkal kapcsolatos informaciok

A human cytomegalovirusok (CMV) a fert6zott személyek vérében, szdveteiben és szinte
minden véladékaban megtalalhatéak. A virus oralis, szexudlis uton, illetve vértranszfuzidval,
szervtranszplantacidval, intrauterin és perinatalis médon is terjed. A CMV-fertézés gyakran
tlinetmentes, melyet a virus élethosszig tarté a szervezetben val6 jelenléte kdvet.
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Ha tizenéveseknél és felnétteknél tlinetek jelentkeznek, ezek hasonlitanak a
mononucleosis tuneteire: 1az, enyhe hepatitis és altalanos gyengeség. Sulyos lefolyasu
CMV-fert6zés kulondsen az intrauterin fert6z6dott, illetve immunhianyos betegek kérében
figyelhetd meg.

6. Avalos ideji PCR elve

A koérokozé kimutatasa polimeraz lancreakciéval (PCR) torténik, mely a kérokozdé genom
specifikus szakaszanak amplifikaciojan alapszik. A valés ideji PCR esetében az amplifikalt
terméket fluoreszcens festék altal mutatja ki. A festék altaldban olyan oligonuleotidhoz van
kapcsolva, mely specifikusan koétédik az amplifikalt termékhez. A fluoreszcencia
intenzitdsanak a PCR futtatasa alatti (azaz valos idejl) kdvetése lehetévé teszi a termék
kimutatasat és kvantifikalasat anélkil, hogy a PCR-reakcié végén Ujra ki kellene nyitni a
csoveket (Mackay, 2004).

7. Termékleiras

Az artus CMV TM PCR Kit hasznalatra kész rendszert alkot a CMV DNS polimeraz lancreakcio
(PCR) alkalmazaséaval az ABI PRISM 7000, 7700 és 7900HT szekvenciadetektalé rendszerben
valo kimutataséhoz. A CMV TM Master tartalmazza a CMV-genom egy adott, 105 bazispér
hossziisagu régidjanak specifikus amplifikaciojahoz sziikséges reagenseket és enzimeket. A
képz6d6é amplikonok a FAM™ fluoreszcencia mérésével detektalhatok az ABI PRISM SDS
készillékben. Emellett az artus CMV TM PCR Kit egy masodik heterolég amplifikaciés rendszert
is tartalmaz a PCR esetleges géatlasanak kimutatasara. Ez Internal Control (IC) belsé kontrollként
detektalt, a VIC®/JOE™ fluoreszcencia mérésével. Az analitikai CMV PCR detekciés hatarértéke
(lasd 11.1. Analitikai érzékenység) nem csokkentett. A kit kiilsé pozitiv kontrollokat is
tartalimaz (CMV LC/RG/TM QS 1-4), amelyek lehetévé teszik a patogénfelhalmozddas
meghatarozasat. Tovabbi informaciokért nézze at a 8.4. Kvantifikalas részt.

artus CMV TM PCR Kit kézikdnyv 11/2018 7



Figyelem: A citomegalovirus artus CMV TM PCR Kit haszndalataval val6 kimutatasanak
hémérséklet-profija megegyezik az artus EBV TM PCR Kit és az artus HSV-1/2 TM PCR Kit
hémérséklet-profiljaival. Ezért az emlitett artus rendszerekkel kivitelezett PCR assay-k egyetlen
futtatassal kivitelezheték és elemezhetdk. Kérjik, vegye figyelembe, hogy a PCR analizissel
kapcsolatos javaslatok a 8.4. Kvantifikalas és 9. Eredmények értékelése
fejezetekben talalhatok.

8. Protokoll

8.1. Az analitikai miveletek el6tti Iépések: Mintagydjtés, -tarolas
és -szallitas

Ovintézkedés: Minden mintat potencialisan fertdzének kell tekinteni.

Figyelem: A jelenlegi kutatasok a CMV kimutatasahoz az EDTA-s vagy citratos plazmat tekintik
legjobb mintanak. Ezért ezen anyagok hasznélatat ajanljuk az artus CMV TM PCR Kittel vald
alkalmazésra.

Az artus CMV TM PCR Kit validalasat EDTA-s human plazma mintdkon végezték. Mas
mintékra a validalast nem végezték el. Kérjuk, csak az ajanlott nukleinsav-izolal6 kiteket
hasznalja a minta-el6készitéshez (lasd 8.2. DNS-izolalas).

Bizonyos mintatipusok esetében a gyljtésre, szallitasra és tarolasra vonatkozo
utasitasokat szigortan be kell tartani.

8.1.1. Mintagydjtés

Minden vérvétel az erek (artériak, vénak, kapillarisok) sériilésével jar. Csak tiszta és steril
eszkOzoket szabad hasznalni. A vérvételhez megfelel6 eldobhatd eszkézok allnak
rendelkezésre. A véna punkciéjahoz a tul vékony kapillaris tik nem alkalmasak. A vénas vért a
koényokhajlat, az alkar vagy a kézfej megfeleld részeibdl kell venni. A vért szabvanyos
mintavevé csével kell levenni (pl. piros kupakos Sarstedt, vagy ezzel egyenérték(i, mas
gyartotédl szarmazé). 5-10 ml térfogati EDTA-s vért kell venni. A csdvek tartalmat a csévek 8-
szor tortend felforditasaval kell 5sszekeverni (ne razza).
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Figyelem: Nem hasznalhatéak olyan mintdk, amelyek heparint kapott betegektdl
szarmaznak (lasd 8.1.4. Zavar6 anyagok).

8.1.2. Mintatarolas

A teljes vért hat 6ran bellil 20 perces 800-1600 g-s centrifugalassal szeparalni kell
plazmara és sejtes Osszetevékre. Az elvalasztott plazmat at kell pipettazni egy steril
polipropilén cs6be. A mintaknak rutinszerli vagy hosszabb tarolashoz szikséges
fagyasztdsa csokkentheti az assay érzékenységét.

8.1.3. Mintaszallitds
A mintakat alapvetéen térésallo szallitokonténerben kell szallitani. Ezaltal elkerllheté a
mintak szivargasa okozta fert6zésveszély. A mintakat a patogén anyagokra vonatkozo

helyi és nemzeti el6irasoknak megfeleléen kell szallitani.*

A mintdkat hat 6ran belll el kell szallitani. Nem ajanlott a mintdk gydjtéhelyen térténé
tarolasa. Ha lehetséges, a mintakat levélben a patogén anyagokra vonatkozé eléirasoknak
megfeleléen szallitsa. Ajanlott futar igénybevétele. A vérmintakat hiitve (2 °C és 8 °C
kozott), az elvalasztott plazméat mélyfagyasztva (—20 °C-on) kell szallitani.

8.1.4. Zavar6 anyagok

Megemelkedett bilirubin- (< 4,5 mg/dl) és lipidszintek (<1100 mg/dl), illetve a minta
hemolizise nem zavarja a CMV analitikai rendszert. A heparin befolyasolja a PCR-reakciot.
Ne haszndljon olyan mintadkat, amelyeket heprinnal alvadasgatolt csdvekben vettek le.
Emellett olyan mintak sem hasznalhatéak, melyek heparint kapott betegektdl szarmaznak.

* International Air Transport Association (IATA, Nemzetkozi Légi Szallitasi Szévetség). Dangerous Goods
Regulations, 41st Edition (Veszélyes arukkal kapcsolatos eléirasok, 41. kiadas), 2000. 704.
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8.2. DNS-izolalas

A CMV DNS izolalasahoz az alabbi izolal6 kit hasznalata javasolt:

Minta tipusa Nukleinsav-izolalo kit Katalégusszam Gyarto Hordoz6 RNS

EDTA-s plazma QlAamp® DSP Virus Kit (50) 60704 QIAGEN tartalmaz

® Ahordozd RNS alkalmazésa kritikus az extrakcié hatékonysaga, és ennek
kovetkeztében a DNS/RNS hozam szempontjabdl. A QlIAamp DSP Virus Kitben 1évd
hordoz6 RNS stabilitasanak névelése érdekében kérjik, kdvesse a hordozé RNS
kezelésére és taroladsara vonatkoz6 utasitasokat (lasd A QlAamp DSP Virus Kit
kézikdnyv ,Reagensek és pufferek el6készitése” cimi fejezetét).

® Az izolalé kit etanol-tartalma mosopuffereket is tartalmaz. Kérjiik, az elualas elétt ne
felejtsen el elvégezni egy tovabbi centrifugalasi Iépést (3 perc, 13 000 rpm), hogy
eltavolitson minden maradék etanolt. igy megel6zheté a PCR lehetséges gatlasa.

Fontos: Az artus CMV TM PCR Kit belsé kontrollja kdzvetlenll az izolalasi eljaras soran
hozzaadhat6. Kérjuk, tgyeljen arra, hogy egy negativ plazmaminta is legyen az izolalasi
eljarasban. A belsé kontroll megegyezd jele képezi az izolalas értékelésének alapjat (lasd
8.3. Bels6 kontroll).

8.3. Bels6 kontroll

A kit részét képezi a belsé kontroll (CMV TM IC) is. Ez lehet6évé teszi a felhasznalonak
a DNS-izolalasi eljaras kontrollalasat, és az esetleges PCR-gatlas ellenérzését is
(lasd 1. abra). Ennek az eljarasnak a kivitelezéséhez adjon a belsé kontrollbdl az ellcios
térfogathoz 0,1 pl/1 yl aranyban. A QlAamp DSP Virus Kit hasznalata esetén a DNS
példaul 60 pl AE pufferben keril elualasra. Ezért az eljaras elején 6 pl bels6é kontrollt

10 artus CMV TM PCR Kit kézikényv 11/2018



szikséges hozzaadni. A felhasznalt belsé kontroll mennyisége kizarélag az ellcios
térfogattol fiigg.

A belsé kontrollt és a hordozé RNS-t (lasd 8.2. DNS-izolalas) csak az alabbiakhoz

kell hozzaadni:

e lizispuffer és minta keverékéhez, vagy

® kozvetlenil a lizispufferhez.

A belsé kontrollt nem szabad a feldolgozand6 mintahoz adni. Amennyiben a lizispufferhez
adta a belsé kontrollt, Ugyeljen arra, hogy a belsé kontrollf és a lizispuffert és
lizispuffert/hordozé RNS-t frissen készitse el6 és azonnal haszndlja fel (a keveréket
szobahémérsékleten vagy hiitében tarolva a belsé kontroll néhany o6ran belil ténkremegy,
ezaltal csokkent extrakcids hatékonysagot okozhat). Kérjik, hogy a belsé kontrollt és a
hordoz6 RNS-t ne adja kézvetlenill a mintahoz.

