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Ugel pouziti

Sada artus CMV RG PCR Kit je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro pro kvantifikaci
DNA cytomegaviru (CMV) v lidské plazmé. Tato diagnosticka testovaci sada vyuziva
polymerazovou fetézovou reakci (Polymerase Chain Reaction, PCR) a je konfigurovana pro
pouziti s pfistroji Rotor-Gene Q.

Sada artus CMV RG PCR Kit je uréena k pouziti ve spojeni s klinickym obrazem a dalSimi
laboratornimi markery pro l1é¢bu infekce CMV u pacient(l s rizikem onemocnéni CMV.

Vysledky ziskané pomoci sady artus CMV RG PCR Kit je nutné interpretovat v kontextu
veskerych relevantnich klinickych a laboratornich naleza.

Sada artus CMV RG PCR Kit neni urena k pouziti jako screeningovy test na pfitomnost CMV
v krvi €i krevnich produktech ani jako diagnosticky test k potvrzeni pfitomnosti infekce CMV.

Popis a principy

Sada artus CMV RG PCR Kit je systém k pfimému pouZiti pro prikaz DNA viru CMV pomoci
polymerazové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR) na pfistrojich Rotor-
Gene Q MDx. Smés CMV RG Master obsahuje reagencie aenzymy pro specifickou
amplifikaci 105 bp dlouhého useku hlavniho bezprostfedné €asného genu (Major Immediate
Early Gene, MIE) v genomu CMV (analyza dokaze detekovat genotypy CMV gB1-gB4)
a také pro pfimou detekci tohoto specifického amplikonu ve fluorescenénim kanalu Cycling
Green pristroje Rotor-Gene Q MDx.

Kromé toho sada artus CMV RG PCR Kit obsahuje druhy heterologni amplifikaéni systém
pro prukaz potencialni inhibice PCR. Je detekovan jako interni kontrola (Internal Control, IC)
ve fluorescencnim kanalu Cycling Yellow pfistroju Rotor-Gene Q MDx. Spolu s produktem
se dodavaji externi pozitivni kontroly (CMV QS 1-4), s jejichz pomoci Ize ur€it mnozZstvi
virové DNA. DalSi informace uvadi ¢ast ,Kvantifikace, strana 22.
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Informace o patogenech

Lidsky cytomegalovirus (CMV) se vyskytuje v krvi, tkanich a témér ve vSech sekrecnich
tekutinach infikovanych osob. K pfenosu viru mlze dojit peroralné, pohlavnim stykem,
krevni transfuzi nebo pfi transplantaci organ(, dale nitrodélozné nebo perinatalné (1-4).
Testovani virové naloze CMV je dullezitou pomUlckou pro posouzeni rizika onemocnéni,

diagnostiku onemocnéni a sledovani reakce na IéCbu (5).

Infekce CMV Casto vede k asymptomatické infekci, po které virus v téle celoZivotné
pretrvava. Pokud se u dospivajicich nebo dospélych vyskytnou pfiznaky, jsou podobné
pfiznaklim mononukledzy s hore¢kou, slabé hepatitidy a celkové indispozice. (6) Tézky
prabéh infekce CMV byl pozorovan zejména u pacientd infikovanych nitrodélozné

a u imunodeficientnich pacientd. (4, 7)

Princip testu

Priikaz patogenu pomoci polymerazové fetézové reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR)
je zalozen na amplifikaci specifickych oblasti genomu patogenu. Amplifikat je pfi real-time PCR
detekovan pomoci fluorescencnich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana na oligonukleotidové
sondy, které se vazou specificky na PCR amplifikat. Detekce intenzity fluorescence v prabéhu
PCR (ij. v realném ¢ase) umoznuje prakaz a kvantifikaci kumulujiciho se produktu, aniz by bylo

nutné po béhu PCR znovu otevirat reakéni zkumavky. (8)
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Dodavané materialy

Obsah sady
Sada artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
Katalogové ¢&. 4503263 4503265
Pocet reakci 24 96
Blue CMV RG Master (Taq 0,1 U/pl) 2 x12reakci 8 x 12 reakci
Yellow CMV Mg-Sol* Mg-Sol 600 600
Red CMV QS 1t (1 x 104 kopii/yl) Qs 200 200
Red CMV QS 2t (1 x 103 kopii/yl) Qs 200 200 I
Red CMV QS 3t (1 x 102 kopii/ul) Qs 200 l 200
Red CMV QS 4 (1 x 101 kopii/pl) Qs 200 200 I
Zelena CMV RG IC} |c 1000 i 2 x 1000 pl
Bila Water (Voda) (v kvalité vhodné pro PCR) 1000 l 1000 pl

Navod k pouziti [Ij] 1 1
* Roztok hof¢iku

T Kvantifika¢ni standard
* Interni kontrola
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Potrebné materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Reagencie

Sada k izolaci DNA (viz ,Izolace DNA®, strana 12)

Spotiebni materialy

Sterilni pipetovaci Spicky s filtry

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, pro pouziti s 72-Well Rotor (kat. ¢is. 981103 nebo 981106)

® Alternativné: PCR Tubes, 0.2 ml, pro pouziti s 36-Well Rotor (kat. &. 981005 nebo
981008)

Vybaveni

® Pipety (nastavitelng)”

e Vifivy mixér’

e Stolni odstfedivka” s rotorem na reakéni zkumavky o objemu 2 ml

e P¥istroj Rotor-Gene Q MDx" s fluorescenénimi kanaly Cycling Green a Cycling Yellow

e® Software Rotor-Gene Q, verze 2.3.5 nebo vyssi

e Chladici blok (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, kat. €. 9018901, pfipadné& Loading Block

96 x 0.2 ml Tubes, kat. €. 9018905)

" Pred pouzitim zajistéte, aby byly pfistroje zkontrolovany a nakalibrovany podle doporu¢eni vyrobce.
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Varovani a bezpecnostni opatreni

Informace o bezpecnosti

Pfi manipulaci s chemikaliemi vzdy pouZivejte vhodny laboratorni pracovni odév,
bezpecénostnich listech (BL). Bezpec€nosti listy jsou k dispozici také online v PDF formatu na
strankach www.giagen.com/safety, kde muzete najit, pfecist a vytisknout bezpecnostni
listy vSech sad a komponent sad QIAGEN.

Alikvoty a odpad z analyzy zlikvidujte v souladu s mistnimi bezpe&nostnimi pfedpisy.

Bezpecénostni opatfeni
UZivatel by mél vzdy dbat na nésledujici:

® Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.

e Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, pozitivni kontroly (Positive
Control, PC) a amplikony) do reakéni smési na jiném misté nez ostatni reagencie.

® VSechny komponenty pfed poCatkem analyzy Uplné rozmrazte pfi pokojové teploté
(15-25 °C).

® Po rozmrazeni slozky promichejte (opakovanym pipetovanim nahoru a dolt nebo na
pulsni tfepacce) a kratce odstredte.

® Pracujte rychle a udrzujte komponenty na ledu nebo v chladicim bloku (72- / 96jamkovy
plnici blok).
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Skladovani reagencii a manipulace s nimi

Komponenty sady artus CMV RG PCR Kit se skladuji pfi teploté —30 az —15 °C a jsou stabilni
do data pouzitelnosti uvedeného na Stitku. Zabrarite opakovanému rozmrazeni a zmrazeni
(> 2x%), snizuje se tim citlivost analyzy. Pokud se reagencie maji pouzivat pouze obasné, je
nutné je zmrazit v alikvotnich podilech. Uchovavani pfi teploté 2—-8 °C by nemélo prekrocit
dobu 5 hodin.

