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Namjena

Komplet arfus CMV RG PCR Kit je in vitro test na temelju amplifikacije nukleinske kiseline
za kvantifikaciju DNK citomegalovirusa (CMV) u humanoj plazmi. U ovom kompletu za
dijagnosti¢ko testiranje primjenjuje se lan€ana reakcija polimerazom (polymerase chain
reaction, PCR) i namijenjen je za uporabu s instrumentima Rotor-Gene Q.

Komplet arfus CMV RG PCR Kit namijenjen je za uporabu u skladu s klinickom
prezentacijom i ostalim laboratorijskim markerima za postupanje s infekcijom CMV-om u
pacijenata kod kojih postoiji rizik od razvijanja CMV bolesti.

Rezultati dobiveni s pomoc¢u kompleta arfus CMV RG PCR Kit moraju se tumaditi u kontekstu
svih relevantnih klini¢kih i laboratorijskih nalaza.

Komplet arfus CMV RG PCR Kit nije namijenjen za uporabu kao test probira za otkrivanje
prisutnosti CMV-a u krvi ili krvnim proizvodima ili kao dijagnosti¢ki test za potvrdivanje
prisutnosti infekcije CMV-om.

Opis i nacCelo

Komplet artus CMV RG PCR Kit ¢ini sustav koji je odmah spreman za uporabu za detekciju
DNK CMV-a primjenom lan¢ane reakcije polimerazom (polymerase chain reaction, PCR) na
instrumentima Rotor-Gene Q MDx. CMV RG Master sadrzi reagense i enzime za specifi¢nu
amplifikaciju regije 105 bp glavnog neposrednog ranog gena (Major Immediate Early Gene,
MIE) unutar CMV genoma (ispitivanjem se mogu otkriti CMV genotipovi gB1 — gB4) te za
izravnu detekciju tog specificnog amplikona u kanalu fluorescencije Cycling Green
instrumenta Rotor-Gene Q MDx.

Osim toga, komplet artus CMV RG PCR Kit sadrzi drugi heterologni sustav za amplifikaciju
za detekciju moguce inhibicije PCR-a. Ta se detekcija odvija kao interna kontrola (internal
control, IC) u kanalu fluorescencije Cycling Yellow instrumenta Rotor-Gene Q MDx.
IsporuCuju se vanjske pozitivne kontrole (CMV QS 1-4) koje omogucuju odredivanje koli¢ine
virusne DNK. Za dodatne informacije pogledajte ,Kvantifikacija”, stranica 22.
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Informacije o patogenima

Humani citomegalovirus (CMV) nalazi se u krvi, tkivima i gotovo svim tekuéinama koje
izlu€uju zarazene osobe. Prijenos moze biti oralnim putem, spolnim putem, putem transfuzije
krvi ili transplantacije organa, intrauterino ili perinatalno (1-4). Testiranje virusnog
optere¢enja za CMV vazna je pomo¢ pri procjeni rizika od bolesti, dijagnosticiranju bolesti i

pracenju odgovora na terapiju (5).

Infekcija CMV-om ¢&esto dovodi do asimptomatske infekcije pracene cjelozivotnom
perzistencijom virusa u tijelu. Ako se simptomi pojave kod adolescenata ili odraslih osoba,
oni nalikuju onima kod mononukleoze s vru¢icom, slabim hepatitisom i opéom slaboSéu (6).
Ozbiljni tijek infekcije CMV-om opazen je osobito kod onih zarazenih intrauterino i kod

imunodeficijentnih pacijenata (4,7).
Nacelo postupka

Detekcija patogena lan€anom reakcijom polimerazom (Polymerase Chain Reaction, PCR)
temelji se na amplifikaciji specificnih regija genoma patogena. Prilikom real-time PCR
amplificirani produkt detektira se s pomocu fluorescentnih boja. One su obi¢no vezane s
oligonukleotidnim probama koje se vezu specificno za amplificirani produkt. Pracenje
intenziteta fluorescencije tijekom PCR-a (ij. u stvarnom vremenu) omogucuje detekciju i
kvantifikaciju akumuliranog produkta, a da nije potrebno ponovno otvaranje reakcijskih
epruveta nakon postupka PCR-a (8).
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UkljuCeni materijali

Sadrzaj kompleta

Kataloski br.
Broj reakcija

artus CMV RG PCR Kit

(24)
4503263
24

(96)
4503265
96

Plava

Zuta

Crvena

Crvena

Crvena

Crvena

Zelena

Bijela

CMV RG Master (Taq 0,1 U/pl)

CMV Mg-Sol*

CMV QS 1* (1 x 104 kopije/pl)
CMV QS 2* (1 x 103 kopije/pl)
CMV QS 3* (1 x 102 kopije/pl)
CMV QS 4% (1 x 101 kopije/pl)
CMV RG IC*

Water (Voda) (za PCR)

Upute za uporabu

Mg-Sol
Qs
Qs
Qs
Qs

IC

BH

2 x 12 reakcija

600 pl

200 pl

200 pl

200 pl

200 pl

1000 pl

1000 pl

8 x 12 reakcija

600 pl

200 pl

200 pl

200 pl

200 pl

2 x 1000 pl

1000 pl

* Otopina magnezija

t Standard za kvantifikaciju

* Interna kontrola
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Materijali koji su potrebni, ali nisu isporuceni

Reagensi

e Komplet za izolaciju DNK (pogledajte ,lzolacija DNK”, stranica 12)

PotroSni materijali

e Sterilni vrhovi pipeta s filtrima
e Strip Tubes and Caps, 0,1 ml, za uporabu sa 72-well rotor (kat. br. 981103 ili 981106)
e Alternativno: PCR Tubes, 0,2 ml, za uporabu s 36-well rotor (kat. br. 981005 ili 981008)

Oprema

e Pipete (podesive)’

e Vrtlozna mijesalica’

e Stolna centrifuga” s rotorom za reakcijske epruvete od 2 ml

e Instrumenti Rotor-Gene Q MDx" s kanalima fluorescencije za Cycling Green i Cycling

Yellow

Softver Rotor-Gene Q, inacica 2.3.5 ili novija
® Blok za hladenje (Loading Block 72 x 0,1 ml Tubes, kat. br. 9018901 ili Loading Block
96 x 0,2 ml Tubes, kat. br. 9018905)

" Prije uporabe provjerite jesu li instrumenti provjereni i kalibrirani prema preporukama proizvodaca.
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Upozorenja i mjere opreza
Sigurnosne informacije

Kad radite s kemikalijama, uvijek nosite odgovarajucu laboratorijsku kutu, rukavice za
jednokratnu uporabu i zaStitne naocale. ViSe informacija potrazite u odgovaraju¢im
sigurnosno-tehnickim listovima (Safety Data Sheet, SDS). Oni su dostupni na mrezi u
prakticnom i kompaktnom PDF formatu na web-adresi www.giagen.com/safety. Ondje
mozete pronadi, pregledati i ispisati sigurnosno-tehnicki list (Safety Data Sheet, SDS) za

svaki komplet QIAGEN i komponentu kompleta.
Bacite otpad od uzoraka i ispitivanja u skladu s lokalnim sigurnosnim propisima.

Mjere opreza

Korisnik bi uvijek trebao obratiti paznju na sljedece:

® Upotrebljavajte sterilne vrhove pipeta s filtrima.
Cuvajte i ekstrahirajte pozitivne materijale (ispitke, pozitivne kontrole i amplikone)
odvojeno od svih drugih reagensa i dodajte ih u reakcijsku mjeSavinu u prostorno
odvojenom objektu.

® Potpuno odmrznite sve komponente na sobnoj temperaturi (15 — 25 °C) prije poCetka
ispitivanja.

o Kada se odmrznu, komponente promijeSajte (uvlaéenjem u pipetu i istiskanjem iz nje viSe
puta ili pulsiranjem na vorteks mijesSalici) i kratko centrifugirajte.

o Radite brzo i drzite komponente na ledu ili na bloku za hladenje (blok za postavljanje sa

72 jazice / 96 jazica).
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Pohrana i rukovanje reagensima

Komponente kompleta arfus CMV RG PCR Kit moraju se ¢uvati na temperaturi od -30 °C
do -15°C i stabilne su do roka trajanja navedenog na naljepnici. Treba izbjegavati
ponovljeno odmrzavanje i zamrzavanje (> 2 x) jer to moze smanijiti osjetljivost ispitivanja.
Ako se reagensi upotrebljavaju povremeno, treba ih zamrznuti u alikvotima. Ne smiju se
Cuvati na 2 — 8 °C dulje od 5 sati.