Ahhoz, hogy egy tisztitast sikeresnek lehessen tekinteni, egy negativ plazmaminta belsé
kontrollja — amelyet a QlAamp DSP Virus Kittel, az ABI PRISM 7000, 7700 és 7900HT
SDS készilékeken végzett tisztitdssal dolgoztak fel — Ct értékének el kell érnie a 25,3—
31,3 Ct tartomanyt (kiiszobértékek: ABI PRISM 7000: 0,2; ABI PRISM 7700 és 7900HT
SDS: 0,2). Az eloszlas a készilék és a tisztitas variancigjan alapul. Nagyobb eltérés
tisztitasi problémat jelezhet. llyen esetben ellendrizni kell a tisztitast és szikség esetén
Ujra kell validalni. Ha barmilyen tovabbi kérdése van, vagy ha probléma meriine fel,
forduljon bizalommal miszaki ugyfélszolgalatunkhoz.

Opciondlisan a belsé kontrollt kizardlag az esetleges PCR-gatlas ellendrzésére is
hasznalhatja (lasd 2. dbra). Ezen alkalmazas esetén adjon 2 pl belsé kontrollf és 5 pl
CMV LC/RG/TM Mg-Sol oldatot reakcidonként kdzvetlendl a 25 ul CMV TM Master reagenshez.
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Minden egyes PCR-reakcidhoz 30 pl mesterkeveréket készitsen az el6z6ekben* leirtak
alapjan, és adjon hozza 20 pl tisztitott mintat. Ha tdbb mintahoz készit el6 PCR-futtatast, kérjuk,
a mintdk szdma szerint aranyosan névelie a CMV TM Master, a CMV LC/RG/TM Mg-Sol és a
belsé kontroll térfogatat (lasd 8.5. A PCR-reakcio elokészitése).

8.4. Kvantifikalas

A mellékelt kvantifikacios standardok (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) a korabban mar megtisztitott
mintaknak megfeleléen kerlilnek kezelésre, térfogatuk is azonos (20 pl). A standard gorbe
generalasadhoz egy ABI PRISM szekvenciadetektdlé rendszerben mind a négy kvantifikacios
standardot fel kell hasznalni, és standardként definialni, a megfelel6 koncentraciok
meghatarozasaval (lasd 8.6. Az ABI PRISM SDS késziilékek beprogramozasa). A
korabbi futtatdsokbdl szarmazé standard gorbék importalasa nem lehetséges az ABI PRISM
7000, 7700 és 7900HT SDS késziilekek szoftverével.

Ha egynél tobb herpes artus rendszert integralt a PCR-futtatasba, ezeket a kiilénb6zd
rendszereket kilon-kildn analizalja a nekik megfelelé kvantifikciés standardokkal.

Figyelem: A pontos kvantifikalas biztositdsa érdekében er6sen ajanlott a megfeleld
mennyiségli  belsé kontrollal kiegésziteni a kvantifikaciés standardokhoz hasznalt
mesterkeveréket. E célbdl, kérjik, adjon hozza minden egyes kvantifikacids standardhoz
(CMVLC/RGITMQS1 - CMVLC/RG/TMQS4) 2ul bels6 kontrollt és 5yl
CMV LC/RG/TM Mg-Sol oldatot kozvetlenil a 25pul CMV TM Master mesterkeverékhez
(avazlatos dsszefoglalashoz lasd 2. abra). Ez a pipettazasi séma altalanosan alkalmazhat6
a CMV kvantifikaciés standardokhoz, és fiiggetlen a felhasznalt kvantifikaciés standardok
Szaméatol.

A kvantifikacios standardok mértékegysége a kopia/ul. A standard goérbe altal
meghatarozott értékeket az alabbi egyenlet segitségével lehet atszamolni a mintak
képia/ml értékeire.

* A PCR assay el6készitése soran a belsé kontroll hozzaadasaval elSidézett térfogat-ndvekedés elhanyagolhaté.
A detektalorendszer érzékenységét ez nem befolyasolja.
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Eredmény (kopia/pl) x Eldcios térfogat (pl)

Eredmény (kopia/ml) =

Mintatérfogat (ml)

Felhivjuk figyelmét, hogy a fenti egyenletben elvi okokbdl a kezdeti minta térfogataval kell
szamolni. Ezt figyelembe kell venni, amikor a minta térfogata a nukleinsav extrakcié el6tt
megvaltozik (pl. centrifugalasnal csokken, az izolalashoz sziikséges térfogat kiegészitési
korrekcioja utan pedig ndvekedhet a térfogat).

Fontos: Az ABI PRISM 7000 SDS késziilékekhez haszndlt artus rendszerek kvantitativ
analizisének iranyelvei megtalalhatok a www.giagen.com cimen.

8.5. A PCR-reakcio el6készitése

Készitse el6 a kivant szamu reakciocsovet, vagy egy 96 cellas reakcidlemezt az litemezett
reakciokhoz. Az ajanlott anyagok listdja megtalalhaté az alabbi tablazatban:

Télcas Kompressziés

Cikk Leiras Katalégusszam Gyart6 tartéallvany tomitéparna
96 ce!l,as optikai 96 ngl Optical 4306 737 A_pplled nem _
reakcidlemez Reaction Plate Biosystems
Optikai adhéziés Optical Applied _ igen
zarofoliak Adhesive Covers & Sl gl Biosystems ¢

- ABI PRISM ;
Optikai ) Applied h _
reakciécsdvek Optical Tu_bes, 8 4316 567 Biosystems 'gen

Tubes/Strip
Optikai MicroAmp® Applied . _
reakciocsovek Optical Tubes NEOHEEE Biosystems igen
. . . . o Talcas Kompresszios

Cikk Leiras Katalégusszam  Gyartd tart6allvany témitéparna
96 ce!llas optikai 96 ngl Optical 4306 737 Applled —— _
reakcidlemez Reaction Plate Biosystems
Optikai adhéziés Optical Applied _ igen
zarofoliak Adhesive Covers 4311971 Biosystems 9

- ABI PRISM .
Ok ek Opiical Tubes, 8 4316 567 e igen -

Tubes/Strip Y

artus CMV TM PCR Kit kézikdnyv 11/2018

13
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Figyelem: A dombori kupakos reakciocsovek hasznalata az optikai analizishez csak az

ABI PRISM 7700 SDS készilékkel megengedett, és modositani kell hozza az expozicids

id6t (lasd 8.6.2. Az ABI PRISM 7700 SDS késziulék beprogramozésa, 8.6.2.5.
Fontos tovabbi beallitasok).

Kérjik, a PCR-reakci6 el6készitése soran lUgyeljen ra, hogy a PCR futtatasonként
parhuzamosan legalabb egy kvantifikacios standardot, és egy negativ kontrollt

(PCR tisztasagu viz) is tartalmazzon. Standard gorbe Iétrehozasahoz hasznélja fel a kitben
Iév6 6sszes kvantifikacids standardot (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) minden egyes PCR-
futtatasnal.

Figyelem: A standard gorbe létrehozasa érdekében erfsen ajanlott a megfelel
mennyiségl belsé kontrollal kiegésziteni a kvantifikaciés standardokhoz hasznalt
mesterkeveréket (lasd 8.4.Kvantifikalads). Minden hasznalat el6tt az Osszes reagenst
teljesen fel kell olvasztani, 6ssze kell keverni (ismételt fel és le pipettazassal vagy gyors

vortexeléssel), és roviden centrifugdlni.

Ha a belsé kontrollt kivanja hasznalni a DNS-izolalasi eljaras monitorozasara és az
esetleges PCR-gatlas ellenérzésére, az mar hozza lett adva az izolalashoz (lasd 8.3.

Bels6 kontroll). Ebben az esetben kdvesse az alabbi pipettazasi véazlatot
(vazlatos attekintés 1. abra):
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Mintaszam 1 12
1. Mesterkeverék CMV TM Master 25 ul 300 pl
elékészitése
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVTMIC oul oul
Teljes térfogat 30w 360 pl
2. PCR assay Mesterkeverék 30 ul egyenkent 30 pl
el6készitése ’
Minta 20 pl egyenként 20 pl
Teljes térfogat 50 pl egyenként 50 pl

Ha belsé kontrollt csak az esetleges PCR-gatlas ellenérzésére kivanja hasznélni,

kozvetlenil a CMV TM Master mixhez adja hozza. Ebben az esetben kdvesse az alabbi

pipettazasi vazlatot (vazlatos attekintés 2. abra):

Mintaszam 1 12
1. Mesterkeverék CMV TM Master 25 ul 300 pl
el6készitése
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5ul 60 ul
CMVTMIC 2ul 24 ul
Teljes térfogat 32 pl* 384 pl
2. PCR assay Mesterkeverék 30 ul egyenkent 30 pl
el6készitése
Minta/CMV LC/RG/TM QS 1 — 4 20 pl egyenkent 20 pl
Teljes térfogat 50 pl egyenként 50 pl

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

artus CMV TM PCR Kit kézikdnyv 11/2018

15



Pipettazzon 30 pl mesterelegyet minden egyes sziikséges reakciécsébe vagy a 96 cellas
reakcidlemez megfelel6 cellaiba. Ezt kdvetéen adjon hozza a DNS-izolalasbdl kapott 20 pl
eluatumot. Ismételt pipettds szuszpendalassal alaposan keverje 6ssze az elegyet. Zarja le
a reakciocsoveket a megfeleld kupakokkal vagy — 96 cellas reakcidlemez hasznalata
esettn — az optikai adhézidés zaroféliaval (Optical Adhesive). Centrifugélja
a reakciocsoveket (PCR tesztcsdvek tartdallvanyaban) vagy a 96 cellas reakcidlemezt
a lemezekhez valé rotorral 30 masodpercig 1780 xg (4000 rpm) sebességen, hogy
Osszegylijtse az el6készitett reakciotérfogatot a tesztcsdvek vagy cellak aljara. Ha ilyen
centrifuga nem all a rendelkezésére, kérjik, tgyeljen ra, hogy mind a mesterkeverék, mind
a minta teljes mennyisége a tesztcsOvek vagy cellak aljara legyen pipettdzva. Az
el6készitett reakcidkat tarolja +4 °C-on, amig az ABIPRISM SDS készuléket
beprogramozza (lasd 8.6. Az ABI PRISM SDS késziilékek beprogramozasa), majd
toltse be azokat a készilékbe.

Figyelem: Optikai reakciécsovek és optikai kupakok kombinalt hasznalata esetén mindig
helyezzen be egy télcas tartdallvanyt (96-Well Tray/Retainer Set) a készilékbe
(ABI PRISM 7000, 7700 és 7900HT SDS). Ha két részes télcas tartdéallvanyt hasznal, ki
kell nyitnia a reakciocsoveket, amikor behelyezi azokat a tart6dllvanyba, vagy kiveszi
azokat onnan. Az ezen eljaras miatti keresztszennyezddés elkerilése érdekében csak a

talcas tartoéallvany also részét hasznalja.

96 cellas optikai reakciélemezek és optikai adhéziés zaroféliak kombinalt hasznalata
esetén le kell fednie a lemezeket kompresszios tomit6parnaval (Optical Cover

Compression Pads).
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A belsé kontroll hozzdadéasa a tisztitasi eljarashoz

e
NS

~
~

1. 4bra:  Sematikus munkafolyamat a tisztitasi eljaras és PCR-gatlas ellenérzéséhez.