Manipulace se vzorky a jejich skladovani

Poznamka: Se vSemi alikvoty se musi zachazet jako s potencialné infek&nimi.

Poznamka: Analytické studie provedené za ucelem ovéfeni UcCinnosti této sady uvadséji
EDTA plazmu jako nejvhodnéjSi material vzorku pro detekci CMV. Doporuéujeme tedy
pouzivat se sadou artus CMV RG PCR Kit tento material.

Validace sady arfus CMV RG PCR Kit byla provedena pomoci vzorku lidské EDTA plazmy.
Jiné materialy vzorku validovany nejsou. Pro pfipravu vzorkd pouzivejte prosim pouze
doporucenou sadu k izolaci nukleovych kyselin (viz ,Izolace DNA®, strana 12).

PFi pouziti urcitych materidld vzorku je tfeba dodrZovat zvlastni predpisy pro odbér,
skladovani a pfepravu.

Odbér vzorkl

Kazdy odbér krve je podminén narusenim krevnich cév (tepny, zily i kapilary). Pouzivat se
smi pouze nezavadny a sterilni material. Pro odbér krve by mély byt k dispozici odpovidajici
jednorazové pomucky. K punkci zil by se nemély pouzivat pfilis jemné kapilarni jehly. Odbér
Zilni krve by mél byt proveden na vhodnych mistech v oblasti loketni jamky, pFfedlokti nebo
na hibetu ruky. Krev odebirejte do standardnich odbérovych zkumavek (Eerveny uzavér,
Sarstedt® nebo ekvivalentni zkumavky jinych vyrobctl). Mélo by byt odebrano 5-10 ml krve
do zkumavky s EDTA. Zkumavky by mély byt bezprostfedné po odbéru vzorku promichany
opakovanym obracenim (8%, netfepat).

Poznamka: Nesmi se pouzivat heparinizované vzorky.

10 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Skladovani vzorku

PIlnd krev by méla byt b&hem 6 hodin rozdélena na plazmu a buné&né elementy, ato
centrifugaci pfi 800—1 600 x g po dobu 20 minut (9, 10). Oddélena plazma se prenasi do
sterilnich polypropylenovych zkumavek. Citlivost analyzy mlze byt snizena, pokud jsou

vzorky rutinné zmrazovany nebo skladovany po delSi dobu.

Pfeprava vzorkd

Vzorky by mély byt pfepravovany zasadné v nerozbitnych transportnich nadobach, aby se
zabranilo eventualnimu nebezpedi infekce pfi uniku vzorku. Vzorky museji byt pfepravovany

podle platnych mistnich a statnich piedpisu pro pfepravu latek vyvolavajicich nakazu.”

Pfeprava vzorkl nesmi trvat déle nez 6 hodin. Skladovani vzorkd v misté odbéru se
nedoporucuje. Zaslani vzork( postou je mozné, musi se v8ak dbat na zakonné predpisy pro
prepravu latek vyvolavajicich nakazu. Doporu€ujeme prepravu vzorkd kuryrem. Krevni
vzorky by mély byt zasilany chlazené (2-8 °C) a oddélena plazma hluboce zmrazena (-30
az -15 °C).

" Mezinarodni asociace leteckych dopravcu (International Air Transport Association, IATA). Pfedpisy pro pfepravu
nebezpeéného zbozi.
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Postup

Izolace DNA

Sady spole¢nosti QIAGEN, které uvadi Tabulka 1, jsou validovany pro purifikaci virové DNA
z uvedenych typu vzork( lidské tkané pro pouZiti se sadou artus CMV RG PCR Kit. Purifikaci

virové DNA provadéjte podle pokynu v pfislusné pfiruéce k jednotlivym sadam.

Tabulka 1. Purifika¢ni sady validované pro pouziti se sadou artus CMV RG PCR Kit

Material Objem Sada k izolaci nukleovych

vzorku vzorku kyselin Katalogové ¢€islo Nosi¢ RNA
EDTA plazma 500 ul QIAamp® DSP Virus Kit 60704 Obsazena
EDTA plazma 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Obsazena

Poznamka: Uziti nosice RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace, a tim i pro
vytézek DNA/RNA. Pro vySSi stabilitu nosice RNA, dodavaného spolu se sadou QlAamp
DSP Virus Kit, doporuéujeme postupovat podle Udaju o rekonstituci a skladovani nosice
RNA, které jsou uvedeny v ¢asti ,Priprava reagencii a pufrd” pfirucky k sadé QlAamp DSP
Virus Kit.

Poznamka: Interni kontrolu sady artus CMV RG PCR Kit Ize pouzit pfimo v postupu izolace.
Dbejte na to, aby byl pfi izolaci zpracovan také jeden negativni vzorek plazmy. Odpovidajici
signal interni kontroly je zakladem pro vyhodnoceni izolace (viz nize uvedena ¢ast ,Interni

kontrola®).
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Interni kontrola

Interni kontrola (CMV RG IC) se dodavéa spolu s touto sadou. UZivatel ma tak mozZnost
kontrolovat postup izolace DNA i moznou inhibici PCR. Pro tuto aplikaci pfidejte k izolaci
interni kontrolu v poméru 0,1 pl na 1 pl eluéniho objemu. Jestlize pouzivate napfiklad sadu
QlAamp DSP Virus Kit a eluujete DNA v 60 pl elu¢niho pufru (AVE), pfidejte na zacatku 6 pl
interni kontroly. Mnozstvi vkladané interni kontroly zavisi pouze na eluénim objemu.

Poznamka: Interni kontrola a nosi¢ RNA (viz ¢ast ,lzolace DNA*, strana 12) by mély byt

pfidavany pouze ke smési lyzacniho pufru a materialu vzorku nebo pfimo k lyza¢nimu pufru.

Interni kontrola nesmi byt pfidavana pfimo k materialu vzorku. Upozorfiujeme, Ze pfi
pfidavani k lyzaénimu pufru musite smés interni kontroly a lyzaniho pufru/ nosi¢e RNA
pfipravit vzdy €erstvou a pouzit ji ihned (skladovani smési pfi pokojové teploté nebo v lednici
muzZze jiz po nékolika hodinach vést k selhani interni kontroly a ke snizeni efektivity izolace).

Poznamka: Interni kontrolu a nosi¢ RNA nepfidavejte pfimo do materialu vzorku.

Aby byla purifikace hodnocena jako Uspé&sna, musi hodnota Cr interni kontroly negativniho
vzorku plazmy zpracovavaného pfi purifikaci (sada QlAamp DSP Virus Kit) za pouziti
pfistroju Rotor-Gene Q dosahovat Cr =27 +3 (mezni hodnota: 0,03) (vice informaci je
uvedeno na strané 25). Uvedena variabilita je podminéna variabilitou pfistroje a purifikace.
Vétsi odchylka poukazuje na problémy s purifikaci. V tomto pfipadé musi byt purifikace
prezkousena a v pfipadé potfeby nové validovana. Pokud se vyskytnou dal$i otazky nebo
problémy, kontaktujte prosim technickou podporu spole¢nosti QIAGEN.

VoliteIné Ize interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice PCR. V tomto
pripadé pridejte interni kontrolu pfimo ke smési CMV RG Master a CMV Mg-Sol, jak popisuje
krok 2b protokolu (strana 15).
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Protokol: PCR a analyza dat

Dilezité body pfed zahajenim pouzivani

Pfed spusténim protokolu ziskejte zakladni informace o pfistroji Rotor-Gene Q. DalSi
informace naleznete v uzivatelské pfirucce pfislusného pfistroje.