Rukovanije ispitcima i pohrana ispitaka

Napomena: sa svim uzorcima mora se postupati kao s potencijalno zaraznim materijalom.

Napomena: u analitickim ispitivanjima provedenima kako bi se provjerila ucinkovitost ovog
kompleta plazma s EDTA navodi se kao najprikladniji materijal uzorka za detekciju CMV-a.
Stoga preporucujemo uporabu tog materijala s kompletom arfus CMV RG PCR Kit.

Provjera kompleta artus CMV RG PCR Kit provedena je s pomocu uzoraka humane plazme s
EDTA. Drugi materijali uzorka nisu odobreni. Upotrebljavajte samo preporuc¢eni komplet za
izolaciju nukleinske kiseline (pogledajte ,|zolacija DNK”, stranica 12) prilikom pripreme uzorka.

Kada se upotrebljavaju odredeni materijali uzorka, potrebno je strogo se pridrzavati posebnih
uputa u vezi s prikupljanjem, prijevozom i pohranom.

Prikupljanje ispitaka

Svako vadenje krvi uzrokuje ozljedu krvnih Zila (arterija, vena ili kapilara). Smije se
upotrebljavati samo neskodljiv i sterilan materijal. Za vadenje krvi treba biti dostupan
prikladan potro$ni materijal. Prilikom venepunkcije ne smiju se upotrebljavati igle za kapilare
koje su pretanke. Vadenje venske krvi treba provesti na odgovarajuéim dijelovima unutradnje
strane lakta, podlaktice ili straznje strane dlana. Krv se mora vaditi u standardne epruvete
za prikupljanje ispitaka (s crvenim ¢epom, Sarstedt® ili ekvivalentna epruveta drugog
proizvodaca). Treba izvaditi volumen od 5 — 10 ml krvi u epruvetu s EDTA. Epruvete treba
mijesati preokretanjem odmah nakon prikupljanja uzorka (8 x, ne tresti).

Napomena: ne smiju se upotrebljavati heparinizirani uzorci.
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Pohrana uzoraka

Punu krv treba odvojiti na plazmu i stani€éne komponente centrifugiranjem u trajanju od
20 minuta pri 800 — 1600 x g u roku od 6 sati (9,10). Izolirana plazma prenosi se u sterilne
polipropilenske epruvete. Osjetljivost ispitivanja moze se smanijiti ako rutinski zamrznete

uzorke ili ih pohranite na dulje vremensko razdoblje.

Prijevoz uzoraka

Materijal uzorka nacelno se treba prevoziti u transportnom spremniku otpornom na udarce.
Na taj se nacin moze izbjecéi potencijalna opasnost od infekcije zbog istjecanja uzorka.
Uzorke treba prevoziti u skladu s lokalnim i nacionalnim smjernicama za prijenos patogenog
materijala.”

Isporuku uzoraka treba obaviti u roku od 6 sati. Ne preporu¢a se Cuvati uzorke na mjestu
prikupljanja. Moguce je poslati uzorke posStom u skladu sa zakonskim smjernicama za
prijevoz patogenih materijala. Preporu€amo prijevoz uzorka dostavnom sluzbom. Uzorke
krvi treba isporuciti ohladene (2 — 8 °C), a odvojenu plazmu duboko zamrznutu (-30 do
-15 °C).

" Medunarodna udruga za zra¢ni prijevoz (International Air Transport Association, IATA). Propisi o prijevozu opasne
robe.
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Postupak

Izolacija DNK

Kompleti tvrtke QIAGEN navedeni u Tablica 1 odobreni su za pro¢i§¢avanje virusne DNK u
indiciranim vrstama humanih uzoraka za primjenu u kombinaciji s kompletom artus CMV RG
PCR Kit. Provedite procis¢avanje virusne DNK u skladu s uputama u odgovaraju¢im

priru¢nicima kompleta.

Tablica 1. Kompleti za pro¢iS¢avanje odobreni za uporabu s kompletom artus CMV RG PCR Kit

Materijal Koli¢ina Komplet za izolaciju

uzorka uzorka nukleinske kiseline Kataloski broj Nosa¢ RNA
Plazma s EDTA 500 pl QIAamp® DSP Virus Kit 60704 Ukljuceno
Plazma s EDTA 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Ukljuéeno

Napomena: Uporaba nosa¢a RNK kljuéna je za ucinkovitu ekstrakciju, a time i za prinos
DNK/RNK. Kako biste povecali stabilnost nosa¢a RNK isporu¢enog s kompletom QlAamp
DSP Virus Kit, preporu¢ujemo postupanje u skladu s informacijama o rekonstituciji i pohrani
nosac¢a RNK navedenima u odjeljku ,Priprema reagensa i pufera” priru¢nika QlAamp DSP
Virus Kit.

Napomena: interna kontrola kompleta arfus CMV RG PCR Kit moze se upotrebljavati
izravno u postupku izolacije. Obavezno ukljucite jedan negativni uzorak plazme u postupak
izolacije. Odgovaraju¢i signal interne kontrole temelj je za procjenu izolacije
(pogledajte odjeljak,Interna kontrola” u nastavku).
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Interna kontrola

Interna kontrola (CMV RG IC) isporu€uje se s ovim kompletom. To korisniku omogucuje
kontrolu postupka izolacije DNK i provjeru moguce inhibicije PCR-a. Za ovu primjenu dodajte
internu kontrolu u postupak izolacije u omjeru od 0,1 pl na volumen elucije od 1 pl. Na
primjer, ako upotrebljavate QIAamp DSP Virus Kit, DNK se eluira u 60 pl pufera za eluciju
(AVE). Stoga se na pocetku treba dodati 6 pl interne kontrole. Koli€ina interne kontrole koja
se koristi ovisi isklju€ivo o volumenu elucije.

Napomena: interna kontrola i nosa¢ RNK (pogledajte ,|zolacija DNK”, stranica 12) smiju se

dodati samo u mjeSavinu pufera za lizu i materijala uzorka ili izravno u pufer za lizu.

Interna kontrola ne smije se izravno dodati u materijal uzorka. Ako ste je dodali u pufer za
lizu, imajte na umu da se mjeSavina interne kontrole, pufera za lizu i nosata RNA mora
pripremiti svjeZza i upotrijebiti odmah (pohrana mjeSavine na sobnoj temperaturi ili u
hladnjaku samo nekoliko sati moZe dovesti do neuspjeSnog rezultata interne kontrole i
smanjene ucinkovitosti ekstrakcije).

Napomena: nemojte dodavati internu kontrolu i nosa¢ RNK izravno u materijal uzorka.

Kako bi se proc¢i§¢avanje smatralo uspje$nim, vrijednost Cr interne kontrole negativnog
uzorka plazme koja je provedena tijekom prociS¢avanja (QlAamp DSP Virus Kit) mora
dosegnuti Cr =27 £ 3 (prag: 0,03) na instrumentima Rotor-Gene Q (za viSe informacija
pogledajte stranicu 25). Navedeni raspon vrijednosti temelji se na varijancama medu
instrumentima i proc€i§¢avanjima. Vece odstupanje ukazuje na problem s procis¢avanjem. U
tom slucaju treba provijeriti proc¢iS¢avanje te po potrebi drugi put potvrditi valjanost. Ako imate
dodatna pitanja ili se susretnete s problemom, obratite se tehnickoj sluzbi tvrtke QIAGEN.

Opcionalno, interna kontrola mozZe se upotrebljavati za provjeru moguée inhibicije PCR-a.
Za tu primjenu internu kontrolu dodajte izravno u CMV RG Master i CMV Mg-Sol, kao sto je
opisano u koraku 2b protokola (stranica 15).
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Protokol: PCR i analiza podataka

Vazne tocke prije zapocinjanja

Uzmite si vremena za upoznavanje s instrumentom Rotor-Gene Q prije zapocinjanja
protokola. Za viSe informacija pogledajte korisnicki priru¢nik odgovarajuc¢eg instrumenta.
Pobrinite se da su barem jedan standard za kvantifikaciju i barem jedna negativha
kontrola (voda, za PCR) uklju¢eni u svaku PCR analizu. Za dobivanje standardne krivulje
upotrijebite sva 4 isporu¢ena standarda za kvantifikaciju (CMV QS 1-4) za svaku PCR
analizu.