*Kérjuk, tgyeljen arra, hogy az oldatot teljesen olvassza fel, j6l keverje fel, és csak rovid ideig centrifugélja.
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Az artus master mixhez torténd belsé kontroll hozzaadasa

2. 4bra: Sematikus munkafolyamat a PCR gatlas ellenérzéséhez.

*Kérjuk, igyeljen arra, hogy az oldatot teljesen olvassza fel, j6l keverje fel, és csak
rovid ideig centrifugalja.

18
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8.6. Az ABI PRISM SDS készulékek beprogramozasa

Az ABIPRISM 7000, 7700 és 7900HT szekvenciadetektald rendszerek (Sequence
Detection Systems, SDS) szoftverének haszndlata tovabbi informaciokat igényel, miel6tt
elinditand a PCR-futtatast. Az egyes készlilékek programozasi eljarasai azonban jelentés
mértékben eltérnek egymastol, ezért az alabbiakban kiilon-kulén keriilnek kifejtésre.

8.6.1. Az ABI PRISM 7000 SDS készUilék beprogramozasa

A CMV DNS kimutatdsdhoz hozzon létre egy U0j profit az ABI PRISM 7000 SDS
késziilékén az alabbi hat Iépésnek megfeleléen (8.6.1.1. —8.6.1.6.). Az Osszes leirds az
ABI PRISM 7000 SDS 1.0.1 verzibszamu szoftverére vonatkozik. Az ABI PRISM 7000
SDS készilék beprogramozéasanak részletei megtaldlhaték az ABI PRISM 7000 SDS
felhaszndl6i Utmutatdjaban. A jobb attekinthetéség kedvéért a szoftver beallitasai vastag
fekete keretben lettek kiemelve.

8.6.1.1. Eldbeallitasok egy uj PCR-futtatas létrehozasahoz

Az ABIPRISM 7000 SDS File (Fajl) meniijébdl valassza ki a New (Uj) opciot, és
programozza be az alabbi kezdeti beallitasokat az Uj dokumentumhoz (lasd 3. &bra).
A mentett sablonok (SDS Template (SDS sablon) [*.sdt]) elérhet6k a Template (Sablon)
listabol, vagy megkeresheték a Browse (Tall6zas) funkcié hasznélataval (lasd 8.6.1.5. A
PCR-futtatas elmentése). Erésitse meg az elébeallitasait (OK).

=
Assay: IAbsqule Quantitation l‘
Container: [g6:Well Clear -1
Template : IBIankDocument E

Browse ...

2
I OK I Cancel |

3. 4bra: Elébeallitasok egy uj PCR-futtatas |étrehozasahoz (New Document (Uj dokumentum)).
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8.6.1.2. A detektorok létrehozasal/kivalasztasa

A Tools (Eszkdzok) meniipont Detector Manager (Detektorkezel6) almenUje segitségével

rendelje hozza a megfelelé kimutato festékeket a fajlhoz. A CMV DNS, valamint a belsé

kontroll az artus CMV TM PCR Kit segitségével valé kimutatasahoz meg kell hatarozni az

alabbi tablazatban felsorolt jelz6- és kioltofestékeket:

Kimutatas Reporter (Jelzéfesték) Quencher (Kioltéfesték)

CMV DNS FAM

Belsé kontroll (CMV TM IC) ViC

none (semmi)

none (semmi)

Ezen detektorok létrehozdsdhoz vélassza ki a File (F4jl) opcioét (a Detector Manager

(Detektorkezeld) bal alsé részén), majd azt kévetéen a New (Uj) opciot.

rewDetector 8 SR vew Detector x|
Name: |artus CMV Name: [artus CMV IC
1 Description: [artus CMV TM PCR Kit Descrption: |atus CMV TM PCR Kit
- e 1
Reporter Dye: [FAM - Reporter Dye: [VIC >
Quencher Dye: [(none) - JQuencher Dye: [(none) -
Colox . Color: g
Notes: Notes:
2 -2
ceseanoher | [0k = | Create Another | 0K Cancel |
4.abra: A CMV-specifikus  detektor 5. abra: Az IC-specifikus detektor

létrehozasa (a Detector Manager
(Detektorkezel6) hasznalataval).

létrehozasa (a Detector Manager
(Detektorkezel$) hasznalataval).

A CMV DNS kimutatdsahoz az Uj programablakban adja meg a FAM/none (FAM/semmi)

jelz6festék/kioltéfesték kombinaciot. A belsé kontroll kimutatdsahoz vélassza ki a VIC/none

(VIC/semmi) kombinéaciot (a 4. abra és 5. abra szerint). A bevitt adatok megerésitésével (OK)

térjen vissza a Detector Manager (Detektorkezeld) meniibe. Jeldlie meg az Ujonnan létrehozott

detektorokat, és vigyen &t minden egyes vélasztast a Well Inspector (Cellafigyeld) fellletre az
Add to Plate Document (Hozzaadas a lemezdokumentumhoz) opciéra kattintassal (lasd
6. abra). Zarja be a programablakot (Done (Kész)).

20
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Detector Manager J “ ﬁl

[~ Detector List

Find: [ jj

Detector Hame | Description ] Reporter |Quencher| Color Hotes
artus CMY artus CMY TM PCR Kit FAM (none)

artus CMV IC artus CMV TM PCR Kit VIC (none) 1

< | »

Fie | [ AddToPiate Documert }

13

6. 4bra: A detektorok kivalasztasa (a Detector Manager (Detektorkezeld) hasznalataval).

8.6.1.3. A szukséges informéaciok hozzarendelése a lemezpoziciékhoz

Nyissa meg a Well Inspector (Cellafigyel6) opciot a View (Nézet) meniibdl, hogy megtalalja
a 8.6.1.2. pontban kivalasztott detektorokat (lasd 7. abra).

wWell Inspector B X

Wellis): B3

Sample Name: |QS1

Detector
artus CMY
|artus CMY IC

2
4

Standard

[~ OmitWwell -
Passive Reference:

Add Detector... Remove | ROX

7. abra: A szilkséges informaciok hozzarendelése a lemezpoziciékhoz (a Well Inspector
(Cellafigyel6) hasznalataval).

Jelélie meg a CMV DNS kimutatasara fenntartott lemezpozicidkat. Rendelje hozza a
kivalasztott detektorokat ezekhez a poziciékhoz: aktivalja a Use (Hasznalat) opciét mindkét
detektor esetében, és megjelenik mellettiik egy pipa. Az egyes reakciok elnevezéséhez
valassza ki a nekik megfelel§ poziciét a lemezen, és irja be a kivant nevet (Sample Name
(A minta neve)). Kérjik, vegye figyelembe, hogy a szoftver parhuzamos mintakként fogja
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azonositani az azonos Sample Name (A minta neve) elemmel és azonos detektor-
hozzarendeléssel rendelkezd el6készitett mintakat, és a patogénfelhalmozodas
mennyiségi meghatarozasakor azok atlagaval fog szamolni. Majd valassza ki a megfeleld
funkciot (Task (Feladat)) minden egyes mintatipus esetében, az alabbi tablazat szerint:

Mintatipus Funkcio Koncentraci6 ) Repo"rter ) Ql_JenE:her )
(Task (Feladat)) (Quantity (Mennyiség)) (Jelzdfesték) (Kioltofesték)
Minta Unknown (Ismeretlen) — — FAM none (semmi)
Sablon nélkuli kontroll NTC - FAM none (semmi)
Standard Standard Lasd 1. Tartalom FAM none (semmi)

A standard gorbe létrehozasahoz hasznalja az 6sszes mellékelt kvantifikicios standardot
(CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) PCR-futtatasonként, és irja be a megfelel6 koncentraciokat
(lasd 1. Tartalom) minden egyes standard esetében (Quantity (Mennyiség)). Kérjik, vegye
figyelembe, hogy az artus CMV TM PCR Kittel tortén6 PCR-futtatdshoz a ROX™ festéket
passziv referenciaként kell bedllitani (Passive Reference (Passziv referencia)). A ROX
festék egyenld eloszlasa a CMV TM Master elkeverése révén minden el6készitett PCR-
reakciéban garantalja a csovenkénti variaciok (az egyes PCR-preparatumok kozotti
fluoreszcencia-kulonbségek) felismerését, és az azokkal valé Kkalkuldlast a
szekvenciadetektald szoftver segitségével (a kapott eredmények normalizalasa).

8.6.1.4. A hémérsékleti profil |Iétrehozasa

Egy adott h6mérsékleti profil 1étrehozdsdhoz valtson &t a Setup (Beallitasok) szintrél az
Instrument (Készillék) szintre a szoftverben. irja be a CMV DNS kimutatasahoz sziikséges
specifikus hdmérsékleti profilt, a 8. abra szerint. Az elébeallitasok kdzott eltarolt 50 °C-os
lépés eltavolitdsahoz jeldlie meg a bal egérgomb és a shift billentylG egyidejl
lenyomasaval, majd azt kdvetéen térolje ki a backspace billentytivel. Ugyeljen ra, hogy a
reakciotérfogat 50 ul-re legyen allitva. A 9600 Emulation (9600 emulacidja) opciot aktivalni
kell, az Auto Increment (Automatikus ndvelés) el6re beallitott értékét nem kell
megvaltoztatni (Auto Increment (Automatikus névelés): 0,0 °C, 0,0 masodperc).
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- Thermal Cycler Protocol-

Thermal Profile I Auto Increment l

Stage 1 Stage 2
Reps:{i | Reps:s |
E5.0 a5.0 I 1
10:00 0:15 I
50 |
Add Cycle | AddHold | Add Step [ [Samele Volume [50 (ul) 2

™ Dissociation Protocol Im o C

IW 9600 Emulation : 3

8. &bra: A hémérsékleti profil Iétrehozasa.

8.6.1.5. A PCR-futtatas elmentése

Mentse el sablonként a bedllitdsokat (Setup (Beallitasok)), hogy a késébbiekben ismét
felhasznalhassa azt moédositott vagy véltozatlan formaban. Ha elmenti a beallitasokat
SDS Template (SDS sablon) (*.sdt) formaban a Template Directory (Sablonk&nyvtar)
célhelyre (elérési ut: helyi merevlemez [C:]\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates, az
Applied Biosystems 4ltal l1étrehozva), ezt a fajlt utana kozvetlentl is kivalaszthatja a New
Document (Uj dokumentum) ablakban, a Template (Sablon) legérdiilé listarél. A mas
mappékba mentett masolatokat a Browse (Tall6z4s) funkcidval lehet megnyitni. A PCR-
futtatas elinditdsa el6tt mentse el ismét SDS Document (SDS dokumentum) (*.sds)

formaban, hogy garantélja a PCR-reakcid folyaman gydijtott adatok elmentését.