Dbejte na to, aby byl do kazdého béhu PCR zahrnut alespori jeden kvantifikacni standard
a jedna negativni kontrola (voda v kvalité vhodné pro PCR). Pro vytvofeni standardni
kfivky pouzijte u kazdého béhu PCR vSechny 4 kvantifikaéni standardy (CMV QS 1-4)
dodavané spolu s produktem.

Co je tfeba udélat, nez za¢nete

o Ovéfte, Ze je chladici blok (pFisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q) pfedem vychlazen na
2-8 °C.

® VSechny reagencie se musi pfed zaCatkem testu zcela rozmrazit pfi pokojové teploté&,
musi byt dobfe promichany (opakovany nabér pipetou a vypusténi pipety, pfipadné
kratky vortex) a nasledné centrifugovany.

Postup

1.

Umistéte pozadovany pocet zkumavek PCR do adaptéru chladiciho bloku.

2. Chcete-li pomoci interni kontroly sledovat jak postup izolace DNA, tak moznou inhibici

PCR, postupujte podle kroku 2a. Chcete-li interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole
inhibice PCR, postupujte podle kroku 2b.

Poznamka: Durazné doporucujeme pfidavat interni kontrolu do smési CMV RG Master
a CMV Mg-Sol pouzité pro kvantifikacni standardy. U kvantifikanich standard( pfidejte
interni kontrolu pfimo do smési CMV RG Master a CMV Mg-Sol, jak je popsano
v kroku 2b protokolu. Tento master mix pouzijte pro kazdy kvantifikaéni standard (CMV
QS 1-4).

14
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2a. Interni kontrola jiz byla pfidana kizolaci (viz &ast ,Interni kontrola®“, strana 13).
V tomto pfipadé pfipravte master mix podle tabulky 2 (na dal$i strané).
Reakéni smés obvykle obsahuje kromé& vzorku vSechny komponenty nutné
k provedeni PCR.

Tabulka 2. Pfiprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita ke sledovani izolace DNA a ke kontrole
inhibice PCR)

Pocet vzorku 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRGIC 0yl oul
Celkovy objem 30 pl 360 pl

2b. Interni kontrola musi byt pfidana pfimo ke smési CMV RG Master a CMV Mg-Sol.
V tomto pfipadé pfipravte master mix podle tabulky 3.
Reakéni smés obvykle obsahuje kromé vzorku vSechny komponenty nutné
k provedeni PCR.

Tabulka 3. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita vyhradné ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorku 1 12
CMV RG Master 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVRGIC 2l 24yl
Celkovy objem 32 plI* 384 pl*

* Zvy$eni objemu podminéné pfidanim interni kontroly se pfi pfipravé reakce PCR nezohledriuje. Citlivost detekéniho
systému neni ovlivnéna.

3. Do kazdé zkumavky pro PCR napipetujte 30 ul master mixu a poté pfidejte 20 ul vzorku
eluované DNA (viz tabulka 4). Obdobné musite pfidat jako pozitivni kontrolu 20 pl
alesponi jednoho kvantifikacniho standardu (CMV QS 1-4) a jako negativni kontrolu
20 pl vody (v kvalité vhodné pro PCR).
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Tabulka 4. Pfiprava analyzy PCR

Pocet vzorku 1 12

Master mix 30 ul po 30 pl
Vzorek 20 pl po 20 pl
Celkovy objem 50 pl po 50 pl

Pocet vzorku

4. Uzaviete zkumavky PCR. Zkontrolujte, zda pojistny krouzek (pFisluSenstvi pfistroje

Rotor-Gene) je umistén v horni &asti rotoru a b&éhem zpracovani brani ndhodnému

otevreni zkumavek.

5. Po detekci CMV DNA vytvotte teplotni profil podle nasledujicich kroku:

Nastaveni obecnych parametrt analyzy
Pocatecéni aktivace enzymu se spusténim za tepla
Amplifikace DNA (touchdown PCR)

Nastaveni citlivosti fluorescenénich kanalt

Spusténi bshu

Obrazek 1, obrazek 2 a obrazek 3

Obrazek 4

Obrazek 5

Obrazek 6

Obrazek 7

VSechny specifikace se vztahuji k softwaru Rotor-Gene Q, verze 2.3.5 a vy$Si. Podrobnosti

k programovani pfistroji Rotor-Gene naleznete v pfislusné uZivatelské pfirucce k pfistroji.

Na obrazku jsou tato nastaveni oramovéna silnou €ernou &arou. Uvedeny jsou ilustrace

vztahujici se k pfistrojim Rotor-Gene Q.

6. Oteviete dialogové okno New Run Wizard (Priivodce novym béhem) (obrazek 1, dalsi

stranka). Zaskrtnéte policko Locking Ring Attached (Pfipevnén pojistny krouzek)

a kliknéte na tlacitko Next (Dalsi).

16
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

72-‘Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached I

Ota

Obrazek 1. Dialogové okno priivodce ,,New Run Wizard“ (Priivodce novym béhem).

7. Zvolte 50 jako objem PCR reakce a kliknéte na tlac¢itko Next (DalSi) (Obrazek 2).

New Run Wizard I

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.
Operator : |Q iagen
Notes :
' Reaction 5n =
Volume (pL): =
Sample Layout : | it B j

x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | <cBack |

Obrazek 2. Nastaveni obecnych parametra analyzy.
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8. Kliknéte na tlacitko Edit Profile (Upravit profil) v dalSim okné New Run Wizard (Pravodce

novym béhem) (obrazek 3) a naprogramuijte teplotni profil podle obrazku 3 az obrazku 5.

New Run Wizard X

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... I

Green  470nm  510nm Edit I
Yelow  530nm  555nm =
Orange  585nm  B10nm Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm
Remove I
Reset Qeiauhsl

Crimson  680nm
I 3

Skipwizard | <«cBack f New>> |

N

Obrazek 3. Uprava profilu.

8 Edit Profile X

7 . € W @
Mew Open Save As Help

The un will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be perfoimed :

It cycle below to modify it :
1 = Insert after...

Insert before...
Remaove

Hold Temperature: g5 deg.
2- Hold Time : 10 |mins 0 |secs
e

Obrazek 4. Pocatecni aktivace enzymu se spusténim za tepla.
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% Edit Profile 3

2 . ¢ W| e

MNew Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1 Insert befare...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stgbs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs / 5

65 deg. for 30 secs

ao-fE] s

x 6

Obrazek 5. Amplifikace DNA. Ujistéte se, ze je dotykova funkce u kroku hybridizace aktivovana pro 10 cykli.

9. Mé&fici rozsah fluorescencénich kanall je tfeba urcit podle fluorescenénich intenzit ve
zkumavkéch PCR. Kliknéte na tladitko Gain Optimisation (Optimalizace zisku)
v dialogovém okné New Run Wizard (Prlivodce novym béhem) (viz obrazek 3,
pfedchozi stranka) pro otevieni dialogového okna Auto-Gain Optimisation Setup
(Nastaveni automatické optimalizace zisku). Nastavte kalibraéni teplotu na 65 °C, aby
odpovidala hybridiza¢ni teploté amplifikaéniho programu (obrazek 6, dalSi stranka).

artus CMV RG PCR Kit  12/2021 19



Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< >

2 "I Start I Manual.. Close Help

Obrazek 6. Nastaveni citlivosti fluorescenénich kanalu.

10. Hodnoty zisku determinované kalibraci kanalll se automaticky uloZi a jsou uvedené
v seznamu v poslednim okné nabidky programovaci procedury (obrazek 7, dalSi
stranka). Kliknéte na tlacitko Start run (Zahajit béh).