Postupci koje treba napraviti prije zapoc€injanja

® Pobrinite se da je blok za hladenje (pribor za instrument Rotor-Gene Q) ohladen na
2-8°C.

® Prije svake uporabe reagense treba potpuno odmrznuti, promijesati (uvlaCenjem u pipetu
i istiskanjem iz nje viSe puta ili brzim mijeSanjem na vorteks mijeSalici) te kratko
centrifugirati.

Postupak

1.

Postavite Zeljeni broj PCR epruveta u adaptere na bloku za hladenje.

2. Ako upotrebljavate internu kontrolu za pracenje postupka izolacije DNK i provjeru

moguce inhibicije PCR-a, pridrzavajte se koraka 2a. Ako internu kontrolu upotrebljavate

isklju€ivo za provjeru inhibicije PCR-a, pridrzavajte se koraka 2b.

Napomena: preporu€a se dodati internu kontrolu u CMV RG Master i CMV Mg-Sol koji
se koriste za standarde za kvantifikaciju. Za standarde za kvantifikaciju dodajte internu
kontrolu izravho u CMV RG Master i CMV Mg-Sol, kao Sto je opisano u koraku 2b
protokola i upotrebljavajte tu glavnu mjeSavinu za svaki standard za kvantifikaciju (CMV
QS 1-4).

14
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2a. Interna kontrola ve¢ je dodana prilikom izolacije (pogledajte Interna kontrola, stranica
13). U tom slu€aju, pripremite glavnu mjeSavinu u skladu s tablicom 2 (sliede¢a
stranica).
Reakcijska mjeSavina obi¢no sadrzi sve komponente potrebne za PCR osim uzorka.

Tablica 2. Priprema glavne mjesavine (interna kontrola koristi se za nadzor izolacije DNK i provjeru inhibicije
PCR-a)

Broj uzoraka 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRGIC 0yl oul
Ukupni volumen 30 pl 360 pl

2b. Interna kontrola mora se dodati izravno u mje$avinu CMV RG Master i CMV Mg-
Sol. U tom slu€aju, pripremite glavhu mjeSavinu u skladu s tablicom 3.
Reakcijska mjeSavina obiéno sadrzi sve komponente potrebne za PCR osim
uzorka.

Tablica 3. Priprema glavne mjesavine (interna kontrola koristi se iskljuc¢ivo za provjeru inhibicije PCR-a)

Broj uzoraka 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVRGIC 2l 24yl
Ukupni volumen 32 pyl* 384 pl*

* Povecéanje volumena uzrokovano dodavanjem interne kontrole zanemaruje se prilikom pripreme PCR ispitivanja.
Nema negativan utjecaj na sustav za detekciju.

3. Pipetirajte 30 ul glavne mjeSavine u svaku PCR epruvetu, a zatim dodajte 20 pl eluiranog
uzorka DNK (pogledajte tablicu 4). U skladu s time, 20 ul barem jednog standarda za
kvantifikaciju (CMV QS 1-4) mora se upotrebljavati kao pozitivna kontrola, a 20 ul vode
(voda za PCR) mora se upotrebljavati kao negativna kontrola.
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Tablica 4. Priprema PCR ispitivanja

Broj uzoraka 1 12
Glavna mjeSavina 30 ul 30 pl za svaki
Uzorak 20 pl 20 pl za svaki
Ukupni volumen 50 pl 50 pl za svaki
Broj uzoraka 1 12

4. Zatvorite PCR epruvete. Pobrinite se da je prsten za zaklju¢avanje (pribor instrumenta
Rotor-Gene) postavljen na rotor kako bi se sprijecilo slu€ajno otvaranje epruveta tijekom
analize.

5. Za detekciju DNK CMV-a izradite temperaturni profil prema sljedec¢im koracima.

Postavljanje opc¢ih parametara ispitivanja Slika 1, Slika 2 i Slika 3
Pocetna aktivacija enzima za hot-start Slika 4
Amplifikacija DNK (touchdown PCR) Slika 5
Prilagodavanje osjetljivosti kanala fluorescencije Slika 6
Pokretanje postupka Slika 7

Sve specifikacije odnose se na softver za Rotor-Gene Q inacice 2.3.5 ili novije. Dodatne
informacije o programiraju instrumenata Rotor-Gene potrazite u korisnickom priru¢niku
instrumenta. Na ilustracijama te su postavke oznalene podebljanim crnim okvirom.

Uklju€ene su ilustracije za instrumente Rotor-Gene Q.

6. Otvorite dijaloski okvir New Run Wizard (Carobnjak za pokretanje novog postupka)
(slika 1, sliede¢a stranica). Oznacite okvir Locking Ring Attached (Prsten za

zaklju€avanije pri¢vrscen) i kliknite Next (Sljedece).
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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

Slika 1. Dijalo$ki okvir ,New Run Wizard” (Carobnjak za pokretanje novog postupka).

7. Odaberite 50 kao reakcijski volumen za PCR pa kliknite Next (Sljedece) (slika 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 |

Slika 2. Postavljanje opc¢ih parametara ispitivanja.
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8. Kliknite gumb Edit Profile (Uredi profil) u sliede¢em dijaloSkom okviru New Run Wizard
(Carobnjak za pokretanje novog postupka) (slika 3) pa programirajte temperaturni profil

kao $to je prikazano od slike 3 do slike 5).

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
combao box to display
help about its
available settings.

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New. . I

Green  470nm  510nm Edit l
Yellow  530nm  555nm =
Orange  585nm  610nm Edit Gain... I
Red 628nm  B60nm
Remove I
Reset Qeiau!sl

oo

Crimson  680nm  710hp

skipwizad | <cBack [ New>> |

Slika 3. Uredivanje profila.

Profile X

7z . @ H @
MNew Open Save As Help
The run will take approximately 103 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

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

Insert before...
Remove

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

Slika 4. Pocetna aktivacija enzima za hot-start.
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% Edit Profile 3

Z .8 H| o

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

Slika 5. Amplifikacija DNK. Obavezno aktivirajte funkciju touchdown za 10 ciklusa u koraku sparivanja.

9. Raspon detekcije kanala fluorescencije mora se odrediti u skladu s intenzitetima
fluorescencije u PCR epruvetama. Kliknite Gain Optimisation (Optimizacija pojaCanja)
u dijaloskom okviru New Run Wizard (Carobnjak za pokretanje novog postupka)
(pogledajte sliku 3, prethodna stranica) za otvaranje dijaloSkog okvira Auto-Gain
Optimisation Setup (Postavke automatske optimizacije pojacanja). Postavite
temperaturu optimizacije na 65 °C kako bi se podudarala s temperaturom sparivanja u
sklopu programa amplifikacije (slika 6, sljedec¢a stranica).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Optimisation :
& 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 I Max Reading | Min Gain I 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

Slika 6. Prilagodavanje osjetljivosti kanala fluorescencije.

10. Vrijednosti pojaanja odredene kalibracijom kanala automatski se spremaju i navode se
u posliednjem prozoru izbornika u procesu programiranja postupka (slika 7, sljedeca
stranica). Kliknite Start run (Pokreni postupak).
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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

Slika 7. Pokretanje postupka.
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Tumacenje rezultata

Kvantifikacija

PriloZeni standardi za kvantifikaciju (CMV QS 1-4) obraduju se kao prethodno prociSéeni
uzorci i jednaki volumen od 20 pl upotrebljava se izravno u PCR-u (nema potrebe za
daljnjom ekstrakcijom). Za generiranje standardne krivulje na instrumentima Rotor-Gene Q
trebaju se upotrebljavati sva 4 standarda za kvantifikaciju te se u dijaloSkom okviru Edit
Samples (Uredi uzorke) trebaju definirati kao standardi s odredenim koncentracijama

(pogledajte korisnicki priru¢nik odgovarajuceg instrumenta).