8.6.1.6. A PCR-futtatas elinditasa

Inditsa el a PCR-futtatast a Start (Inditas) opcié kivalasztasaval az Instrument (Készlilék)
menilelembdl, vagy az Instrument (Késziilék) szintjének Start (Inditas) mez6jébdl.
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8.6.2. Az ABI PRISM 7700 SDS készlilék beprogramozasa

A CMV DNS kimutatdsahoz hozzon létre egy Uj profit az ABIPRISM 7700 SDS
késziilékén az alabbi hét lépésnek megfeleléen (8.6.2.1. - 8.6.2.7.). Az &sszes leiras az
ABI PRISM 7700 SDS 1.9.1 verziészamu szoftverére vonatkozik. Az ABI PRISM 7700
SDS készilék beprogramozasanak részletei megtalalhaték az ABI PRISM 7700 SDS
felhaszndléi kézikdnyvében. A jobb attekinthetGség kedvéért a szoftver beallitasai vastag
fekete keretben lettek kiemelve.

8.6.2.1. Eldbeallitasok egy uj PCR-futtatas létrehozaséhoz

Az ABIPRISM 7700 SDS készulék File (Fajl) menijébdl valassza ki a New Plate
(Uj lemez) opci6t, és programozza be az alabbi kezdeti beéllitasokat az (j dokumentumhoz
(lasd 9. &bra). Erésitse meg az elébeallitasokat (OK).

New Plate
Plate Type: [ Single Reporter =]
—Data Acquisition 1

Plate Format: [ Standard Plate 3|

Run: Real Time 4

T | o o:

9. abra: Elébeallitasok Gj PCR-futtatés létrehozasahoz (New Plate (Uj lemez)).
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8.6.2.2. A fluoreszcens festékek kivalasztasa, és a mintatipus kiosztasa

A Sample Type Setup (Mintatipus bedllitasa) (Setup (Bedllitdsok) szint: Sample
Type/Sample Type Setup (Mintatipus / Mintatipus bedllitasa)) segitségével rendelje hozza
a megfeleld kimutatd festékeket, és a megfelel6 mintatipust a fajlhoz. A CMV DNS,
valamint a belsé kontroll az artus CMV TM PCR Kit segitségével valé kimutatasahoz meg
kell hatarozni az alabbi tablazatban felsorolt jelz6- és kioltéfestékeket:

Kimutatas Reporter (Jelzéfesték) Quencher (Kioltéfesték)
CMV DNS FAM none (semmi)
Bels6 kontroll (CMV TM IC) JOE none (semmi)

A CMV DNS artus CMV TM PCR Kit segitségével torténd analiziséhez valassza ki a FAM
jelz6festéket, a tablazatban megadottak szerint. Ugyanez vonatkozik a standardokra
(STND) és mintakra (UNKN), valamint a sablon nélkili kontrollokra (UNKN). A bels6
kontroll (IPC+) analiziséhez jelz6festékként allitsa be a JOE festéket. Kioltofestékkent
(quencher) éllitsa be a none (semmi) opci6t. A festékek és mintatipusok hozzarendelését a

Sample Type Setup (Mintatipus bedllitasa) programablakban lasd a 10. abra szerint.

=——— Sample Type Setup=——————

Acronym Name w Reporter
[Pc+ | [internal Positive [ (ooe 2] =
STND | [Standard | (Fam =) — 1
UNKN | [Unknown [ (Fam |12}
UNKN [No Template Control “ ] [ FAM _:J :
Reference [M Quencher
ROX None + 2

——
Remove ] - 3

10. &bra: A fluoreszcens festékek kivalasztasa és a mintatipus hozzarendelése
(Sample Type Setup (Mintatipus bedllitasa)).
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Kérjik, az alabbi tablazat alapjan rendelje hozza a mintatipust egy megfelelé funkcidhoz
(Acronym) (Rovidités):

Mintatipus Funkcié o Koncerjtrécié » Repo’rter ) QLlJenE:her,
(Acronym (Rovidités)) (Quantity (Mennyiség)) (Jelzéfesték) (Kioltofesték)
Minta UNKN - FAM none (semmi)
Sablon nélkdli kontroll  UNKN - FAM none (semmi)
Standard STND Lasd 1. Tartalom FAM none (semmi)

8.6.2.3. A sziikséges informéaciok hozzarendelése a lemezpozicidkhoz

A detektorok és mintatipusok egyes lemezpoziciokhoz valé hozzarendeléséhez vélassza ki
a megfelel6 mezéket. Majd nyissa meg a Dye Layer (Festékréteg) parbeszédablakot a Setup
(Beallitasok) szinten, és rendelie hozzajuk a megfelel6 jelz&festéket. A Sample Type
(Mintatipus) felugré menu aktivalasakor megtalalja a jelzéfestékhez tarsitott mintatipusokat
aSample Type Setup (Mintatipus beadllitdsa) menlpontban a megjelend listan
(lasd 11/12. &bra). Valassza ki a megfelel6 mintatipust (lasd a
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8.6.2.2.. alatti tablazatot), és ossza ki a fennmaradd lemezpoziciokat a Dye Layers
(Festékrétegek) és a Sample Type (Mintatipus) menipontok hasznalataval. A Sample Name (A
minta neve) mezében minden egyes mintahoz hozzarendelhet egy nevet. A Replicates
(Parhuzamos mintak) jeldléssel (a referenciaminta nevének a Replicate (Parhuzamos mintak)
oszlopba valé beirasaval) meghatarozott mezdket a szoftver beatlagolia a
patogénfelnalmoz6das mennyiségi meghatarozasakor, és kiszamolja a szorasi értékeket.

[Sample Type : LIELLEREICTI L Euuk Type: | STND - Standard 3
_ UNKN - Unknown )
1 —2mPle Name: | NKN - No Template Control Gample Name : (051 1
Replicate:  Sample Type Setup... Replicate: |
MNO“"U”_ —M"my:h 0Es04
2 Show Analysis fl Dye Layer: | FAM B Show Analysis lDyeLayw: FAM tl 2

11/12. &bra: A sziikséges informéaciok hozzarendelése a lemezpozicidkhoz.

A standard gorbe létrehozasahoz hasznalja az 6sszes mellékelt kvantifikicios standardot
(CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) PCR-futtatasonként, és irja be a megfelel6 koncentraciokat
(lasd 1. Tartalom) minden egyes standard esetében a Quantity (Mennyiség) mezébe (lasd
12. abra). Ez azonban csak akkor lehetséges, ha a standardok szaméra fenntartott
pozicidkat mar el6tte igy definialta a Sample Type (Mintatipus) meniipont hasznalataval.

8.6.2.4. A hémérsékleti profil Iétrehozasa

A hdémérsékleti profil Iétrehozasahoz valtson at a Thermal Cycler Conditions (PCR
mikodési feltételek) meniipontba a Setup (Bedllitasok) szinten. irja be a CMV DNS
kimutatasahoz szilkséges specifikus hémérsékleti profilt, a 13. abra szerint. Ugyeljen ra,
hogy a reakciotérfogat 50 pl-re legyen allitva. A Ramp times (H6mérséklet-valtoztatas
sebessége) és az Auto Increment (Automatikus ndvelés) elére beallitott értékei
valtozatlanok maradnak (Ramp Time (HO&mérséklet-valtoztatas sebessége): 0:00;
Auto Increment (Automatikus novelés): 0,0 °C; 0,0 masodperc).
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-Thermal Cycler Conditions
Stagel Stage2
Repeat
95.0 95.0
10:00 0:15 1
550 |
1:00
[«D]
A8 LR Auto Increment Sample Yolume Show Data Collection I
g ot |  oxllee 50 T 2
| 5 Seconds
sl s - 3

13. 4bra: A hémérsékleti profil Iétrehozasa.

Ezen felll, a Thermal Cycler Conditions (PCR mik&dési feltételek) mentipont a Show Data
Collection (Adatgyijtés mutatasa) opciot is tartalmazza. Ezen opcié kivalasztasaval
megnyilik a 14. dbra szerint bemutatott ablak. A hémérsékleti goérbe minden meredek
hémérséklet-valtozasakor és minden allandé hémérsékletli részénél lathaté egy Data
Collection (Adatgydijtés) ikon, amely grafikusan jelzi, hogy a futtatdas ezen pontjan
adatgydjtés torténik. A szikségtelen fluoreszcencia-mérések kizarasa érdekében tavolitsa
el az dsszes ilyen szimbdélumot az Annealing (Kapcsolodas) 1épés kivételével (Stage2/ (2.
fazis) Step2 (2. 1épés)). A teljes futtatasi id6 és a kapott adatmennyiség ily mddon

minimalisra csokkenthetd.
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Thermal Cycler Conditions
Stagel Stage2
Repeat
1
[«[»]
Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp l
[ osee S0 A
] A Seconds
—2

14. dbra: Adatgyidijtés.

8.6.2.5. Fontos tovabbi beallitasok

Az expoziciés id6 (a fluoreszcens festékek gerjesztési ideje) beallitasahoz, valamint a
Pure Spectra (Tiszta spektrumok) / Background (Hattér) fajlok kivalasztdsahoz valtson at a
Setup (Beallitasok) szintrél az Analysis (Analizis) szintre. Valassza ki az aktivalt Advanced
Options (Specidlis bedllitAsok) alpontot, amely a Diagnostics (Diagnosztika) menipont alatti
Instrument (Készilék) mentipontban talalhatd. Modositsa a bedllithsokat a 15. dbra szerint. A
program a Spectra Components (Spektrumdsszetevdk) (Analysis (Analizis)) opcionalis funkcié
inaktivalasa révén automatikusan felhasznalja az adatgeneralas pillanatdban a Spectra
Components (Spektrumdsszetevok) mappaban tarolt aktualis kalibraciés fajlokat a korabban
mar kielemzett futtatdsok Ujraértékelésekor. A korabbi futtatdsok Ujonnan bevitt Spectra
Components (Spektrumdsszetevék) hasznalataval végzett analiziséhez aktivalja ezt a két
mez6t. Kérjik, vegye figyelembe, hogy az artus CMV TM PCR Kittel t6rténé PCR-futtatashoz a
ROX festéket passziv referenciaként kell beallitani (Reference (Referencia)). A ROX festék
egyenld eloszlasa a CMV TM Master elkeverése révén minden el6készitett PCR-reakcioban
garantdlia ~a  csovenkénti  variaciok (az egyes  PCR-preparatumok  kozotti
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fluoreszcencia-kulbnbségek) felismerését, és az azokkal valé kalkulalast a szekvenciadetektald
szoftver segitségével (a kapott eredmények normalizalasa).

Figyelem: Amikor 96 cellas reakciélemezeket hasznal az optikai mérésekhez optikai
adhéziés zarofoliakkal kombindlva, vagy lapos kupaki optikai reakcidcsoveket, az
expoziciés id6 tiz milliszekundum. Ha dombord kupakos optikai reakci6écsdveket
hasznal, 25 milliszekundumra kell médositania az expoziciés idét.