20 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

Save Template

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
beagin the un. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Obrazek 7. Spusténi béhu.
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Interpretace vysledku

Kvantifikace

S kvantifikaCnimi standardy (CMV QS 1-4) dodavanymi spolu s produktem se zachazi
stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a v PCR se pouzivaji pfimo o stejném objemu 20 pl (neni
nutna zadna dalSi extrakce). Standardni kfivku na pfistrojich Rotor-Gene Q vytvofite tak, zZe
pouzijete vSechny 4 kvantifikaCni standardy, definujete je v dialogovém okné Edit Samples
(Upravit vzorky) jako standardy a zadate odpovidajici koncentrace (viz uzivatelska pfirucka

k pfisluSnému pfistroji).

Poznamka: K zaruceni presné kvantifikace dirazné doporuéujeme pfidavat interni kontrolu
do smési CMV RG Master a CMV Mg-Sol pouzité pro kvantifikaéni standardy. V tomto
pfipadé pfidejte interni kontrolu pfimo do smési CMV RG Master a CMV Mg-Sol, jak je
popsano v kroku 2b protokolu (stranka 15). Tento master mix pouzijte pro kazdy
kvantifika¢ni standard (CMV QS 1-4).

Poznamka: Kvantifikaéni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro prepocet hodnot
ziskanych pomoci standardni kiivky na kopie/ml alikvotu se pouZiva nasledujici vzorec:

i kopie vysledek (kopie/pl) x eluéni objem (pl)

Vysledek ( ) = -
ml objem vzorku (ml)

Do vySe uvedeného vzorce se dosazuje zasadné plvodni objem vzorku. Toto se musi

zohlednit, byl-li objem alikvotu pfed izolaci nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce

objemu odstfedénim nebo jeho zvySeni naplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

Poznamka: Kvantifikaéni standardy byly kalibrovany podle 1. mezinarodniho standardu pro
lidsky cytomegalovirus (kéd NIBSC: 09/162), jenz stanovila Svétovd zdravotnicka
organizace (World Health Organization, WHO).
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Pfrepocet kopii/ml na IU/ml s ohledem na sadu QlAamp DSP Virus Kit:
WHO (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (kopie/ml)

Poznamka: Pro pracovni postup QlAamp museji byt kvantifikované vzorky v linearnim
rozsahu QS 1 x 10" az 1 x 10* kopii/ul. Mimo tento rozsah nelze kvantifikaci zajistit.

Prepocet kopii/ml na 1U/ml s ohledem na sadu EZ1 DSP Virus Kit na pfistroji EZ1 Advanced XL:
WHO (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (kopie/ml)

Poznamka: Pro pracovni postup EZ1 museji byt kvantifikované vzorky v linearnim rozsahu
3,16E+02 az 1,00E+08 kopii/ml. Mimo tento rozsah nelze kvantifikaci zajistit.

Vysledky

PFiklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrézku 8 a obrazku 9, (dalSi

stranka).
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Obrazek 8. Prukaz kvantifikacnich standardi (CMV QS 1-4) ve fluorescenénim kanalu Cycling Green.
NTC: Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

0,3 ]
4
0,25 |
0,2 |
g
S QS 1-QS 4 +NTC
2 0,15 |
£
S
z
0,1 |
0,05 |
Prahova
0 = 7
ﬁ 5 10 15 20 25 30 35 40 45
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Obrazek 9. Priikaz interni kontroly (Internal Control, IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow pii soucasné
amplifikaci kvantifikacnich standardii (CMV QS 1-4). NTC: Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Ve fluorescencnim kanalu Cycling Green je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: vzorek obsahuje DNA viru CMV.
V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu Cycling Yellow podruznd, protoZe vysoké
vychozi koncentrace DNA viru CMV (pozitivni signal v kanalu Cycling Green) mohou vést

k redukovanému az chybé&jicimu fluorescenénimu signélu interni kontroly v kanélu Cycling
Yellow (kompetice).

Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green neni detekovan zadny signal. Soucasné se
v kanalu Cycling Yellow objevuje signal interni kontroly.

Ve vzorku neni detekovatelna Zzadna DNA viru CMV. Lze jej proto povaZovat za negativni.

Pfi PCR negativni na CMV vylu€uje detekovany signal interni kontroly moznost inhibice
PCR.

Signal neni detekovan ani v kanalu Cycling Green, ani v kanalu Cycling Yellow.

Neni mozné udinit zavér.

Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole ,Navod na feSeni
potizi“ na strance 41.
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Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN certifikovanym podle
norem ISO byla kazda Sarze sady arfus CMV RG PCR Kit testovana podle prfedem
stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena jednotna kvalita produktu.

Omezeni

VSechny reagencie jsou uréeny pouze pro diagnostiku in vitro.

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

Pro dosazeni optimalnich vysledki PCR je nutné pfisné dodrzovat pokyny v uzivatelské
pfiruéce k pfisluSnému pfistroji.

Dbejte na dobu exspirace uvedenou na baleni a na Sstitcich jednotlivych komponent.
Komponenty po datu exspirace nepouzivejte.

V ojedinélych pfipadech mohou mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového
genomu, které jsou pokryty primery a/nebo sondami sady, vést k nedostatecné kvantifikaci
nebo k selhani detekce pfitomnosti viru. Validita a u€innost analyzy jsou pravidelné
kontrolovany.

26 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Charakteristika funkénich viastnosti

Analyticka citlivost

U sady artus CMV RG PCR Kit byly ur€eny analyticka mez detekce i analyticka mez detekce
s pfihlédnutim k purifikaci (limity citlivosti). Analyticka mez detekce s pfihlédnutim k purifikaci
byla urena s pouzitim klinickych vzorkd pozitivnich na CMV spolu se zvlastni metodou
extrakce. Analyticka mez detekce byla naproti tomu uréena nezavisle na zvolené metodé

extrakce s pouzitim DNA viru CMV o znamé koncentraci.

Ke stanoveni analytické citlivosti sady artus CMV RG PCR Kit byla vytvofena fada fedéni
genomové DNA viru CMV od 10 do jmenovité 0,00316 kopie/ul. Ta byla nasledné
analyzovana na pfistrojich Rotor-Gene spolu se sadou arfus CMV RG PCR Kit. Experimenty
byly provedeny ve 3 ruznych dnech s 8 replikaty. Vysledky byly stanoveny probitovou
analyzou. Grafické znazornéni probitové analyzy u pfistroje Rotor-Gene 6000 naleznete na
obrazku 10 (dalsi stranka). Analyticka mez detekce sady artus CMV RG PCR Kit za pouziti
pfistroji Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 a Rotor-Gene 3000 je 0,36 kopie/ul (p = 0,05),
respektive 0,24 kopie/ul (p =0,05). To znamena, Ze bude s 95% pravdépodobnosti
detekovano 0,36 kopie/ul, pfipadné 0,24 kopie/ul.
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Obrazek 10. Probitova analyza: CMV (Rotor-Gene 6000). Analyticka citlivost sady artus CMV RG PCR Kit na
pristroji Rotor-Gene 6000.