Napomena: kako bi se osigurala to¢na kvantifikacija, preporu¢a se dodati internu kontrolu u
CMV RG Master i CMV Mg-Sol koji se koriste za standarde za kvantifikaciju. Za tu primjenu
dodajte internu kontrolu izravho u CMV RG Master i CMV Mg-Sol, kao Sto je opisano u
koraku 2b protokola (stranica 15) i upotrebljavajte tu glavnu mjes$avinu za svaki standard za
kvantifikaciju (CMV QS 1-4).

Napomena: standardi za kvantifikaciju definiraju se kao kopije/ul. Za pretvaranje vrijednosti
odredenih s pomoc¢u standardne krivulje u kopije/ml materijala uzorka treba primijeniti

sliedec¢u jednadzbu:

kopije rezultat (kopije/ul) x volumen elucije (ul)

rezultat ( ) =
ml volumen uzorka (ml)

U gornju jednadZbu nacelno treba unijeti po€etni volumen uzorka. To treba razmotriti kada

se volumen uzorka promijeni prije ekstrakcije nukleinske kiseline (npr. smanjenje volumena

uslijed centrifugiranja ili povec¢anje volumena dodavanjem volumena potrebnog za izolaciju).
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Napomena: standardi za kvantifikaciju kalibrirani su prema 1. medunarodnom standardu za
humani citomegalovirus (NIBSC Sifra: 09/162) koji je odredila Svjetska zdravstvena

organizacija (SZO).
Za pretvaranje kopija/ml u IlU/ml s obzirom na QlAamp DSP Virus Kit:
WHO (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (kopije/ml)
Napomena: za tijek rada QlAamp kvantificirani uzorci moraju se nalaziti unutar linearnog
raspona od QS 1 x 10" do 1 x 10* kopije/ul. Nije moguce osigurati kvantifikaciju izvan tog

raspona.

Za pretvaranje kopija/ml u IU/ml s obzirom na EZ1 DSP Virus Kit na instrumentu EZ1
Advanced XL:

WHO (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (kopije/ml)
Napomena: za tijek rada EZ1 kvantificirani uzorci moraju se nalaziti unutar linearnog
raspona od 3,16E+02 do 1,00E+08 kopije/ml. Nije moguce osigurati kvantifikaciju izvan tog

raspona.

Rezultati

Primjeri pozitivnih i negativnih PCR reakcija prikazani su na slici 8 i slici 9,
(sljedeca stranica).
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Slika 8. Detekcija standarda za kvantifikaciju (CMV QS 1-4) u kanalu fluorescencije Cycling Green.
NTC: no template control (kontrola bez uzorka) (negativna kontrola).
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Slika 9. Detekcija interne kontrole (IC) u kanalu fluorescencije Cycling Yellow uz istovremenu amplifikaciju

standarda za kvantifikaciju (CMV QS 1--4). NTC: no template control (kontrola bez uzorka) (negativna

kontrola).
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Signal se detektira u kanalu fluorescencije Cycling Green.

Rezultat analize pozitivan je: uzorak sadrzi DNK CMV-a.

U tom sluaju, detekcija signala u kanalu Cycling Yellow nepotrebna je s obzirom na to da
visoke pocetne koncentracije DNK CMV-a (pozitivni signal u kanalu Cycling Green) mogu
dovesti do smanjenog ili odsutnog signala fluorescencije interne kontrole u kanalu Cycling

Yellow (natjecanje).

U kanalu fluorescencije Cycling Green nije detektiran signal. Istovremeno, signal interne
kontrole javlja se u kanalu Cycling Yellow.

U uzorku nije moguce detektirati DNK CMV-a. Uzorak se moze smatrati negativnim.

U slucaju negativne PCR reakcije na CMV, detektirani signal interne kontrole iskljucuje

mogucnost inhibicije PCR-a.

Signal se ne detektira ni u kanalu Cycling Green ni u kanalu Cycling Yellow.

Nije moguce utvrditi konaéni rezultat.

Informacije koje se odnose na izvore i rijeSavanje pogreSaka mozete pronaci u ,Vodi¢ za

rieSavanje problema”, stranica 41.
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Kontrola kvalitete

U skladu sa sustavom za upravljanje kvalitetom drustva QIAGEN certificiranim u skladu s
normom ISO, svaka serija kompleta artus CMV RG PCR Kit ispituje se prema unaprijed

odredenim specifikacijama kako bi se osigurala dosljedna kvaliteta proizvoda.
OgraniCenja

Svi reagensi namijenjeni su samo za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

Proizvod bi trebalo upotrebljavati osoblje koje je primilo posebne upute i obuku za in vitro
dijagnosti¢ke postupke.

Strogo pridrzavanje uputa iz korisni¢kog priru¢nika odgovarajuéeg instrumenta neophodno

je za dobivanje optimalnih rezultata PCR-a.

Potrebno je obratiti pozornost na rokove trajanja otisnute na kutiji i naljepnicama svih
komponenata. Nemojte upotrebljavati komponente kojima je istekao rok trajanja.

lako rijetke, mutacije unutar visoko konzerviranih regija genoma virusa koje obuhvacaju
pocetnice i/ili probe kompleta mogu uzrokovati otkrivanje manje koli¢ine ili neotkrivanje

prisutnosti virusa. Valjanost i u€inkovitost ispitivanja revidiraju se u redovitim intervalima.
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Radne znacCajke
Analiticka osjetljivost

Za komplet arfus CMV RG PCR Kit procijenjena je granica analiticke detekcije te granica
analiticke detekcije s obzirom na prociS¢avanje (granice osjetljivosti). Granica analiticke
detekcije s obzirom na prociS¢avanje odreduje se s pomocu klini¢kih ispitaka pozitivnih na
CMV u kombinaciji s odredenom metodom ekstrakcije. U usporedbi s time, granica analiticke
detekcije odreduje se neovisno o odabranoj metodi ekstrakcije, uz primjenu poznate
koncentracije DNK CMV-a.

Za odredivanje analiticke osjetljivosti kompleta artus CMV RG PCR Kit postavljen je niz
razriedivanja genomske DNK CMV-a od 10 do nominalnih 0,00316 kopije/ul i analiziran na
instrumentima Rotor-Gene u kombinaciji s kompletom artus CMV RG PCR Kit. Testiranje je
izvedeno tijekom 3 razli¢ita dana u 8 ponavljanja. Rezultati su utvrdeni probit analizom.
Graficki prikaz probit analize na instrumentu Rotor-Gene 6000 prikazan je na slici 10
(sliedec¢a stranica). Granica analiticke detekcije kompleta arfus CMV RG PCR Kit u
kombinaciji s Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 i Rotor-Gene 3000 iznosi 0,36 kopije/ul (p = 0,05)
odnosno 0,24 kopije/ul (p = 0,05). To znadi da je 95 % vjerojatno da ée se detektirati
0,36 kopije/pl ili 0,24 kopije/pl.
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Slika 10. Probit analiza: CMV (Rotor-Gene 6000). Analiticka osjetljivost kompleta artus CMV RG PCR Kit na

instrumentu Rotor-Gene 6000.

Analiticka osjetljivost s obzirom na prociS¢avanje (QlAamp DSP Virus Kit) kompleta artus
CMV RG PCR Kit na instrumentima Rotor-Gene odredena je s pomocu niza razrjedivanja
materijala virusa CMV od 1000 do nominalnih 0,316 CMV kopije/ml dodanih u klini¢ke ispitke
plazme. Oni su podvrgnuti ekstrakciji DNK s pomoc¢u kompleta QlAamp DSP Virus Kit
(volumen ekstrakcije: 0,5 ml, volumen elucije: 60 pl). Svako od 8 razrjedivanja analizirano je
s pomoc¢u kompleta artus CMV RG PCR Kit tijekom 3 razliCitih dana u 8 ponavljanja.
Rezultati su utvrdeni probit analizom. Graficki prikaz probit analize prikazan je na slici 11
(sljedeca stranica). Granica analitiCke detekcije s obzirom na prociS¢avanje kompleta artus
CMV RG PCR Kit na instrumentu Rotor-Gene 3000 iznosi 57,1 kopije/ml (p = 0,05). To znadi
da postoji 95 % vjerojatnosti da ¢e se detektirati 57,1 kopije/ml.
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Slika 11. Probit analiza: CMV (Rotor-Gene 3000). Analiticka osjetljivost s obzirom na proc¢iS¢avanje
(QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) kompleta artus CMV RG PCR Kit na instrumentu Rotor-Gene 3000.