Advanced Options

—Yiewer

isplay mse in Multicomponent View

isplay best fit in Raw Spectra View

——Analysis: Spectra Components

se background in "Spectra Components” folder

se pure spectra in "Spectra Components™ folder

——Miscellaneous

et 7700 Exposure Time for Plates: 4

3 se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint

[

15. abra: Fontos tovabbi beallitasok (Advanced Options (Speciélis beallitasok)).

8.6.2.6. A PCR-futtatas elmentése

Mentse el sablonként a bedllitasokat (Setup (Beallitasok)), hogy a késdbbiekben ismét
felhasznalhassa azt médositott vagy valtozatlan formaban. Ennek érdekében tarolja a fajlt
a Stationary File Format (Régzitett fajlformatum) formaban. Ujonnan programozott PCR-
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futtatas elinditasa el6tt mentse el ismét, ezuttal Normal File Format (Normal fajlformatum)
formaban, hogy garantalja a PCR-reakcid folyaman gyijtdtt adatok elmentését.

8.6.2.7. A PCR-futtatas elinditasa

Inditsa el a PCR-futtatast a Run (Futtatas) opcié kivalasztasaval az Instrument (Készilék)
menlelembdl vagy az Analysis (Analizis) szintjenek Run (Futtatas) mezd&jébél.

8.6.3. Az ABI PRISM 7900HT SDS készlilék beprogramozasa

A CMV DNS kimutatasahoz hozzon létre egy Uj profilt az ABI PRISM 7900HT SDS
késziilékén az alabbi hat Iépésnek megfeleléen (8.6.3.1. — 8.6.3.6.). Az Osszes leirds az
ABI PRISM 7900HT SDS 2.1 verziészamu szoftverére vonatkozik. Az ABI PRISM 7900HT
SDS késziilék beprogramozasanak részletei megtalalhatok az ABI PRISM 7900HT SDS
felhaszndl6i Utmutatdjaban. A jobb attekinthetéség kedvéért a szoftver beallitasai vastag
fekete keretben lettek kiemelve.

8.6.3.1. Eldbeallitasok egy uj PCR-futtatas létrehozasahoz

Az ABI PRISM 7900HT SDS File (F&jl) meniijébdl valassza ki a New (Uj) opcidt, és
programozza be az alabbi kezdeti bedllitasokat az 0j dokumentumhoz (lasd 16. abra). A
mentett sablonok (ABIPRISM SDS Template Document (ABIPRISM SDS
sablondokumentum) [*.sdt]) elérhet6k a Template (Sablon) listabdl, vagy megkereshetdk a
Browse (Tallézas) funkcid haszndlataval (lasd 8.6.3.5. A PCR-futtatds elmentése).
Erdsitse meg az elébeallitasokat (OK).

Figyelem: Az artus CMV TM PCR Kit kombindlt hasznélata nem javasolt az ABI PRISM
7900HT SDS 384 lemezes formatumaval.
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Assay: IAbSOIute Quantification (Standard Curve) Y I

Container: |96 Wells Clear Plate =] -1

Template: IBIank Template LI

Browse... |

Barcode: |

o Eol [ | ?

16. abra: Elébeallitasok egy uj PCR-futtatas |étrehozasahoz (New Document (Uj dokumentum)).

8.6.3.2. A detektorok létrehozasa/kivalasztasa

A Tools (Eszkdzok) menipont Detector Manager (Detektorkezel8) almenije segitségével
(vagy: Setup (Beadllithsok) szint / Add Detector (Detektor hozzaadasa) funkcid
kivalasztasaval) rendelje hozza a megfeleld kimutatd festékeket a fajlhoz. A CMV DNS,
valamint a belsé kontroll az artus CMV TM PCR Kit segitségével valé kimutatdsdhoz meg
kell hatarozni az alabbi tablazatban felsorolt jelz6- és kioltéfestékeket:

Kimutatas Reporter (Jelzéfesték) Quencher (Kioltofesték)

Non Fluorescent

CMV DNS FAM (Nem fluoreszcens)

Non Fluorescent

Belsé kontroll (CMV TM IC) ViC (Nem fluoreszcens)

Ezen detektorok létrehozasahoz vélassza ki a New (Uj) opciét (a Detector Manager
(Detektorkezel®) bal alsé részén).
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Add Detector E3

Add Detector [ ]

Neme: [atuscMv Nere: [artus CWVIC
[Description: | artus CMV TM PCR Kit Descrigtion: | artus CMV TM PCR Kit
-1
1 Reporter: [FAM | Repotter: iC 7]
GQuencher: [Non Fluorescent =] Guencher: [Non Fluorescent =]

2 -2
I | =
17. &bra: A CMV-specifikus detektor 18. abra: Az  IC-specifikus  detektor
létrehozdsa (a  Detector létrehozdsa (a  Detector
Manager (Detektorkezeld) Manager (Detektorkezeld)

hasznélataval). hasznélataval).

A CMV DNS kimutatasahoz az Uj ablakban adja meg a FAM/Non Fluorescent (FAM/nem
fluoreszcens) jelzéfesték/kioltofesték kombinaciot. A belsé kontroll kimutatasahoz vélassza
ki a VIC/Non Fluorescent (VIC/nem fluoreszcens) kombinaciot (a 17. abra és 18. abra
szerint). A bevitt adatok megerdsitésével (OK) térjen vissza a Detector Manager
(Detektorkezeld) menibe. Jeldlje meg az Ujonnan létrehozott detektorokat, és vigyen at
minden egyes valasztast a Setup (Beallitdsok) szintre a Copy to Plate Document (Masolas
a lemezdokumentumba) opcidra kattintassal (lasd 19. &bra). Zarja be a programablakot
(Done (Kész)).

X
Find: ;] l]
| Reporter | Quencher [ color| Modification Date
FA_M Non I! luorescent - ==
vIC Non Fluorescent 1
New... per I Ve s [ Import... I Export I I Copy To Plate Document I—— 2

19. abra: A detektorok kivalasztasa (a Detector Manager (Detektorkezeld) hasznalataval).
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8.6.3.3. A szikséges informéaciok hozzarendelése a lemezpoziciokhoz

Miutan bezéarta a Detector Manager (Detektorkezel6) ablakot (Done (Kész)), a 8.6.3.2. alatt
kivalasztott detektorok megtalalhatok a Setup (Bedllitasok) szinten egy tablazatban
(lasd 20. abra).

Setup | Instrument |

Well(s): B2 _’I
Sample Name: I S1

Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color

% | atusCMy | FAM [Standara =l 164 I

[ artus CHY IC vic 2 — 1

Standard
NTC

Add Detector...

Passive Reference: |ROX N | | 2

~ Omit Well(s)

20. &bra: A sziikséges informéaciok hozzarendelése a lemezpoziciékhoz.

Jeldlle meg a CMV DNS kimutatasara fenntartott lemezpozicidkat. Rendelje hozza a
kivalasztott detektorokat ezekhez a poziciokhoz: aktivélja a Use (Hasznalat) opciot mindkét
detektor esetében, és megjelenik mellettik egy kereszt jel. Az egyes reakcidk
elnevezéséhez valassza ki a nekik megfeleld poziciét a lemezen, és irja be a kivant nevet
(Sample Name (A minta neve)). Kérjiuk, vegye figyelembe, hogy a szoftver parhuzamos
mintakként fogja azonositani az azonos Sample Name (A minta neve) elemmel és azonos
detektor-hozzarendeléssel rendelkezé el6készitett mintakat, és a patogénfelhalmozodas
mennyiségi meghatérozasakor azok atlagaval fog szamolni. Majd valassza ki a megfeleld
funkciét (Task (Feladat)) minden egyes mintatipus esetében, az alabbi tablazat szerint:

Mintatious Funkcié Koncentracio Reporter Quencher
P (Task (Feladat)) (Quantity (Mennyiség)) (Jelz&festék) (Kioltofesték)
. Unknown Non Fluorescent
Minta (Ismeretlen) FAM (Nem fluoreszcens)
. Non Fluorescent
Sablon nélkili kontroll  NTC - FAM (Nem fluoreszcens)
3 Non Fluorescent
Standard Standard Lasd 1. Tartalom FAM

(Nem fluoreszcens)
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A standard gorbe létrehozdsahoz hasznalja az 6sszes mellékelt kvantifikacids standardot
(CMV LC/RG/TM QS 1 — 4) PCR-futtatasonként, és irja be a megfelel§ koncentraciokat
(lasd 1 Tartalom) minden egyes standard esetében (Quantity (Mennyiség)). Kérjik, vegye
figyelembe, hogy az artus CMV TM PCR Kittel tortén6 PCR-futtatashoz a ROX festéket
passziv referenciaként kell bedllitani (Passive Reference (Passziv referencia)). A ROX
festék egyenld eloszlasa a CMV TM Master elkeverése révén minden el6készitett PCR-
reakcidban garantdlja a csovenkénti varidciok (az egyes PCR-preparatumok kozotti
fluoreszcencia-kilénbségek)  felismerését, és az azokkal valé  kalkulalast
a szekvenciadetektald szoftver segitségével (a kapott eredmények normalizalasa).

8.6.3.4. A hémérsékleti profil Iétrehozasa

Egy adott hémérsékleti profil létrehozasahoz valtson at a Setup (Beallitasok) szintrél az
Instrument (Késziilék) szintre a szoftverben. irja be a CMV DNS kimutatasahoz sziikséges
érvényes hémérsékleti profilt, a 21. abra. szerint. Ugyeljen ra, hogy a reakciotérfogat
50 pl-re legyen allitva. A 9600 Emulation (9600 emulécidja) opciét aktivalni kell, a Ramp
times (HO6mérséklet-valtoztatds sebessége) és az Auto Increment (Automatikus ndvelés)
elére beadllitott értékeit nem kell megvaltoztatni (Ramp Time (H&mérséklet-valtoztatas
sebessége): 0:00; Auto Increment (Automatikus ndvelés): 0,0 °C; 0,0 masodperc).
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Setup  Instrument ]

I
Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto Increment | Rarmp Rate | Data Collection |
Stage 1 Stage 2
Repeats IE
95.0 95.0
10:00 0:15
55.0
1:00
Add Cycle | Add Hold | Add Step Delete Step I Sample Volume (uL): |50 2
Add Dissociation Stage |
[V 9600 Emulation = 3

21. dbra: A hémérsékleti profil létrehozasa.