Analyticka citlivost s ohledem na purifikaci (sada QlAamp DSP Virus Kit) sady
artus CMV RG PCR na pfistrojich Rotor-Gene byla uréena fadou fedéni z materidlu viru
CMV od 1 000 do nominalné 0,316 kopie CMV/ml pfidaného do klinickych vzorkd plazmy.
Tyto vzorky byly podrobeny extrakci DNA pomoci sady QlAamp DSP Virus Kit (extrakéni
objem: 0,5 ml, elu¢ni objem: 60 pl). Kazdé z 8 fedéni bylo analyzovano za uziti sady
artus CMV RG PCR Kit ve 3rdznych dnech s 8replikaty. Vysledky byly stanoveny
probitovou analyzou. Grafické znazornéni probitové analyzy naleznete na obrazku 11 (na
dal&i strance). Analyticka mez detekce s ohledem na purifikaci sady artus CMV RG PCR Kit
v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene 3000 je 57,1 kopii/ml (p = 0,05). To znamena, Ze bude
s 95% pravdépodobnosti detekovano 57,1 kopii/ml.
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Obrazek 11. Probitova analyza: CMV (Rotor-Gene 3000). Analyticka citlivost s ohledem na purifikaci (sada
QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) sady artus CMV RG PCR Kit na pfistroji Rotor-Gene 3000.

Analyticka citlivost s ohledem na purifikaci pomoci soupravy EZ1 DSP Virus Kit (objem
extrakce: 0,4 ml, eluéni objem: 60 pl) s pouzitim pfistroje EZ1 Advanced XL sady artus CMV
RG PCR Kit u pfistroje Rotor-Gene 6000 je 68,75 kopii/ml (p = 0,05). To znamena, Ze bude
s 95% pravdépodobnosti detekovano 68,75 kopii/ml.

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace s ohledem na purifikaci pomoci sady EZ1 DSP Virus Kit (objem
extrakce: 0,4 ml, elu¢ni objem: 60 pl) s pouzitim pfistroje EZ1 Advanced XL bylo stanoveno
testovanim 4 az 6 replikatll materialu viru CMV v fadé fedéni od 3,16E+01 do 1,00E+08

kopii/ml.

Grafické znazornéni probitové analyzy naleznete na obrazku 12 (na dal&i strance).
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LOG10 odhadované koncentrace CMV versus LOG10 nominalni koncentrace
CMV (sada artus CMV RG PCR Kit)
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Obrazek 12. Polynomicka regrese datového souboru sady artus CMV RG PCR Kit s ohledem na purifikaci
(sada EZ1 DSP Virus Kit) na pristroji EZ1 Advanced XL. Zahrnuty jsou linearni, kvadratické a kubické
regresni modely.

Linearni oblast kvantifikace sady arfus CMV RG PCR Kit s ohledem na purifikaci pomoci
sady EZ1 DSP Virus Kit (objem extrakce: 0,4 ml, eluéni objem: (60 pul) pfi pouziti pfistroje
EZ1 Advanced XL je 3,16E+02 az 1,00E+08 kopii/ml.

Poznamka: Linearni oblast kvantifikace sady arfus CMV RG PCR Kit s ohledem na purifikaci
pomoci sady QlAamp DSP Virus Kit (objem extrakce: 0,4 ml, eluéni objem: 60 pl) je
1,00E+01 az 1,00E+04 Kkopii/pl.

Specificita

Specificita sady artus CMV RG PCR Kit je v prvni fadé zaruc¢ena vybérem primerQ a sond,
jakoz i volbou pFisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na zakladé sekvenéni
analyzy pfrezkouSeny na eventualni homologie se vSemi sekvencemi publikovanymi
v genovych bankach. Tim byla zajiSténa detekovatelnost vSech relevantnich kmenu.

30 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Specificita byla navic validovana pomoci 100 riznych CMV negativnich vzorkd plazmy.

99 z téchto vzorku nevytvarelo spolu s primery a sondami specifickymi pro CMV, které byly

obsazeny ve smési CMV RG Master, zadny signal.

Poznamka: 1 vzorek, ktery generoval signal v primerech a sondach specifickych pro CMV,
které byly rovnéz pozitivni na CMV v sadach artus CMV LC Kit a TM RG PCR Kit, je
pravdépodobné pozitivni. Kone¢na specifita na zakladé testovani 100 jednotlivych vzorku

od darcu byla ovéfena jako 99,00 % (99/100).

Potencialni kfizova reaktivita sady arfus CMV RG PCR Kit byla testovana pomoci kontrolni

skupiny uvedené v tabulce 5. Zadny z testovanych patogent nebyl reaktivni. P¥i smi$enych

infekcich se nevyskytly Zadné kfizové reaktivity.

Tabulka 5. Testovani specificity diagnostické sady pomoci potencialné kiizové reaktivnich patogent

Kontrolni skupina

CMV (Cycling Green
nebo Cycling
A.FAM)

Interni kontrola (Cycling
Yellow nebo Cycling A.JOE)

Lidsky herpesvirus 1 (Herpes simplex virus 1)
Lidsky herpesvirus 2 (Herpes simplex virus 2)
Lidsky herpesvirus 3 (Varicella zoster virus)
Lidsky herpesvirus 4 (virus Epsteina-Barrové)
Lidsky herpesvirus 6A

Lidsky herpesvirus 6B

Lidsky herpesvirus 7

Lidsky herpesvirus 8 [
(herpesvirus asociovany s Kaposiho sarkomem)

Virus hepatitidy A

Virus hepatitidy B

Virus hepatitidy C

+

+

(pokracovani na dalsi strané)
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Tabulka 5 (pokracovani z pifedchozi strany)

CMV (Cycling Green

nebo Cycling Interni kontrola (Cycling
Kontrolni skupina A.FAM) Yellow nebo Cycling A.JOE)
Virus lidské imunodeficience 1 - +
Lidsky virus leukémie T-bunék 1 - i
Lidsky virus leukémie T-bunék 2 - +
Virus zapadonilské horecky - w
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - w

Presnost

Udaje o pFesnosti sady artus CMV RG PCR Kit, které byly ziskany s vyuZitim pfistroji Rotor-
Gene, umoznuji urcit celkovou variabilitu analyzy. Tato celkova variabilita se sklada
z variability v ramci jedné analyzy (variabilita vysledkd vzork( stejné koncentrace v ramci
jednoho pokusu), variability mezi analyzami (variabilita vysledk( analyzy generovanych na
rlznych pfistrojich stejného typu a provedenych rlznymi osobami v jedné laboratofi) a
z variability mezi rdznymi Sarzemi (variabilita vysledkd analyzy za uziti rdznych Sarzi).
Ziskana data byla pouzita k vypocitani standardni odchylky, variance a koeficientu variace

jak pro PCR specifickou pro patogen, tak i pro PCR interni kontroly.

Udaje o presnosti byly pro sadu artus CMV RG PCR Kit stanoveny na zakladé
provedeny u 8 replikatd. Udaje o presnosti byly vypoéitany na zakladé hodnot Cr
amplifikaénich kfivek (Ct: prahovy cyklus, viz tabulka 6, dalSi stranka). Pomoci
odpovidajicich hodnot Ct byly navic ureny udaje o pfesnosti pro kvantitativni vysledky
v kopiich/pl (viz tabulka 7, dalSi stranka). Na zakladé téchto vysledku &ini celkovy statisticky
rozptyl daného vzorku o uvedené koncentraci 1,21 % (Cr), resp. 14,38 % (koncentrace),
a 1,93 % (Cr) pro prukaz interni kontroly. Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vsech dil¢ich

hodnot zjisténych variabilit.
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Tabulka 6. Data o presnosti na zakladé hodnot Cr

Smérodatna odchylka Rozptyl Variaéni koeficient (%)

Variabilita v ramci jedné 057
analyzy: CMV QS 4 0.17 0,03 ’
Variabilita v ramci jedné 116
analyzy: Interni kontrola el 0:10 ’
Variabilita mezi

1,27
analyzami: CMV QS 4 038 0,14
Variabilita mezi
analyzami: Interni 0,47 0,22 1,77
kontrola
Variabilita mezi rdznymi 110
sarzemi: CMV QS 4 033 o1 ’
\v/arlabll].ta mezi riznymi 053 028 2,02
Sarzemi: Interni kontrola
Celkova variabilita: 1.21
CMV QS 4 0,36 0,13 )
Celkova variabilita: Interni 0,51 0.26 1,93

kontrola

Tabulka 7. Udaje o presnosti na zakladé kvantitativnich vysledku (v kopiich/ul).