Analiticka osjetljivost s obzirom na proci§¢avanje s pomoc¢u EZ1 DSP Virus Kit (volumen
ekstrakcije: 0,4 ml, volumen elucije: 60 pl) uporabom instrumenta EZ1 Advanced XL
kompleta arfus CMV RG PCR Kit na Rotor-Gene 6000 je 68,75 kopije/ml (p = 0,05). To znadi
da postoji 95 % vjerojatnosti da ¢e se detektirati 68,75 kopije/ml.

Linearni raspon

Linearni raspon s obzirom na pro¢i§¢avanje s pomoc¢u kompleta EZ1 DSP Virus Kit (volumen
ekstrakcije: 0,4ml, volumen elucije: 60 pl) uporabom instrumenta EZ1 Advanced XL odreden
je testiranjem od 4 do 6 ponavljanja materijala virusa CMV-a u nizu razrjedivanja od
3,16E+01 do 1,00E+08 kopije/ml.

GrafiCki prikaz probit analize prikazan je na slici 12 (sljedeca stranica).
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Procijenjena koncentracija CMV-a LOG10 u odnosu na nominalnu
koncentraciju CMV-a LOG10 (komplet artus CMV RG PCR Kit)
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Slika 12. Polinomna regresija skupa podataka za komplet arfus CMV RG PCR Kit s obzirom na proc¢i§¢avanje (EZ1
DSP Virus Kit) na instrumentu EZ1 Advanced XL. Uklju¢eni su modeli linearne, kvadratne i kubne regresije.

Linearni raspon kompleta artus CMV RG PCR Kit s obzirom na proci§¢avanje s pomocu EZ1
DSP Virus Kit (volumen ekstrakcije: 0,4ml, volumen elucije: 60ul) uporabom instrumenta
EZ1 Advanced XL je 3,16E+02 to 1,00E+08 kopije/ml.

Napomena: linearni raspon kompleta arfus CMV RG PCR Kit, s obzirom na prociS¢avanje
s pomoc¢u QlAamp DSP Virus Kit (volumen ekstrakcije: 0,4 ml, volumen elucije: 60 pl) je od
1,00E+01 do 1,00E+04 kopije/pl.

Specificnost

Specificnost kompleta artus CMV RG PCR Kit prije svega se osigurava odabirom pocetnica
i probi te uspostavljanjem strogih uvjeta reakcije. Pocetnice i probe provjerene su
usporednom analizom sekvenci kako bi se utvrdilo ima li moguéih homologija sa svim
sekvencama objavljenim u bankama gena. Time se osigurava mogucnost detektiranja svih
relevantnih sojeva.
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Osim toga, specifi¢nost je potvrdena s pomocu 100 razli¢itih uzoraka plazme negativnih na
CMV. 99 tih uzoraka nisu generirali nikakve signale s po€etnicama i probama specifi¢nima
za CMV koji su ukljuéeni u CMV RG Master.

Napomena: 1 uzorak koji je generirao signal u po¢etnicama i probama specificnima za CMV
koji je bio i pozitivan na CMV u kompletima artus CMV LC i TM RG PCR Kit vjerojatno je
pozitivan. Konagna specificnost na temelju testiranja 100 pojedinacnih uzoraka davatelja
potvrdena je na 99,00 % (99/100).

Provedeno je testiranje na potencijalnu kriznu reaktivnost kompleta arfus CMV RG PCR Kit
s pomocu grupe kontrola navedenih u tablici 5. Niti jedan od testiranih patogena nije bio
reaktivan. Nije doslo do krizne reaktivnosti mijeSanih infekcija.

Tablica 5. Testiranje specificnosti kompleta s potencijalno krizno reaktivnim patogenima

CMV Cycling Green Interna kontrola (Cycling

Grupa kontrola ili Cycling A.FAM Yellow ili Cycling A.JOE)
Humani herpes virus 1 (virus herpesa simplexa 1) - +
Humani herpes virus 2 (virus herpesa simplexa 2) - w
Human herpes virus 3 (virus varicella-zoster) - +
Humani herpes virus 4 (Epstein-Barrov virus) - w
Humani herpes virus 6A - +
Humani herpes virus 6B - +
Humani herpes virus 7 - +
Humani herpes virus 8 +

(herpes virus povezan s Kaposijevim sarkomom)

Virus hepatitisa A - +
Virus hepatitisa B - i
Virus hepatitisa C - +

(nastavak na sljedecoj stranici)
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Tablica 5 (nastavak s prethodne stranice)

CMV Cycling Green Interna kontrola (Cycling
Grupa kontrola ili Cycling A.FAM Yellow ili Cycling A.JOE)
Virus humane imunodeficijencije 1 - +
Virus humane leukemije T stanica 1 - +
Virus humane leukemije T stanica 2 - +
Virus Zapadnog Nila - i
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - =
Preciznost

Podaci o preciznosti kompleta artus CMV RG PCR Kit prikuplieni su na instrumentima Rotor-
Gene i omoguéuju odredivanje ukupne varijance ispitivanja. Ukupna varijanca sastoji se od
varijabilnosti unutar ispitivanja (varijabilnost viSestrukih rezultata uzoraka iste koncentracije u
jednom eksperimentu), varijabilnosti medu ispitivanjima (varijabilnost viSestrukih rezultata
ispitivanja dobivenih na razli¢itim instrumentima istog tipa s razliitim rukovateljima unutar istog
laboratorija) i varijabilnost medu serijama (varijabilnost viSestrukih rezultata ispitivanja dobivenih
primjenom razli¢itih serija). Dobiveni podaci upotrijebljeni su za odredivanje standardne devijacije,
varijance i koeficijenta varijacije za PCR specifiCan za patogen i PCR interne kontrole.

Podaci o preciznosti proizvoda artus CMV RG PCR prikupljeni su s pomoc¢u standarda za
kvantifikaciju najnize koncentracije (QS 4; 10 kopije/ul). Testiranje je izvedeno u 8
ponavljanja. Podaci o preciznosti izraéunati su na temelju vrijednosti Ct amplifikacijskih
krivulja (Ct: ciklus praga, pogledajte tablicu 6, sljede¢a stranica). Osim toga, podaci o
preciznosti za kvantitativne rezultate izrazene u kopijama/ul odredeni su s pomocu
odgovarajucih vrijednosti Ct (pogledajte tablicu 7, sliede¢a stranica;). Na temelju tih
rezultata, ukupni statisti¢ki raspon vrijednosti za svaki uzorak s navedenom koncentracijom
iznosi 1,21 % (Cr) ili 14,38 % (koncentracija) te 1,93 % (Cr) za detekciju interne kontrole. Te

vrijednosti temelje se na ukupnosti svih pojedinaénih vrijednosti odredenih varijabilnosti.
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Tablica 6. Podaci o preciznosti na temelju vrijednosti Ct

Standardna devijacija Varijanca Koeficijent varijacije (%)
Varijabilnost unutar 057
ispitivanja: CMV QS 4 017 0.03 ’
Varijabilnost unutar
ispitivanja: Interna 0,31 0,10 1,16
kontrola
Varijabilnost medu 038 0.14 127

ispitivanjima: CMV QS 4
Varijabilnost medu
ispitivanjima: 0,47 0,22 1,77
Interna kontrola

Varijabilnost medu

serjama: CMV QS 4 0,33 0.1 110
;/:rri}j:;lr??zterp:: Lliontrola e 0,28 2,02
gl&u\;/)rglsvirijanca: 0.36 013 121
Ukupna varijanca: 051 0.26 193

Interna kontrola

Tablica 7. Podaci o preciznosti na temelju kvantitativnih rezultata (u kopije/pl)

Standardna devijacija Varijanca Koeficijent varijacije (%)
?;ilrtuusggﬂrﬁ%ﬁ\l; as4 %4 A e
Ukupna varijanca: 1,45 211 14,38

CMV QS 4
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Interferirajuée tvari

U negativnu plazmu dodana je DNK CMV-a u razli¢ite komercijalno dostupne sustave za

uzimanje krvi s razli¢itim antikoagulansima. IzraCunata koncentracija (kopije/ml, srednja

vrijednost Cr, standardna devijacija, varijanca i % CV vrijednosti prikazani su u tablici 8.