Ezen felll, az Instrument (Késziilék) szint a Data Collection (Adatgy(jtés) opciot is
tartalmazza. Ezen opci6 kivalasztasaval megnyilik a 22. dbra szerint bemutatott ablak.
A hémérsékleti gorbe minden meredek hdmérséklet-valtozdsakor és minden Aallando
hémérsékletli részénél lathaté egy Data Collection (AdatgyUjtés) ikon, amely grafikusan
jelzi, hogy a futtatas ezen pontjan adatgy(jtés torténik. A sziikségtelen fluoreszcencia-
mérések kizardsa érdekében rakattintassal tavolitsa el az dsszes ilyen szimbélumot az
Annealing (Kapcsolddas) lépés kivételével (Stage2/ (2. fazis) Step2 (2. 1épés)). A teljes
futtatasi id6 és a kapott adatmennyiség ily médon minimalisra csékkentheté.
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Setup Instrument I

Thermal Cycler Protocol

Thermal Promel Auto Incremerﬁl Ramp Rate Data Collection I

Stage 1 Stage 2
Repeats [E

950 950

550

A Cyole Lol siisien | | poesen | Sample Volume (uL): [50

[V 9600 Emulation

22. abra: Adatgyiijtés.

8.6.3.5. A PCR-futtatas elmentése

Mentse el sablonként a bedllitdsokat (Setup (Beallitasok)), hogy a késébbiekben ismét
felhasznalhassa azt modositott vagy valtozatlan formaban. Ha elmenti a bedllitasokat egy
ABI PRISM SDS Template Document (ABIPRISM SDS sablondokumentum) (*.sdt)
formaban a Template Directory (Sablonkonyvtar) célhelyre (elérési ut: helyi merevlemez
([D:]\Program Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates, az Applied Biosystems 4&ltal
létrehozva), ezt a fajlt utana kozvetlenidl is kivalaszthata a New Document
(Uj dokumentum) ablakban, a Template (Sablon) listarél. A mas mappakba mentett
masolatokat a Browse (Tall6zas) funkcidval lehet megnyitni. A PCR-futtatas elinditasa el6tt
mentse el ismét, ezittal ABI PRISM SDS Document (ABI PRISM SDS dokumentum)
(*.sds) formaban, hogy garantalja a PCR-reakcio folyaman gy(jtott adatok elmentését.

8.6.3.6. A PCR-futtatas elinditasa

Inditsa el a PCR-futtatast: valassza ki a Start (Inditas) opciot az Instrument (Készilék)

menlelembdl.

artus CMV TM PCR Kit kézikényv 11/2018 37



9. Eredmeények értékelése

A készulékek hasznélatba helyezésekor sziikséges a festékek (Pure Spectra Component
File (Tiszta spektrumOsszetev6k)) és a hattér (Background Component File (Hattér-
komponens fajl)) hiteles kalibralasa. Ezekre a kalibracios fajlokra szilkség van az
eredmények pontos kiszamitasahoz, az alabbiak szerint:

Ca készulék altal létrehozott minden olyan zavaré jelet, amely befolydsolnd a mérést,
kiklisz6bdli az ABI PRISM szekvenciadetektéld rendszerek szekvenciadetektéld szoftvere
a Background Component File (Hattér-komponens fajl) révén.

Tovabba, a tobbszinli (tobbfestékes) analizisek soran is fellépnek interferenciak az egyes
fluoreszcens festékek emisszids spektrumai kozott. Az ABI PRISM SDS készulék szoftvere a
Pure Spectra Component File (Tiszta spektrumdsszetevdk) fajlban tarolt egyéni festékek
spektrumadatait felhasznal6 kalkulaciokkal kompenzalja ezeket az interferenciakat. A szoftver
ugyanazt a fajlt hasznalja a PCR-reakcidé soran Osszegyd(ijtott, a teljes mérhetd spektrumot
feloleld fluoreszcencia-adatok programozott detektorokhoz valé hozzérendeléséhez. Az egyedi
festékek fluoreszcencia-adatait azutan elosztjak a passziv referencia (ROX) jelére kapott
értékkel, hogy szamitasba vegyék a teszicsOvenkénti eltéréseket (a kilonbdzé
PCR-preparatumok kodzétti fluoreszcencia-kilonbségeket). Az ily mddon normalizalt jelek
azutan mar értékelheték az Ampilification Plot (Amplifikacios grafikon) segitségével.

Egy adott PCR-futtatds értékeléséhez felhasznalt kalibracidos fajlok automatikusan
tarolddnak a futtatds elmentésekor. Ha nincs telepitve semmilyen kalibracios fajl, kérjik,
hozza létre azokat az ABI PRISM SDS felhasznal6i utmutatéban/kézikbnyvben megadott
vonatkozé instrukciok szerint.

Ha egynél tobb artus TM PCR rendszer van integralva a PCR-futtatdsaban (figyelje meg a
hémérsékleti profilt), ezeket az assay-ket egymastdl fuggetlendl kell kielemezni. Az
ABI PRISM 7000 és 7900HT SDS szoftvere automatikusan parhuzamos mintakként fogja
azonositani az azonos Sample Name (A minta neve) elemmel és azonos detektor-
hozzarendeléssel rendelkez6 mintakat, és a patogénfelhalmozodas mennyiségi
meghatarozasakor azok atlagaval fog szamolni.
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A mennyiségi futtatdsok analiziséhez kdvesse a 8.4. Kvantifikdlas részben megadott
instrukcidkat, valamint az ABI PRISM 7000 SDS kvantifikalashoz mellékelt technolégiai
tajékoztato jegyzetét, amely elérheté a www.qgiagen.com cimen.

Ha egynél tobb herpes artus rendszert integralt a PCR-futtatdsba, ezeket a kiilonb6z6
rendszereket kilon-kilon analizalja a nekik megfeleld kvantifikacids standardokkal. Ennek
megfeleléen valassza ki az analizishez a mintapoziciokat.

A koévetkezd eredmények fordulhatnak elé:

1. FAM fluoreszcenciajel detektalva.
A vizsgélat eredménye pozitiv: A minta CMV DNS-t tartalmaz.

llyen esetben a VIC/JOE fluoreszcenciajelétdl (belsé kontroll) el lehet tekinteni, mivel a
CMV DNS kezdeti magas koncentracidja (pozitiv FAM fluoreszcenciajel) a belsé

kontroll fluoreszcenciajelének csokkenéséhez vagy hianyahoz vezethet (kompeticio).

2. Nincs FAM fluoreszcenciajel detektalva. Ugyanakkor megjelenik a belsé kontroll

VIC/JOE fluoreszcenciajele.
A mintaban CMV DNS nem volt kimutathaté. Negativnak tekinthetd.

Negativ CMV PCR esetén a belsé kontroll érzékelt jele kizarja a PCR-reakcio

gatlasanak lehet6ségeét.
3. Sem FAM fluoreszcenciajel, sem VIC/JOE fluoreszcenciajel nem volt kimutathato.
Nem hatarozhaté meg diagnézis.

A hibak okaival és megoldasuk mddjaival kapcsolatos informaciok a 10 Hibaelharitas

fejezetben talalhatok.
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A pozitiv és negativ PCR-reakciok példai az aldbbi abrakon lathatdk: 23. és 24.
(ABI PRISM 7000 SDS), 25. és 26. abra (ABI PRISM 7700 SDS), valamint 27. és 28.
(ABI PRISM 7900HT SDS).
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23. 4bra: A kvantifikaciés standardok kimutatdasa (CMV LC/RG/TM QS 1-4) a FAM
fluoreszcenciajel mérésével (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: no template control
(sablon nélkuli kontroll (negativ kontroll)).

abra
abra
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24. dbra: Bels6 kontroll (IC) kimutatasa a VIC fluoreszcenciajel mérésével (ABI PRISM 7000
a kvantifikaciés standardok (CMV LC/RG/TM QS 1-4) egyideji
amplifikdlasaval. NTC: no template control (sablon nélkili kontroll (negativ
kontroll)).
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25. dbra: A kvantifikaciés standardok kimutatdsa (CMV LC/RG/TM QS1-4) a FAM
fluoreszcenciajel mérésével (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: no template control
(sablon nélkdli kontroll (negativ kontroll)).
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26. abra: Belsé kontroll (IC) kimutatasa a JOE fluoreszcenciajel mérésével (ABI PRISM 7700
SDS), a kvantifikaciés standardok (CMV LC/RG/TM QS 1-4) egyideji
amplifikdlasaval. NTC: no template control (sablon nélkili kontroll (negativ
kontroll)).

£
™ fiod
YA AT

27. 4bra: A kvantifikaciés standardok kimutatdsa (CMV LC/RG/TM QS1-4) a FAM
fluoreszcenciajel mérésével (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: no template control
(sablon nélkuli kontroll (negativ kontroll)).
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28. dbra: Belsé kontroll (IC) kimutatasa a VIC fluoreszcenciajel mérésével (ABI PRISM 7900HT
SDS), a kvantifikaciés standardok (CMV LC/RG/TM QS 1 - 4) egyidejli amplifikalasaval.
NTC: no template control (sablon nélkiili kontroll (negativ kontroll)).

10. Hibaelharitas

Nincs FAM fluoreszcenciajel a pozitiv kontrollokkal (CMV LC/RG/TM QS 1 — 4):

A PCR-adatok elemzéséhez valasztott detektalod festék nem felel meg a protokolinak.

- Az adatelemzéshez valassza ki a FAM detektalé festéket az analitikai CMV PCR-
hez, és a VIC/JOE detektal festéket a belsé kontroll PCR-hez.

Az Options (Bedllitasok) (Extension Phase Data Extraction (Adatkinyerés
a lanchosszabbitasi fazisban)) menipont alatt megadott, az adatok elemzéséhez hasznalt
bedllitAsok nem egyeznek meg a Data Collection (Adatgyijtés) beallitasaival (az
ABI PRISM 7700 SDS esetében lasd 8.6.2.4. A hémérsékleti profil Iétrehozasa, az
ABI PRISM 7900HT SDS esetében lasd 8.6.3.4. A hémérsékleti profil Iétrehozasa).

- Analizdlja a PCR-futtatast a kijavitott beallitasokkal, és ismételie meg az

adatelemzést (Analysis (Elemzés)).
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Az ABI PRISM szekvenciadetektalo rendszer hémérsékleti profiljanak nem megfelelé
programozasa.

- Hasonlitsa 6ssze a hémérsékleti profilt a protokollal (lasd 8.6. Az ABI PRISM
SDS készlilékek beprogramozasa).

PCR reakcié helytelen 6sszemérése.

- Ellenérizze a munkalépéseket a pipettdzasi vazlat alapjan (lasd 8.5. A PCR-
reakcio el6készitése), és szilkség esetén ismételje meg a PCR-futtatast.

Egy vagy tobb kitkomponens térolasi feltételei nem feleltek meg a 2. Tarolas részben
taldlhatd instrukcidknak, vagy az artus CMV TM PCR Kit szavatossaga lejart.

- Ellenérizze a tarolasi kérilményeket és a reagensek lejarati datumat (lasd a kit
cimkéjét), és hasznaljon Uj kitet, amennyiben sziikséges.