Smérodatna odchylka Rozptyl Variaéni koeficient (%)
gtl\e/lll\(/ozlésv:riabilita: 1,45 211 14,38
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Interferujici latky

DNA viru CMV byla pfidana do negativni plazmy v riznych komeréné dostupnych systémech
pro odbér krve s riznymi antikoagulanty. Vypoctené koncentrace (kopie/ml, primér Cr,
smérodatna odchylka, variance a CV% jsou uvedeny v tabulce 8. Smérodatna odchylka a
koeficient variace jsou v rozsahu 5 %, a tedy v toleranénim pasmu. Zadny vyznamny vliv
riznych latek na PCR nebyl zjistén.

Tabulka 8. Komercni systémy pro odbér krve a idaje o antikoagulantech

Cr

Latka K((:(r::)eire‘lt:‘l():e - pr(|:fleér — smérodatna - va::i;nce C\?(T%)

odchylka
Draselna sul EDTA, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36
Becton Dickinson®
Draselna sul EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97
Sarstedt
Draselnéa sul EDTA, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58
Greiner Bio-One®
Draselna sul EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52
Springe (reference)
Draselna sul EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47
Sarstedt (reference)
Draselna sul EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79
(téhotenstvi)

Endogenni latky (tabulka 9, dals$i stranka) byly pfidavany do vzork( EDTA plazmy pozitivni
na CMV, ato vkoncentracich 3 x LOD a 10 x LOD. V8echny vzorky byly uspé&sSné
detekovany a u vzorku obsahujicich zvySené hladiny endogennich inhibitor( (bilirubinu,

hemoglobinu, triglyceridt a albuminu) nebyla pozorovana zadna interference.
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Tabulka 9. Testované endogenni latky

Interferujici latky

Koncentrace interferujicich latek

Bilirubin
Hemaoglobin
Triglycerid
Albumin

30 mg/dl
2 g/dl
1 g/dl
6 g/dl

Bézné Iéky pouzivané pfi transplantacich byly testovany pfi trojnasobku akutni maximalni
koncentrace po lé&ebném osetieni, jak je doporuéeno ve smérnici CLSI® EP07-A2 (11) (viz

tabulka 10). Kazda z téchto latek byla pfidana do vzork( negativnich na CMV i pozitivnich

na CMV, které byly testovany ve 4 replikatech.

VSechny testované exogenni latky nevykazaly zadny vyznamny vliv na vykon sady

artus CMV RG PCR Kit.

Tabulka 10. Seznam léku testovanych jako exogenni latky

Interferujici latky

Koncentrace testu

Antibiotika
Sulfamethoxazol
Trimethoprim
Claforan® (cefotaxim)

Tazobac® (piperacillin + tazobaktam)

Ticarcillin

Augmentin® (amoxicillin + kyselina klavulanova)

Vankomycin
Antimykotikum

Flukonazol
Imunosupresivni léky

Rapamycin

Mykofenolat sodny

200 mg/l
5,2 mg/l
14/

Piperacillin: 1 g/l
Tazobaktam: 125 mg/|

14/

Amoxicillin: 125 mgl/l
Kyselina klavulanova: 25 mg/I|

125 mg/l

1 mgl/l

100 mg/l
80 mg/l
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Robustnost

Ovéreni robustnosti slouzi ke stanoveni celkové Cetnosti chyb sady artus CMV RG PCR Kit.
100 vzorki plazmy negativnich na CMV bylo smiseno svirem CMV na konecnou
koncentraci 170 kopii/ul (pfiblizné trojnasobna koncentrace limitu analytické citlivosti). Po
extrakci pomoci sady QlAamp DSP Virus Kit byly tyto vzorky analyzovany s vyuzitim sady
artus CMV RG PCR Kit. Cetnost chyb &inila u véech vzorkd s CMV 0 %. Robustnost interni
kontroly byla dodatec¢né posouzena pomoci purifikace a analyzy 100 vzorkd plazmy
negativnich na CMV. Robustnost sady artus CMV RG PCR Kit €ini tedy > 99 %.

Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za uéelem pravidelného hodnoceni vykonnosti
sady arfus CMV RG PCR Kit a vykonnostniho srovnani s ostatnimi produkty. Tyto Udaje
jsou ziskavany na zakladé ucasti v uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.

Kromé ugasti v uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni byl testovan 10prvkovy
panel CMV (tabulka 11) ve 3 externich laboratofich s pouzitim sady EZ1 DSP Virus Kit na
pfistroji EZ1 Advanced XL k purifikaci nukleové kyseliny asady artus RG PCR Kit
k testovani eluatu DNA.

Tabulka 11. Piehled prvki panelu CMV

Cislo panelu (typ prvku panelu) Prvek panelu Redici efekt
1001 (1) Negativni Negativni soubor 1
1002 (1) Negativni Negativni soubor 2
1003 (2) Vysoce negativni 50 % pozitivni
1004 (2) Vysoce negativni 50 % pozitivni
1005 (3) Nizko pozitivni 200 kopii/ml

1006 (3) Nizko pozitivni 200 kopii/ml

1007 (4) Stfedné pozitivni 2 000 kopii/ml
1008 (4) Stfedné pozitivni 2 000 kopii/ml
1009 (5) Vysoce pozitivni 200 000 kopii/ml
1010 (5) Vysoce pozitivni 200 000 kopii/ml
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10prvkovy panel byl testovan duplicitné 2 riznymi pracovniky kazdy den po dobu 6 dnl na
kazdém pracovisti se 3 Sarzemi reagencnich sad. 20 vzork( vynasobenych 2 pracovniky po
dobu 6 dnl na 3 mistech se tak rovna 720 datovym bodim.

Bylo zjisténo, Ze celkovéa reprodukovatelnost testu artus CMV RGQ MDx je <12 % CV pro
vzorky s koncentraci mezi 200 kopiemi/ml a 200 000 kopiemi/ml (tabulka 12).

Tabulka 12. Celkové shrnuti (jednotlivé typy prvka panelu) — pozorované praméry

Smérodatna
typ_prvku_panelu Pocet poz. Primér Median odchylka Procent. CV  Minimalni
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00
2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98
4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16
5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

Celkovy souhrn procentualni variance a smérodatné odchylky pro hodnoty log10 IU/ml pro
kazdy z 5 paneld nap¥i¢ Sarzemi, pracovisti, pracovniky, dnem, mezi béhy a v ramci béhu je
uveden v tabulce 13 (dalSi stranka).
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Tabulka 13. Celkovy prehled variance a smérodatné odchylky

Vzorek 1 2 3 4 5
T ork Lo vysoce nizko stfedné vysoce
yp vzorku negativni negativni pozitivni pozitivni pozitivni
Pozorovany pramérny
|°910 1U/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 5:03
Pocet testl 144 144 144 144 144
Mira %variance
Smér. odchylka
Sars 0 3,10 0 0 3,00
Sarze J
“ 0 0,113 0 0 0,016
Pracovisté 0 0 0 0,90 v
0 0 0 0,016 0
Pracovnik 43 4,6 0 18,8 15,4
0,033 0,136 0 0,074 0,037
Slozka D 0 0 8.60 6.00 48,10
: en ) )
variance 0 0 0,067 0,042 0,065
i bé 0 0 4,40 10,90 7,90
Mezi béh J !
“ ey 0 0 0,048 0,057 0,026
V ramci 95,7 92,3 87 63,40 25,60
béhu 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
Celkem 100 100 100 100 100
0,158 0,635 0,227 0,171 0,004