Standardna devijacija i koeficijent varijacije nalaze se unutar raspona od 5 %, a time i unutar

raspona tolerancije. Nije utvrden znacajan utjecaj razlicitih tvari na PCR.

Tablica 8. Podaci o komercijalnim sustavima za uzimanje krvi i antikoagulansima

.. Cr Cr

Tvar K?I:'::i?et;':ﬁ;]a srednja standardna vari<j:;nca C\f (T% )
vrijednost devijacija

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

Endogene tvari (tablica 9, sljedeca straica) dodane su u uzorke plazme s EDTA pozitivhe na

CMV pri 3 x LOD i 10 x LOD. Svi su uzorci uspje$no detektirani i nije opazena interferencija

za uzorke koji sadrze poviSene razine endogenih inhibitora (bilirubin, hemoglobin, triglicerid

i albumin).

34 artus CMV RG PCR Kit  12/2021




Tablica 9. Testirane endogene tvari

Interferirajuce tvari Koncentracija interferirajucih tvari
Bilirubin 30 mg/dl

Hemaoglobin 2 g/dl

Triglicerid 1 g/dl

Albumin 6 g/dl

Uobicajeni lijekovi koji se upotrebljavaju u slu¢aju transplantacije testirani su u akutnoj vr§noj
koncentraciji pri 3x nakon terapijskog lijeenja lijekom kako je preporuéeno u CLSI® smjernici
EPO07-A2 (11) (pogledajte tablicu 10). Svaka je od tih tvari dodana u uzorke negativne na
CMV i pozitivne na CMV koji su testirani u 4 replikata.

Niti jedna ispitana egzogena tvar nije pokazala znacajan utjecaj na ucinkovitost kompleta
artus CMV RG PCR Kit.

Tablica 10. Popis lijekova ispitanih kao egzogenih tvari

Interferirajuce tvari Testirana koncentracija
Antibiotici
Sulfametoksazol 200 mg/l
Trimetoprim 5,2 mg/l
Claforan® (cefotaksim) 19/l
Tazobac® (piperacilin+tazobaktam) Piperacilin: 1 g/l
Tazobaktam:125 mg/I
Tikarcilin 14/
Augmentin® (amoksicilin + klavulanska kiselina) Amoksicilin: 125 mg/I
Klavulanska kiselina: 25 mg/l
Vankomicin 125 mg/l
Protugljiviéni lijekovi
Flukonazol 1 mgl/l
Imunosupresivni lijekovi
Rapamicin 100 mgl/l
Natrijev mikofenolat 80 mg/l
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Otpornost

Provjera otpornosti omogucéuje odredivanje ukupne stope neuspjeSnosti kompleta
artus CMV RG PCR Kit. U 100 uzoraka plazme negativnih na CMV dodan je CMV u
konaénoj koncentraciji od 170 kopija/ml (priblizno trostruko veéa koncentracija od granice
analiticke osjetljivosti). Nakon ekstrakcije s pomoc¢u kompleta QlAamp DSP Virus Kit ti su
uzorci analizirani s pomoc¢u artus CMV RG PCR Kit. Za sve uzorke CMV-a stopa
neuspjesnosti iznosila je 0 %. Osim toga, otpornost interne kontrole procijenjena je
proc¢iScavanjem i analizom 100 uzoraka plazme negativnih na CMV. Stoga otpornost
kompleta artus CMV RG PCR Kit iznosi >99 %.

Obnovljivost

Podaci o obnovljivosti omoguéuju redovitu procjenu ucinkovitosti kompleta artus CMV RG
PCR Kit te u€inkovitu usporedbu s drugim proizvodima. Ti su podaci dobiveni sudjelovanjem
u uspostavljenim programima za ocjenjivanje ucinkovitosti.

Osim sudjelovanja u uspostavljenim programima za ocjenjivanje ucinkovitosti, u 3 vanjskim
laboratorijima ispitan je panel za CMV od 10 sastavnica (tablica 11) s pomoc¢u kompleta EZ1
DSP Virus Kit na instrumentu EZ1 Advanced XL za prociS¢avanje nukleinske kiseline te
kompleta artus RG PCR za testiranje eluata DNK.
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Tablica 11. Sazetak sastavnica panela za CMV

Broj panela (vrsta sastavnice panela) Sastavnica panela U¢inak razrjedivanja
1001 (1) Negativan Negativan pool 1
1002 (1) Negativan Negativan pool 2
1003 (2) Visoko negativan 50 % pozitivan
1004 (2) Visoko negativan 50 % pozitivan
1005 (3) Nisko pozitivan 200 kopije/ml
1006 (3) Nisko pozitivan 200 kopije/ml
1007 (4) Srednje pozitivan 2.000 kopije/ml
1008 (4) Srednje pozitivan 2.000 kopije/ml
1009 (5) Visoko pozitivan 200.000 kopije/ml
1010 (5) Visoko pozitivan 200.000 kopije/ml

Panel od 10 sastavnica testiran je u duplikatu s 2 razli¢ita rukovatelja svakog dana tijekom
6 dana na svakoj lokaciji s 3 kompleta reagensa s istim serijskim brojem. Dakle, 20 uzoraka

pomnozeno s 2 rukovateljima tijekom 6 dana na 3 lokacijama iznosi 720 podatkovnih to¢aka.

Pokazalo se da ukupna obnovljivost testa artus CMV RGQ MDx iznosi < 12 % CV za uzorke
s koncentracijom izmedu 200 kopije/ml i 200.000 kopije/ml (tablica 12)

Tablica 12. Ukupni sazetak (vrsta svake sastavnice panela) — zabiljezene srednje vrijednosti

Br. Srednja Standardna Postotak
vrsta_sastavnice_panela zabiljezenih vrijednost Medijan devijacija CV-a Minimalno
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

Ukupni sazetak postotka varijance i standardne devijacije za vrijednosti log10 IU/ml za svaki
od 5 panela prema serijskom broju, lokaciji, rukovatelju, danu, izmedu postupaka i unutar

postupka prikazan je u tablici 13 (sljedeca stranica).
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Tablica 13. Ukupni sazetak varijance i standardne devijacije

Uzorak 1 2 3 4 5
Vrsta uzorka ) visoko nisko srednje visoko
uz negativan negativan pozitivan pozitivan pozitivan
Zabiljezena srednja 503
vrijednost log10 IU/ml 0,02 0,68 1,91 2 :
Br. testova 144 144 144 144 144
o "
Mjerenje % vasrléance
- 0 3,10 0 0 3,00
Serija J
v 0 0113 0 0 0,016
Lokacija 0 0 0 el 0
0 0 0 0,016 0
; 43 46 0 18,8 15,4
Rukovatel ) ) 4
Hrovatel 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Komponenta 0 0 8,60 6,00 48,10
- an ) ’
varijance 0 0 0,067 0,042 0,065
Izmedu 0 0 4,40 10,90 7,90
postupaka 0 0 0,048 0,057 0,026
Unutar 95,7 92,3 87 63,40 25,60
postupka 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
100 100 100 100 100
Ukupno
up 0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Procjena dijagnostiCke sposobnosti

Komplet arfus CMV RG PCR Kit procijenjen je u studiji u kojoj se usporeduju komplet artus
CMV RG PCR Kit i test COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Analizirano je 156
retrospektivnih i prospektivnih klinickih uzoraka plazme s EDTA. Svi su uzorci ispitaka
prethodno analizirani s pomocu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR za rutinsku

dijagnostiku i utvrdeno je jesu li pozitivni ili negativni.
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DNK CMV-a za testiranje kompleta artus CMV RG PCR Kit izolirana je s pomo¢u kompleta
QlAamp DSP Virus Kit, interna kontrola kompleta artus CMV RG PCR Kit dodana je prilikom
izolacija, a analiza je provedena na instrumentu Rotor-Gene 3000. Ispitci za test COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR Test obradeni su i analizirani u skladu s uputama proizvodaca
koje su navedene u uputama za uporabu.

Svih 11 uzoraka koji su dali pozitivne rezultate ispitivanjem testom COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test takoder su dali pozitivne rezultate ispitivanjem kompletom
artus CMV RG PCR Kit. 123 od 145 uzoraka koji su dali negativne rezultate ispitivanjem testom
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test takoder su dali negativne rezultate ispitivanjem
kompletom artus CMV RG PCR Kit. Dobivena su 22 nepodudarna rezultata (Tablica 14).