Egy (QlAamp DSP Virus Kit segitségével) tisztitott negativ plazmaminta belsé

kontrolljdnak gyenge vagy hianyz6 jele (VIC/JOE fluoreszcenciajel, az eltérés
nagyobb, mint a 25,3-31,3 kdz6tti Ct-tartomany) (kiiszobértékek: ABI PRISM 7000:
0,2; ABIPRISM 7700 és 7900HT SDS: 0,2), és az FAM fluoreszcenciajel egyideji

hianya a specifikus CMV PCR-reakci6 esetében:

A PCR kdorilményei nem felelnek meg a protokollnak.

- Ellendrizze a PCR koriilményeket (lasd fentebb) és ismételje meg a PCR-futtatast a

helyes beallitasokkal, amennyiben szikséges.
A PCR gatolt.

- Ellenbrizze, hogy a javasolt izolaldsi modszer szerint jart-e el
(lasd 8.2. DNS-izoléalas), és szigortan tartsa be a gyarto utasitasait.

- Ellendrizze, hogy a DNS-izolalas soran elvégezte-e a javasolt tovabbi centrifugalasi
Iépést az elucid elbtt, hogy eltavolitson minden esetlegesen visszamaradt etanolt a
rendszerbdl (lasd 8.2. DNS-izolalas).
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e Az extrakci6 soran a DNS elveszett.

- Amennyiben a belsé kontroll hozza lett adva az extrakciéhoz, a bels6é kontroll
meglévé jele utalhat a DNS elvesztésére az extrakcios lépés alatt. Ellenérizze, hogy
a javasolt izolalasi modszert alkalmazta-e (lasd 8.2.  DNS-izolalas), és szigortan

tartsa be a gyart6 utasitasait.

* Egy vagy tobb kitkomponens tarolasi feltételei nem feleltek meg a 2. Tarolas részben
talalhat6 instrukcidknak, vagy az artus CMV TM PCR Kit szavatossaga lejart.

- Ellenérizze a tarolasi kérilményeket és a reagensek lejarati datumat (lasd a kit
cimkéjét), és hasznaljon Uj kitet, amennyiben sziikséges.

Az analitikai PCR-reakcid FAM fluoreszcenciajele a negativ kontrollokkal:

* Szennyezd6dés tortént a PCR el6készitése soran.
- Ismételje meg a PCR futast replikdtumban 0j reagensekkel.

- Amennyiben lehetséges, zarja le a PCR csovet kdzvetlenll a vizsgalati minta

hozzaadasa utan.
= A pozitiv kontrollt szigorGian csak a végén pipettazza az elegyhez.

> Ugyelien r4, hogy a munkafelilet és a készilékek rendszeres idékdzonként

legyenek fertétlenitve.
e Szennyez6dés tortént az extrakcid soran.

= Ismételje meg az extrakciét és a PCR futdst a vizsgélni kivant mintaval és (j
reagensekkel.

2> Ugyelien r4, hogy a munkafelilet és a készilékek rendszeres idékdzdnként

legyenek fertStlenitve.
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Ha barmilyen tovabbi kérdése van, vagy ha probléma meriine fel, forduljon bizalommal

miszaki ugyfélszolgalatunkhoz.

11. Teljesitmeény-jellemz6k

11.1. Analitikai érzékenyseég

Meghatéroztédk az artus CMV TM PCR Kit analitikai kimutatasi hatarat, valamint a tisztitast
is figyelembe vevé analitikai kimutatasi szintjét (érzékenységi hatarértékeit). A tisztitast is
figyelembe vevé analitikai kimutatasi szint CMV-pozitiv klinikai mintdk bizonyos extrakcios
eljarassal torténd feldolgozasaval kerllt meghatarozasra. Ezzel szemben az analitikai
kimutatasi hatar klinikai mintak nélkil lett meghatarozva, és fliggetlen a vélasztott
extrakciés modszertdl, mert ismert koncentracioju CMV DNS-t hasznal.

artus CMV TM PCR Kit analitikai érzékenységének meghatarozasa érdekében higitasi
sort készitettek genomi CMV DNS-bél, 10 és névleges 0,00316 CMV koépia/ul kozotti
koncentraciokkal, és analitikai vizsgalatot végeztek veliik az ABI PRISM 7000, 7700 és
7900HT szekvenciadetektdlé rendszerekAz , valamint az artus CMV TM PCR Kit
kombinacidjaval. A vizsgalatot minden késziilék esetén harom kilonb6zé napon, nyolc
parhuzamos mintaval végezték. Az eredményeket probit-elemzéssel hataroztak meg.

Kimutatasi hatarérték (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,20 kopia/pl
ABI PRISM 7700 SDS 0,20 kopia/pl
ABI PRISM 7900HT SDS 0,17 képia/pl

Ez azt jelenti, hogy 95%-0s a valoszinlisége annak, hogy 0,20 képia/pl (ABI PRISM 7000 SDS),
0,20 kopia/pl (ABI PRISM 7700 SDS) és 0,17 képia/ul (ABI PRISM 7900HT SDS) koncentraciojti
CMV DNS mér kimutathato.
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Az artus CMV TM PCR Kit a tisztitast (QIAamp DSP Virus Kit) is figyelembe vevo
analitikai érzékenységének meghatarozasahoz a CMV virusanyag 1000 és nominalis
0,316 CMV kopia/pl-es koncentracidja kozotti higitasi sort készitettek, és azt Klinikai
plazmamintdkhoz adtak. Ezutdn DNS-extrakciot végeztek QlAamp DSP Virus Kit
segitségével (extrakciés térfogat: 0,5 ml; ellcios térfogat: 70 pl). Mind a nyolc higitast
analizaltak az ABIPRISM 7000, 7700 és 7900HT SDS készilékek, valamint az
artus CMV TM PCR Kit segitségével, harom kulonb6zé napon, nyolc parhuzamos
méréssel. Az eredményeket egy probit (valészinliségi egység) -analizissel hataroztak meg,
€s az alabbi tablazatban foglaltdk dssze:

Kimutatasi hatarérték (p = 0,05) a tisztitasi mlvelet figyelembe vételével

ABI PRISM 7000 SDS 64,2  kopia/ml
ABI PRISM 7700 SDS 100,5 Kopia/ml

ABI PRISM 7900HT SDS 53,5  kopia/ml

Az ABI PRISM 7000 SDS késziulék eredményeinek grafikus illusztracidja itt lathato:
29. abra. Az artus CMV TM PCR Kit tisztitast is figyelembe vevé analitikai kimutatasi
hatara 64,2 képia/ml (p =0,05). Ez azt jelenti, hogy a 64,2 képia/ml koncentracioju
virusanyag 95%-os eséllyel kimutathato.
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Probit-elemzés: Citomegalovirus (ABI PRISM 7000 SDS)
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29. dbra: Az artus CMV TM PCR Kit tisztitast is figyelembe vevé (QlAamp DSP Virus Kit)
analitikai érzékenysége (ABI PRISM 7000 SDS készulékkel).

11.2. Specificitas

Az artus CMV TM PCR Kit specificitasa els6sorban és leginkabb a primerek és probak
kivalasztasan, illetve a szigordan meghatarozott reakciofeltételeken alapul. A primerek és
minden génbankban publikalt szekvenciaval szemben. Ezéaltal minden relevans genotipus
kimutathatésaga biztositva van.

Emellett a specificitast 100 kilénb6zd CMV-negativ szérummintan is validaltak. Ezek nem
adtak semmilyen jelet a CMV TM Master mixben talalhat6 CMV-specifikus primerekkel és
probakkal.

Az artus CMV TM PCR Kit specificitAsanak meghatarozasahoz letesztelték az alabbi
tdblazatban felsorolt kontrollcsoport keresztreaktivitdsat (lasd 1.tablazat). A tesztelt
patogének egyike sem mutatott keresztreaktivitast. Nem volt keresztreaktivitas kevert
fertézések esetén.

48 artus CMV TM PCR Kit kézikényv 11/2018



1. tdblazat: A kit specificitasanak vizsgalata potencialis keresztreaktiv patogénekkel.
Kontroll csoport CMV (FAM) Belsé kontroll (VIC)
Human herpeszvirus 1 (Herpes simplex virus 1) - +
Human herpeszvirus 2 (Herpes simplex virus 2) - +
Human herpeszvirus 3 (Varicella-zoster virus) - +
Human herpeszvirus 4 (Epstein-Barr virus) - =
Human herpeszvirus 6A - +
Human herpeszvirus 6B - +
Human herpeszvirus 7 - +
Human herpeszvirus 8 (Kaposi-szarkémaval -

kapcsolatos herpeszvirus)

Hepatitis-A virus - +
Hepatitis-B virus — +
Hepatitis-C virus - +
Human immunodeficiencia virus 1 (HIV) - +
Human T-sejt leukémia virus 1 - +
Human T-sejt leukémia virus 2 — +
Nyugat-Nilus virus - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
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11.3. Pontossag

Az assay teljes varianciajanak meghatarozasadhoz az artus CMV TM PCR Kit pontossagi
adatait az ABI PRISM 7000 SDS készlilék segitségével gy(jtotték Ossze. A teljes variancia
Osszetevdi: az assay-n beluli variabilitds (azonos koncentracioju mintak egy kisérletben
mért eredményeinek variabilitdsa), az assay-k kozotti variabilitas (egy laboratériumon
belll kulénbdz8, de azonos tipusu késziléken, tobb operator altal végzett assay-k
eredményeinek variabilithsa), és a gyartasi tételek kozotti variabilitds (kilonb6zd
gyartasi tételek felhasznalasaval végzett assay-k eredményeinek variabilitasa). A mért
adatok alapjan meghatarozasra kerilt a patogénspecifikus, illetve a belsé kontroll PCR

eredmények szoérasa, variancidja és variacios koefficiense.

standard (QS 4; 10 kopia/ul) segitségével gyUjtotték Ossze. A vizsgalatot nyolc
parhuzamos mintaval végezték. A pontossagi adatokat az amplifikacios gorbék Ct-értékei
alapjan hataroztak meg (Ct: kiszobciklus, lasd 2. tdblazat). Tovabba, a kvantitativ
eredmények kopia/ul-ben megadott pontossagi adatait a megfelel6 Ct értékek
hasznalataval hataroztak meg (lasd 3. tablazat). Ezen eredmények alapjan a fenti
(konc.), a belsé kontroll detektalasakor pedig 1,14% (Ct). Ezen értékek a meghatarozott

variabilitasok minden egyes értékének dsszességén alapszanak.
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2. tablazat: Pontossagi adatok a Ct-értékek alapjan.

Standard deviacio (szoras) Variancia Variaciés koefficiens [%]

Teszten belili variabilitas:
CMV LC/RG/TM QS 4 010 0,01 033
Teszten belili variabilitas:
Belsé kontroll 012 0,01 0,50
Tesztek kozotti variabilitas:
CMV LC/RG/TM QS 4 021 0,04 0,67
Tesztek kozotti variabilitas:
Belsé kontroll 0,30 0,09 1,23
Gyartéasi tételek kozotti variabilitas:
CMV LC/RG/TM QS 4 0,32 0,10 1,01
Gyartéasi tételek kozotti variabilitas:
Belsé kontroll 0.26 0,07 1,05
Teljes variancia:
CMV LC/RG/TM QS 4 033 011 1,06
Teljes variancia:

0,28 0,08 1,14

Belsé kontroll

3. tablazat: Pontossagi adatok a kvantitativ értékek alapjan (kopia/pl).