Diagnostické hodnoceni

Sada artus CMV RG PCR Kit byla hodnocena ve studii porovnavajici sadu artus CMV RG
PCR Kit s testem COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Bylo analyzovano 156
retrospektivnich a prospektivnich klinickych vzorkd EDTA plazmy. VSechny alikvoty vzorki
byly pfedb&zné& v ramci rutinni diagnostiky analyzovény s pozitivnim, resp. negativnim
nalezem pomoci testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR.
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DNA viru CMV pro testovani sady artus CMV RG PCR Kit byla izolovdna pomoci sady
QlAamp DSP Virus Kit, k izolaci byla pfidana interni kontrola sady arfus CMV RG PCR Kit
a analyza byla provedena na pfristroji Rotor-Gene 3000. Vzorky uréené pro test COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR Test byly zpracovany a analyzovany podle pokyn( vyrobce
uvedenych v pfibalovych informacich.

VSech 11 vzorkd, jejichz analyza s vyuzitim testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test
byla pozitivni, vySlo pozitivnich i pfi testu pomoci sady artus CMV RG PCR Kit. 123 ze
145 vzorkd, jejichz analyza s vyuzitim testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test byla
negativni, vyslo negativnich i pfi testu pomoci sady artus CMV RG PCR Kit. 22 vysledk( se

neshodovalo (tabulka 14).

Tabulka 14. Vysledky srovnavaci validac¢ni studie

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ _ Celkem
+ 11 22 33
artus CMV RG PCR Kit
- 0 123 123

Pouzijeme-li vysledky testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test jako referenci,
diagnosticka citlivost vSech vzorkl sady artus CMV RG PCR Kit ¢ini 100 % a diagnosticka
specificita 84,8 %.

DalSi analyza 22 neshodnych vzorkd potvrdila vysledky sady arfus PCR Kit. Lze tudiz
predpokladat, Ze neshoda je podminéna vysSi citlivosti sady arfus CMV RG PCR Kit.
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Navod na reseni potizi

Uvedené navody mohou pomaoci pfi feSeni potizi, které mohou nastat pfi praci se systémem.
Dal$i informace muzete najit také mezi ¢astymi dotazy (Frequently Asked Questions, FAQ)
na strankach naseho centra technické podpory: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Komentare a navrhy

Zadny signal u pozitivnich kontrol (CMV QS 1-4) ve fluorescenénim kanalu Cycling Green
a) Vybrany fluorescenéni kanal pro analyzu Pro analyzu dat vyberte fluorescenéni kanal Cycling Green pro
dat PCR neodpovida protokolu. analytické CMV PCR a fluorescenéni kanal Cycling Yellow pro
interni kontroly PCR.

b) Chybné naprogramovani teplotniho profilu ~ Porovnejte teplotni profil s protokolem. Viz ,Protokol: PCR

pfistroje Rotor-Gene. a analyza dat", strana 14.
c) Nespravna konfigurace PCR Porovnejte svUj pracovni postup s pipetovacim schématem,
pfipadné PCR zopakujte. Viz ,Protokol: PCR a analyza dat",
strana 14.
d) Podminky skladovani jedné nebo vice Zkontrolujte podminky skladovani a datum exspirace (viz Stitek

komponent sady neodpovidaji pfedpisim sady) reagencii a pfipadné pouzijte novou sadu.
uvedenym v kapitole ,Skladovani reagencii
a manipulace s nimi“ (strana 10).

e) Doba zZivotnosti sady artus CMV RG PCR Zkontrolujte podminky skladovani a datum exspirace (viz $titek
Kit vyprsela. sady) reagencii a pfipadné pouzijte novou sadu.

Slaby nebo chybéjici signal interni kontroly negativniho vzorku plazmy podrobeného purifikaci pomoci
sady QIAamp DSP Virus Kit (Cr = 27 * 3; mezni hodnota: 0,03) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow
pfi sou¢asné nepritomnosti signalu v kanalu Cycling Green

a) Podminky PCR neodpovidaji protokolu. Zkontrolujte podminky PCR (viz vy$e) a popf. PCR zopakuijte
s opravenym nastavenim.

b) Doslo k inhibici PCR Ujistéte se, Ze pouzivate doporuceny postup izolace a drzte se
pfesné pokynu vyrobce.

c) Bé&hem extrakce doslo k ubytku DNA. Byla-li k izolaci pfidana interni kontrola, muze nepfitomnost
signalu interni kontroly znamenat ubytek DNA béhem extrakce.
Ujistéte se, Ze pouzivate doporuc¢enou izola¢ni metodu (viz
Jlzolace DNA®, strana 12) a drzte se pfesné pokynu vyrobce.

d) Podminky skladovani jedné nebo vice Zkontrolujte podminky skladovani a datum exspirace (viz Stitek
komponent sady neodpovidaji pfedpistim sady) reagencii a pfipadné pouzijte novou sadu.
uvedenym v kapitole ,Skladovani
reagencii a manipulace s nimi“ (strana 10).

artus CMV RG PCR Kit  12/2021 41


http://www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx

Komentare a navrhy

e) Doba Zivotnosti sady artus CMV RG PCR
Kit vyprsela.

Zkontrolujte podminky skladovani a datum exspirace (viz $titek
sady) reagencii a pfipadné pouzijte novou sadu.

Signaly s negativnimi kontrolami ve fluorescenénim kanalu Cycling Green analytického PCR

a) Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci

b) Béhem extrakce doslo ke kontaminaci.

Zopakujte PCR s novymi reagenciemi.

Uzavrete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po
vloZeni zkoumaného alikvotu.

Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako posledni.

Zkontrolujte, zda jsou pfistroje a pracovisté pravidelné
dekontaminovany.

Zopakujte extrakci a PCR testovanych vzork( za uziti novych
reagencii.

Zkontrolujte, zda jsou pfistroje a pracovisté pravidelné
dekontaminovany.

42
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; ; <N> Obsahuje dostatek reagencii pro <N> test

g PouZijte do

iVD Zdravotnicky prostredek pro diagnostiku in vitro
REF Katalogové Cislo

LOT Cislo $arze

MAT Cislo materialu
COMP Komponenty
CONT Obsahuje
NUmM Cislo

Globdélni &islo obchodni polozky

Jq/7 Teplotni omezeni

Vyrobce

Viz navod k pouziti
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Informace pro objednani

Produkt Obsah Kat. ¢.
artus CMV RG Pro 24 reakci: Master, roztok hor¢iku, 4 kvantifikacni 4503263
PCR Kit (24) standardy, interni kontrola, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)
artus CMV RG Pro 96 reakci: Master, roztok horéiku, 4 kvantifikacni 4503265
PCR Kit (96) standardy, interni kontrola, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)

Sada EZ1 DSP Virus Kit — pro automatizovanou soubéznou purifikaci
virové DNA a RNA z 1-14 vzorku séra, plazmy nebo likvoru

EZ1 DSP Virus  Pro 48 pfiprav virovych nukleovych kyselin: Pfedplnéné 62724
Kit (48) kazety s reagenciemi, jednorazové drzaky na Spicky,

jednorazové Spicky s filtrem, zkumavky na alikvoty,

eluéni zkumavky, pufry, nosi¢ RNA

QlAamp DSP Virus Kit — pro purifikaci virovych nukleovych kyselin
z lidské plazmy pro ucely diagnostiky in vitro