Tablica 14. Rezultati komparativne studije za potvrdu valjanosti

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

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

Ako se rezultati testa COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test uzimaju kao referentni,
dijagnosticka osjetljivost rezultata svih uzoraka dobivenih kompletom arfus CMV RG

PCR Kit iznosi 100 %, a dijagnosti¢ka specificnost iznosi 84,8 %.

Dodatno testiranje 22 nesukladna uzorka potvrdilo je to¢nost rezultata dobivenih artus
kompletima za PCR. Stoga se moze pretpostaviti da je uzrok nepodudarnosti vecéa
osjetljivost kompleta artus CMV RG PCR Kit.
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VodiC za rjeSavanje problema

Ovaj vodi¢ za rjeSavanje problema moze biti koristan pri rjeSavanju bilo kojih problema koji

mogu nastati. Za viSe informacija pogledajte i stranicu s najées¢im pitanjima u naSem centru

za tehni¢ku podrsku: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Komentari i prijedlozi

Nije dobiven signal s pomocu pozitivnih kontrola (CMV QS 1-4) u kanalu fluorescencije Cycling Green

a) Odabrani kanal fluorescencije za analizu
PCR podataka nije u skladu s protokolom

b) Neispravno programiranje temperaturnog
profila na instrumentu Rotor-Gene

c) Neispravna konfiguracija PCR-a

d) Uvjeti pohrane za jednu komponentu
kompleta ili vi§e njih nisu bili u skladu s
uputama navedenima u ,Pohrana i
rukovanje reagensima’, stranica 10)

e) Kompletu artus CMV RG PCR Kit istekao
je rok trajanja

Za analizu podataka odaberite kanal fluorescencije Cycling
Green za PCR analizu CMV-a i kanal fluorescencije Cycling
Yellow za PCR interne kontrole.

Usporedite temperaturni profil s protokolom. Pogledajte
LProtokol: PCR i analiza podataka”, stranica 14.

Provjerite svoje radne korake prema shemi pipetiranja te po
potrebi ponovite PCR. Pogledajte ,Protokol: PCR i analiza
podataka”, stranica 14.

Provjerite uvjete pohrane i rok trajanja (proucite naljepnicu
kompleta) reagensa i po potrebi upotrijebite novi komplet.

Provijerite uvjete pohrane i rok trajanja (proucite naljepnicu
kompleta) reagensa i po potrebi upotrijebite novi komplet.

Slabi signal ili odsustvo signala interne kontrole negativhog uzorka plazme podvrgnutog pro¢i§¢avanju s
pomoc¢u kompleta QlAamp DSP Virus Kit (Cr = 27 % 3; prag, 0,03) u kanalu fluorescencije Cycling Yellow te
istovremeno odsustvo signala u kanalu Cycling Green

a) Uvjeti PCR-a nisu u skladu s protokolom

b) PCR reakcija je inhibirana

c) DNK je izgubljena tijekom ekstrakcije

Provijerite uvjete PCR-a (gore navedene) i po potrebi ponovite
PCR uz ispravne postavke.

Pobrinite se da koristite preporu¢ene metode izolacije i strogo se
pridrzavate uputa proizvodaca.

Ako je interna kontrola dodana prilikom ekstrakcije, odsustvo
signala interne kontrole moze ukazivati na gubitak DNK tijekom
ekstrakcije. Pobrinite se da koristite preporu¢ene metode izolacije
(pogledaijte ,lzolacija DNK”, stranica 12) i strogo se pridrzavate
uputa proizvodaca.
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Komentari i prijedlozi

d) Uvjeti pohrane za jednu komponentu Provijerite uvjete pohrane i rok trajanja (proucite naljepnicu
kompleta ili viSe njih nisu bili u skladu s kompleta) reagensa i po potrebi upotrijebite novi komplet.
uputama navedenima u ,Pohrana i
rukovanje reagensima’, stranica 10)

e) Kompletu artus CMV RG PCR Kit istekao Provijerite uvjete pohrane i rok trajanja (proucite naljepnicu
je rok trajanja kompleta) reagensa i po potrebi upotrijebite novi komplet.

Signali dobiveni negativnim kontrolama u kanalu fluorescencije Cycling Green tijekom PCR analize

a) Doslo je do kontaminacije tijekom pripreme  Ponovite PCR s novim reagensima u ponavljanjima.

PCR-a Ako je moguce, zatvorite PCR epruvete neposredno nakon
dodavanja uzorka za testiranje.

Pozitivne kontrole obavezno pipetirajte posljednje.

Obavezno dekontaminirajte radni prostor i instrumente u
redovitim intervalima.

b) Doslo je do kontaminacije tijekom Ponovite ekstrakciju i PCR uzorka koji ¢e se testirati s novim
ekstrakcije reagensima.

Obavezno dekontaminirajte radni prostor i instrumente u
redovitim intervalima.
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Simboli

Sadrzava reagensa dovoljno za <N> testova

Upotrijebiti do

In vitro dijagnosti¢ki medicinski proizvod

Katalo$ki broj

Broj serije

Broj materijala
Komponente
Sadrzava

Broj

Globalni broj trgovacke jedinice

Ograni¢enja temperature

Proizvodac

Procitajte upute za uporabu
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Informacije za narucCivanje

Proizvod Sadrzaj Kat. br.
artus CMV RG Za 24 reakcije: glavna mjeSavina, otopina magnezija, 4503263
PCR Kit (24) 4 standarda za kvantifikaciju, interna kontrola, voda

(za PCR)
artus CMV RG Za 96 reakcija: glavna mjeSavina, otopina magnezija, 4503265
PCR Kit (96) 4 standarda za kvantifikaciju, interna kontrola, voda

(za PCR)

EZ1 DSP Virus Kit — za automatizirano, istovremeno proci§¢avanje
DNK i RNK virusa od 1-14 uzoraka seruma, plazme ili cerebrospinalne

tekucine

EZ1 DSP Virus
Kit (48)

Za 48 priprema nukleinskih kiselina virusa: unaprijed 62724
napunjeni uloSci reagensa, drzaci jednokratnih vrhova,

jednokratni vrhovi s filtrima, epruvete za uzorke, epruvete

za eluciju, puferi, nosa¢ RNK

QlAamp DSP Virus Kit — za procis¢avanje nukleinskih kiselina virusa
iz humane plazme za in vitro dijagnosticke svrhe

QlAamp DSP
Virus Kit

Za 50 pripremanja: QlAamp MinElute® spin kolone, 60704
puferi, reagensi, epruvete, prosirivaci kolona i prikljucci
VacConnectors

Instrument Rotor-Gene Q MDx i pribor

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
Platform

Rotor-Gene Q

Cikler za real-time PCR s 5 kanala (zeleni, zuti, 9002022
narancasti, crveni, tamnocrveni), prijenosno ra¢unalo,

softver, pribor: uklju¢uje 1-godiSnje jamstvo na dijelove i

rad, instalacija i obuka nisu uklju¢ene

Cikler za real-time PCR s 5 kanala (zeleni, zuti, 9002023

MDx 5plex narancasti, crveni, tamnocrveni), prijenosno racunalo,
System softver, pribor: uklju¢uje 1-godiSnje jamstvo na dijelove te
rad, instalaciju i obuku
44 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Proizvod Sadrzaj Kat. br.
Rotor-Gene Q Cikler za real-time PCR i analizator taljenja velike 9002032
MDx 5plex razlucivosti s 5 kanala (zeleni, zuti, narancasti, crveni,