Standard deviéci6 (sz6ras) Variancia Variacios koefficiens [%]

Teszten beliili variabilitas:
CMV LC/RG/TM QS 4 0.72 052 720
Tesztek kozotti variabilitas:
CMV LC/RG/TM QS 4 L= 1,57 12.45
Gyartasi tételek kozotti variabilitas:
CMV LC/RG/TM QS 4 1,53 2,33 1510
Teljes variancia:

1,30 1,70 12,93

CMV LC/RG/TM QS 4
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11.4. Megbizhatosag

A megbizhatdsag igazolasa lehetévé teszi az artus CMV TM PCR Kit teljes hibaardnyanak
meghatarozasat. 100 db CMV-negativ plazmamintdhoz adtak CMV DNS-t Ugy, hogy a
végkoncentraciojuk 170 képia/ml lett (vagyis az analitikai érzékenységi hatar kb.
haromszoros koncentraciodja). A QlAamp DSP Virus Kit segitségével végzett extrakcié utan
(l4sd 8.2. DNS-izol4lés) az artus CMV TM PCR Kit segitségével analizaltak ezeket
a mintékat. Az 6sszes CMV-minta esetében 0% volt a hibaarany. Emellett a belsé kontroll
megbizhatésagat 100 db CMV-negativ plazmaminta tisztitAsaval és vizsgalataval mérték
fel. Ezek alapjan az artus CMV TM PCR Kit megbizhat6saga > 99%.

11.5. Reprodukalhatosag

A reprodukalhatésagi adatok lehetévé teszik az artus CMV TM PCR Kit teljesitmény-
jellemzdinek rendszeres felmérését, valamint mas termékekkel torténdé hatékonysagi
Osszehasonlitdsat. Ezek az adatok laboratoriumi szakmai alkalmassagi programokban
torténd részvételbdl szarmaznak.

11.6. Diagnosztikai kiértekelés

Az artus CMV TM PCR Kitet egy vizsgalat keretein  belil értékelték. Az
artus CMV TM PCR Kitnek a COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test segitségével
torténd Osszehasonlitdséhoz 154 db EDTA-s klinikai plazmamintat vizsgaltak meg
retrospektiv és prospektiv médon. Elézetesen a COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
segitségével rutindiagnosztika keretein belll megvizsgaltak, és pozitivnak vagy negativnak
talaltak minden mintat.

Az artus CMV TM PCR Kit tesztelésére hasznalt mintakat az artus CMV TM PCR Kit belsé
kontrolljainak hozzaadasaval izolaltdk a QlAamp DSP Virus Kit segitségével, majd az
ABI PRISM 7000 SDS késziilékkel analizalték. A COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
Test mintait a gyartd altal a terméktajékoztatdban megadott utasitasoknak megfeleléen
izolaltak és vizsgaltak meg.
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Mind a 11 olyan minta, amelyet a COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test pozitivnak
talalt, az artus CMV TM PCR Kit is pozitivnak allapitotta meg. Mind a 125 olyan minta,
amelyet a COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test negativnak talalt, az
artus CMV TM PCR Kit is negativnak allapitott meg. Osszesen 18 db eltérd

mintaeredményt kaptak. Az eredmények dsszefoglalasat lasd 4. tablazat.

4.tablazat: Az 6sszehasonlit6 validalasi vizsgalat eredményei.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Osszesen
artus CMV + 11 18 29
TM PCR Kit
— 0 125 125

Ha a COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test eredményeit referencidnak tekintjik, az
artus CMV TM PCR Kit minden mintara vonatkozo érzékenysége 100%-0s, a diagnosztikai

specificitdsa pedig 87,4%-0s.

A 18 db eltér6 eredményt adé minta tovabbi vizsgalata az artus PCR Kitek eredményeit
erdsitette meg. Ezek alapjan valészini, hogy az eredményekben mutatkozé kulénbség az
artus CMV TM PCR Kit magasabb érzékenységén alapult.
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12. A termék hasznalatanak korlatai

® Minden reagens kizardlag in vitro diagnosztikai célra hasznalhat6.

® Ezt a terméket kizardlag olyan személy hasznalhatja, aki képzett és gyakorlott az in
vitro diagnosztikai eljarasok tertiletén.

® Az optimdlis PCR-eredmények eléréséhez a felhasznaldi kézikdnyv pontos kdvetése

szikséges.

® Figyelni kell a dobozon és minden 6sszetevd cimkéjén talalhatd lejarati idSkre. Ne
hasznaljon lejart reagenst.

® Bér ez ritka jelenség, a virdlis genom nagyon konzervativ régidiban a kitben talalhaté
primerek és prébak altal lefedett teriileteken kialakul6 mutéciok a virusszam
alulbecslését, vagy a virusjelenlét kimutatasanak hibajat eredményezheti. Az assay

érvényességét és teljesitményét rendszeres id6kdzonként fellilvizsgaljak.

13. Biztonsagi informaciok

Vegyszerhasznalat soran mindig viselien megfeleld laboratoriumi kdpenyt, egyszer
hasznalatos keszty(t és véddészemiiveget. A tovabbi tudnivalokat a megfelelé biztonsagi
adatlapok (Safety Data Sheets, SDS-ek) tartalmazzak. Ezek elérheték online, a
www.giagen.com/safety weboldalon, jél kezelhetd, kompakt PDF formatumban; a
weboldalon megtalalhatd, megtekintheté és kinyomtathatdé az egyes QIAGEN® kitek és

kitben talalhaté6 komponensek biztonsagi adatlapja.

A mintakat és a vizsgalati hulladékokat a helyi biztonsagi el6irdsoknak megfeleléen kell

artalmatlanitani és eltavolitani.
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14.MinGség-ellendrzes

A QIAGEN teljes min&ségiranyitasi rendszerének megfeleléen az artus CMV TM PCR Kit
minden egyes gyartasi tételét leellendrzik, hogy az megfelel-e az eldirt paramétereknek,

ezzel is biztositva a termék egyenletes és megbizhaté mindségét.
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16. Szimbolumok magyarazata

2 Lejarati datum

LOT
Tételszam
u Gyart6
REF
Kataldgusszam

Anyagszam

MAT
GTIN Globélis kereskedelmi aruazonosité szam (GTIN)

; <N> Vizsgalat elvégzéséhez elegendd <N> tesztet tartalmaz
/ﬂ/ Hémérséklet korlatozas

Qs Kvantifikaciés standard

iC Bels6 kontroll
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17. Rendelési informaciok

Termék Tartalom Katalégusszam

artus® CMV TM PCR Kit (24) 24 reakcibhoz: 2 Master, 4503163
4 kvantifikaciés standard, belsé
kontroll, viz (PCR-szint{)

artus® CMV TM PCR Kit (96) 96 reakciohoz: 8 Master, 4503165
4 kvantifik4cios standard, 2 db
belsd kontroll, viz (PCR-szint()

QlAamp® DSP Virus Kit (50) 50 minta-eldkészitéshez: QlAamp 60704
MinElute® spin oszlopok, pufferek,
reagensek, tesztcsovek,
oszloptoldalékok és VacConnector
vakuumcsatlakozok

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok
a megfeleld QIAGEN kit kézikbnyvében vagy felhasznal6i Utmutatojaban talalhatok.
A QIAGEN kitek kézikényvei és felhasznaléi Gtmutatéi a www.giagen.com webhelyen
érheték el, vagy a QIAGEN Miszaki Ugyfélszolgalattél vagy a terlletileg illetékes

forgalmazotél szerezhetdk be.
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Megjegyzések
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Megjegyzések
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A dokumentum atdolgozasi el6zményei

R4 Frissitett min6ség-ellenérzési (QC) kiadas miszaki leirdsai az IC belsé kontrollokhoz.
11/2018 Rendelési informéaciok szakasz hozzdadasa. Szerkezeti felépités frissitése.

Korlatozott licencszerzédés az artus CMV TM PCR Kit kézikdnyvhoz
A termék hasznalataval a termék vasarléja vagy felhasznaléja elfogadja a kovetkezo feltételeket:

1.

g pwN

A terméket kizardlag a hozza tartoz6 protokollok és a jelen kézikonyv szerint, valamint a kithez tartozé komponensekkel egyiitt szabad hasznaini. A QIAGEN
a szellemi tulajdonat képezé termékek egyikének esetében sem engedélyezi, hogy a kithez tartozé komponenseket a termékhez mellékelt protokollokban, a
jelen kézikonyvben és a www.giagen.com webhelyen elérheté tovabbi protokollokban leirtak kivételével mas, nem a kithez tartozé komponensekbe
beépitsék, vagy azokkal egyitt hasznaljak. A tovabbi protokollok némelyikét a QIAGEN felhasznaldi bocsatjak mas QIAGEN felhasznalok rendelkezésére. A
QIAGEN nem végezte el ezeknek a protokolloknak az alapos vizsgalatat és optimalizalasat. A QIAGEN nem vallal garanciat ezekért a protokollokért, és nem
garantalja azt sem, hogy azok nem sértik harmadik felek jogait.

Az itt leirt licenceken kiviil a QIAGEN nem véllal garanciat arra, hogy ez a kit és/vagy ennek hasznélata nem sérti harmadik felek jogait.
A kit és komponenseinek licence csak egyszeri hasznélatra jogosit; Gjrafelhasznalasuk, feltjitasuk vagy Ujraértékesitésiik tilos.
A QIAGEN az itt leirtakon kiviil kifejezetten kizar minden méas konkrét vagy vélelmezett jogot.

A kit vasarldja és felhasznaléja elfogadja, hogy semmilyen olyan Iépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan Iépés megtételét, amely a
fentiekben eldirtak megszegéséhez vezet vagy azt el6segiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilalmak barmely birésagon

keresztiili érvényesitésére és az azzal kapcsolatban felmerlil6 dsszes vizsgalati és perkdltség kovetelésére, beleértve a korlatozott licencre vonatkozo jelen
szerzédés vagy a kittel és/vagy komponenseivel kapcsolatos barmilyen szellemi tulajdonjog érvényesitése céljabdl inditott peres eljaras tigyvédi koltségeit.

A legUjabb licencfeltételekrdl a www.giagen.com oldalon tajékozoédhat.

Védjegyek: QIAGEN®, QlAamp?®, artus® (QIAGEN cégcsoport); ABI PRISM® (Applera véllalat); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics GmbH);
FAM™, GeneAmp®, JOE™, MicroAmp®, ROX™, VIC® (Life Technologies).

A dokumentumban hasznalt bejegyzett nevek, védjegyek stb. akkor sem tekintheték a térvényi védelmen kiviil esének, ha nem rendelkeznek kiilén jeloléssel.
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