QIAamp DSP Na 50 pfiprav: QlAamp MinElute® Spin Columns, pufry, 60704
Virus Kit reagencie, zkumavky, nastavce kolonek a vakuové
konektory VacConnectors

Pristroj Rotor-Gene Q MDx a pfislusSenstvi

Rotor-Gene Q Cyklér pro real-time PCR s 5 kanaly (zeleny, Zluty, 9002022
MDx 5plex oranzovy, €erveny, karminovy), notebook, software,
Platform prisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na soucasti a servis,

bez instalace a Skoleni

Rotor-Gene Q Cyklér pro real-time PCR s 5 kanaly (zeleny, Zluty, 9002023
MDx 5plex oranzovy, ¢erveny, karminovy), notebook, software,
System pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na soucasti a servis,

instalaci a Skoleni
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Produkt

Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q
MDx 6plex
Platform

Rotor-Gene Q
MDx 6plex
System

Rotor-Gene Q
MDx 2plex
Platform

Rotor-Gene Q
MDx 2plex
System

Rotor-Gene Q
MDx 2plex
HRM Platform

Cyklér pro real-time PCR a analyzator kfivek tani 9002032
s vysokym rozliS§enim s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

¢erveny, karminovy) plus kanal HRM, notebook,

software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na

soucasti a servis, bez instalace a sSkoleni

Cyklér pro real-time PCR a analyzator kfivek tani 9002033
s vysokym rozliSenim s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

Cerveny, karminovy) plus kanal HRM, notebook,

software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na

soucasti a servis, instalaci a Skoleni

PFistroj pro real-time PCR s 6 kanaly (modry, zeleny, 9002042
Zluty, oranzovy, €erveny, karminovy) plus notebook,

software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na

soucasti a servis, bez instalace a Skoleni

PFistroj pro real-time PCR s 6 kanaly (modry, zeleny, 9002043
Zluty, oranzovy, €erveny, karminovy) plus notebook,

software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na

soucasti a servis, instalaci a Skoleni

Cyklér pro real-time PCR s 2 kanaly (zeleny, Zluty), 9002002
notebook, software, pfisluSenstvi: zahrnuje ro€ni zaruku
na soucasti a servis; instalace a Skoleni nejsou zahrnuty

Cyklér pro real-time PCR s 2 kanaly (zeleny, Zluty), 9002003
notebook, software, pfislusenstvi: ro¢ni zaruka na
soucasti a servis, instalace a Skoleni

Cyklér pro real-time PCR a analyzator kfivek tani 9002012
s vysokym rozliS§enim (High Resolution Melt, HRM)

s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus kanal HRM, notebook,

software, pfisluSenstvi: ro¢ni zaruka na soucasti a servis;

instalace a Skoleni nejsou zahrnuty
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q Cyklér pro real-time PCR a analyzator kfivek tani 9002013
MDx 2plex s vysokym rozliSenim (High Resolution Melt, HRM)
HRM System s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus kanal HRM, notebook,

software, pfisluSenstvi: ro¢ni zaruka na soucasti a servis,

instalace a Skoleni

Loading Block Hlinikovy blok k ruénimu nastaveni reakce pomoci 9018901
72x0.1 ml jednokanalové pipety ve zkumavkach 72 x 0,1 ml

Tubes

Loading Block Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni reakce ve standardni 9018905
96 x 0.2 ml sestavé 8 x 12 s vyuzitim zkumavek 96 x 0,2 ml

Tubes

Strip Tubes and 250 stripl po 4 zkumavkach s vicky pro 1 000 reakci 981103
Caps, 0.1 ml

(250)

Strip Tubes and 10 x 250 stripd po 4 zkumavkach s vicky na 981106
Caps, 0.1 ml 10 000 reakci

(2500)

PCR Tubes, 1 000 tenkosténnych zkumavek pro 1 000 reakci 981005
0.2 ml (1000)

PCR Tubes, 10 x 1 000 tenkosténnych zkumavek pro 10 000 reakci 981008

0.2 ml (10000)

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny
v pfiruéce pro sadu QIAGEN nebo uzivatelské pfiruéce. PFirucky k sadam QIAGEN
a uzivatelské pfirucky jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat
od technické podpory spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.
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Historie revizi dokumentu

Revize Zmény

R6, biezen 2021 Doplnéni ¢asti Linearni oblast kvantifikace,

Interferujici latky a Reprodukovatelnost.
Aktualizace &asti Uéel pouziti a Kvantifikace.

Odstranéni odkazl na pfistroje QIAGEN, které jiz
nejsou podporovany.

R7, prosinec 2021 Oprava oddilu Obsah soupravy doplnénim tdaji

o formatu s 24 testovacimi soupravami.

Omezena licenéni smlouva pro sadu artus CMV RG PCR Kit

Pouzivanim tohoto produktu vyjadFuje kterykoliv kupujici nebo uzivatel produktu svij souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.

Tento vyrobek se miZe pouzivat vyhradné v souladu s protokoly poskytnutymi s timto vyrobkem a touto pfiruckou a pro pouZiti pouze s komponentami
dodanymi v sadé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci svych dusevnich prav k pouzivani nebo zaclenéni komponent, které jsou obsazeny v této
sadé, spolecné s kterymikoliv soucastmi, které nejsou v této sadé obsazeny, s vyjimkou pfipadi popsanych v této pfirucce a dalSich protokolech dostupnych
na strankach www.qiagen.com. Nékteré z téchto dopliiujicich protokol( byly poskytnuty uZivateli vyrobkd spolecnosti QIAGEN pro jiné uzivatele vyrobkud
QIAGEN. Tyto protokoly nebyly spolecnosti QIAGEN duikladné testovany ani optimalizovany. Spole¢nost QIAGEN nezarucuje ani neposkytuje zaruku na to,
Ze neporuduji prava tietich stran.

Spolecnost QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/nebo jeji pouZiti nenarusuje prava tretich
stran.

Tato sada a jeji komponenty jsou licencovany k jednorazovému pouZiti a nesmi se pouZivat opakované, prepracovavat ani opakované prodavat.

Spole¢nost QIAGEN specificky odmita jakékoliv dal$i vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou t&ch, které jsou uvedeny vyslovné.

Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze nepodnikne ani nikomu jinému neumozZni podniknout Zadné kroky, které by mohly vést k jakékoliv shora
zakézané ¢innosti anebo ji usnadnily. Spole¢nost QIAGEN muZe prosazovat zakazy tohoto ujednani o omezené licenci u kteréhokoliv soudu a bude vyZadovat
kompenzaci za veSkeré naklady vynaloZené na vySetfovani a soudni vylohy, véetné poplatki za pravni zastupce v pripadé jakéhokoliv soudniho sporu s cilem
prosadit toto ujednani o omezené licenci nebo kteréhokoliv ze svych prav k dusevnimu vlastnictvi v souvislosti se sadou a/nebo jejimi komponentami.

Pro aktualizovana licen¢ni ustanoveni viz www.giagen.com.

Koupé tohoto vyrobku opraviiuje kupujiciho k jeho uZiti k provedeni diagnostickych sluzeb pro humanni diagnostiku in vitro. Timto neni udélen zadny vSeobecny
patent ani jina licence jakéhokoliv druhu, s vyjimkou tohoto specifického prava k pouziti po koupi.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, EZ1°, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™
(Thermo Fisher Scientific).

HB-0046-009 1126759 R7 12/2021© 2021 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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