HRM Platform tamnocrveni) plus HRM kanal, prijenosno racunalo,
softver, pribor: ukljuuje 1-godi$nje jamstvo na dijelove i
rad, instalacija i obuka nisu uklju¢ene
Rotor-Gene Q Cikler za real-time PCR i analizator taljenja velike 9002033
MDx 5plex razlucivosti s 5 kanala (zeleni, zuti, naranc¢asti, crveni,
HRM System tamnocrveni) plus HRM kanal, prijenosno racunalo,
softver, pribor: uklju¢uje 1-godiSnje jamstvo na dijelove te
rad, instalaciju i obuku
Rotor-Gene Q Instrument za real-time PCR s 6 kanala (plavi, zeleni, 9002042
MDx 6plex zuti, narancasti, crveni, tamnocrveni) kanal, uklju€ujuci
Platform prijenosno racunalo, softver, pribor: uklju€uje 1-godiSnje
jamstvo na dijelove i rad, instalacija i obuka nisu
ukljucene
Rotor-Gene Q Instrument za real-time PCR sa 6 kanala (plavi, zeleni, 9002043
MDx 6plex zuti, narancasti, crveni, tamnocrveni), ukljucujuci
System prijenosno racunalo, softver, pribor: uklju€uje 1-godiSnje
jamstvo na dijelove i rad, instalacija i obuka
Rotor-Gene Q Cikler za real-time PCR s 2 kanala (zeleni, zuti), 9002002
MDx 2plex prijenosno racunalo, softver, pribor: ukljuuje 1-godiSnje
Platform jamstvo na dijelove i rad, instalacija i obuka nisu
ukljuéene
Rotor-Gene Q Cikler za real-time PCR s 2 kanala (zeleni, zuti), 9002003
MDx 2plex prijenosno racunalo, softver, pribor: uklju€uje 1-godiSnje
System jamstvo na dijelove te rad, instalaciju i obuku
Rotor-Gene Q Cikler za real-time PCR i analizator taljenja velike 9002012

MDx 2plex
HRM Platform

razlucivosti s 2 kanala (zeleni, zuti) plus HRM kanal,
prijenosno racunalo, softver, pribor: ukljuuje 1-godiSnje
jamstvo na dijelove i rad, instalacija i obuka nisu
ukljuéene
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Proizvod Sadrzaj Kat. br.

Rotor-Gene Q Cikler za real-time PCR i analizator taljenja velike 9002013
MDx 2plex razlucivosti s 2 kanala (zeleni, zuti) plus HRM kanal,
HRM System prijenosno racunalo, softver, pribor: ukljuuje 1-godiSnje

jamstvo na dijelove te rad, instalaciju i obuku

Loading Block Aluminijski blok za ruéno postavljanje reakcije s 9018901
72x0.1ml jednokanalnom pipetom sa 72 epruvete od 0,1 ml

Tubes

Loading Block Aluminijski blok za ru€no postavljanje reakcije sa 9018905
96 x 0.2 ml standardnim rasporedom 8 x 12 s 96 epruveta od 0,2 mi

Tubes

Strip Tubes and 250 stripova od 4 epruvete i Cepova za 1000 reakcija 981103
Caps, 0.1 ml

(250)

Strip Tubes and 10 x 250 stripova od 4 epruvete i éepova za 981106
Caps, 0.1 ml 10.000 reakcija

(2500)

PCR Tubes, 1000 epruveta s tankim stijenkama za 1000 reakcija 981005
0.2 ml (1000)

PCR Tubes, 10 x 1000 epruveta s tankim stijenkama za 981008

0.2 ml (10000)  10.000 reakcija

Azurirane informacije o licenciranju i izjave specificne za proizvod pogledajte u
odgovaraju¢em priruéniku za QIAGEN komplet ili korisnickom priru¢niku. Priruénici za
komplete tvrtke QIAGEN i korisnicki priru€nici dostupni su na www.giagen.com ili ih mozete

zatraziti od tehnicke sluzbe tvrtke QIAGEN ili svojeg lokalnog distributera.
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Povijest revizija dokumenta

Revizija Izmjene
R6, oZujak 2021. Dodani odjeljci Linearni raspon, Interferirajuce tvari i
Obnovljivost.

AZurirani odjeljci Namjena i Kvantifikacija.
Uklonjene reference na instrumente tvrtke QIAGEN
koji vi§e nisu podrzani.

R7, prosinac 2021. Ispravak odjeljka Sadrzaj kompleta dodavanjem

pojedinosti o formatu kompleta s 24 testa

Ugovor o ogranié j licenciji za artus CMV RG PCR Kit

Uporabom ovog proizvoda svaki kupac ili korisnik proizvoda pristaje na sliedece uvjete:

1.

I

Proizvod se moZze upotrebljavati samo u skladu s protokolima koji su isporuceni s proizvodom i ovim priruénikom i namijenjen je samo za uporabu s
komponentama koje su sadrzane u kompletu. QIAGEN ne daje nikakvu licenciju za svoje intelektualno vlasni$tvo za uporabu ili ugradivanje komponenata ovog
kompleta s bilo kojom komponentom koja nije sadrzana u ovom kompletu, osim kako je opisano u protokolima koji su isporu€eni s proizvodom, koji se nalaze
u ovom priruéniku i drugim protokolima dostupnima na web-mjestu www.giagen.com. Neke od tih dodatnih protokola ustupili su korisnici tvrtke QIAGEN drugim
korisnicima tvrtke QIAGEN. Tvrtka QIAGEN nije temeljito ispitala niti optimizirala te protokole. QIAGEN ne daje na njih nikakva jamstva niti jam¢i da ne krSe
prava tre¢ih strana.

Osim izricito navedenih licencija, QIAGEN ne jam¢i da ovaj komplet i/ili njegova uporaba ne krsi prava tre¢ih strana.
Ovaj komplet i njegove komponente licencirani su samo za jednokratnu uporabu i ne smiju se ponovno upotrebljavati, preradivati niti preprodavati.
QIAGEN se odrice svih drugih licencija, izri€itih ili impliciranih, osim onih koje su izri¢ito navedene.

Kupac i korisnik ovog kompleta potvrduju da ne¢e dopustiti drugim osobama poduzimanje koraka koji bi mogli dovesti do kr8enja gore navedenih odredbi ili
omoguditi njihovo krdenje. QIAGEN mozZe provesti zabrane navedene u ovom Ugovoru o ogranicenoj licenciji na bilo kojem sudu te ée potraZivati sve sudske
troskove i troSkove postupka istraZivanja, ukljuéujuci troskove odvjetnika, za svaku radnju s ciliem provedbe ovog Ugovora o ograni¢enoj licenciji ili bilo kojeg
svojeg prava intelektualnog vlasnistva povezanog s kompletom i/ili njegovim komponentama.

Azurirane uvjete licencije potraZite na adresi www.giagen.com.

Kupnjom ovog proizvoda kupcu se omogucuije koristenje proizvoda za izvodenje dijagnostickih postupaka za humanu in vitro dijagnostiku. Ovime se ne daje pravo
na opdéi patent ili bilo koja druga licencija osim specificnog prava uporabe ostvarenog kupnjom.

Zastitni znakovi: 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, sva prava pridrzana.

artus CMV RG PCR Kit  12/2021 47



http://www.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

Narudzbe www.giagen.com/shop | Tehni¢ka podrska support.qiagen.com | Web-mjesto www.giagen.com

HB-0046-009 R7


http://www.qiagen.com/shop
http://support.qiagen.com/
http://www.qiagen.com/

	Namjena
	Opis i načelo
	Informacije o patogenima
	Načelo postupka

	Uključeni materijali
	Sadržaj kompleta

	Materijali koji su potrebni, ali nisu isporučeni
	Reagensi
	Potrošni materijali
	Oprema

	Upozorenja i mjere opreza
	Sigurnosne informacije
	Mjere opreza

	Pohrana i rukovanje reagensima
	Rukovanje ispitcima i pohrana ispitaka
	Prikupljanje ispitaka
	Pohrana uzoraka
	Prijevoz uzoraka

	Postupak
	Izolacija DNK
	Interna kontrola

	Protokol: PCR i analiza podataka
	Važne točke prije započinjanja
	Postupci koje treba napraviti prije započinjanja
	Postupak

	Tumačenje rezultata
	Kvantifikacija
	Rezultati
	U kanalu fluorescencije Cycling Green nije detektiran signal. Istovremeno, signal interne kontrole javlja se u kanalu Cycling Yellow.
	Signal se ne detektira ni u kanalu Cycling Green ni u kanalu Cycling Yellow.


	Kontrola kvalitete
	Ograničenja
	Radne značajke
	Analitička osjetljivost
	Linearni raspon
	Specifičnost
	(nastavak na sljedećoj stranici)

	Preciznost
	Interferirajuće tvari
	Otpornost
	Obnovljivost
	Procjena dijagnostičke sposobnosti

	Referencije
	Vodič za rješavanje problema
	Simboli
	Informacije za naručivanje
	Povijest revizija dokumenta

