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

QIAGEN uréuje standardy:

B v purifikaci DNA, RNA a proteinu

B v analyzach nukleovych kyselin a proteind

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pFipravu vzorku a jejich analyz.

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

Pro pouziti se systémy ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT Sequence Detection System ke kvantitativnimu prikazu DNA viru
CMV z EDTA plazmy.

Upozornéni: Sadu artus CMV TM PCR nelze pouzit ve spojeni se systémem GeneAmp® 5700 SDS ani s formatem desticek
s 384 jamkami systému ABI PRISM 7900HT SDS.

1. Obsah
Oznacéeni Kat. ¢is. 4503163 Kat. ¢éis. 4503165
aobsah 24 reakci 96 reakcf
CMV TM Master 2 x 12 reakci 8 x 12 reakci
m CMV LC/RG/TM Mg-Sol° 1 x 600 pl 1 x 600 pl
Cerven CMV LC/RG/TM QS 1°
4 @x 10 Kopii/ul) 1 x200 pl 1 x 200 pl
Cerven CMV LC/RG/TM QS 2°
4 @x 10° Kopii/ul) 1x200 pl 1x200 pl
Cerven CMV LC/RG/TM QS 3°
4 @x 102 Kopii/ul) 1x200 pl 1 x 200 pl
Cerven CMV LC/RG/TM QS 4°
p (1 x 10* kopii/ul) 1x200 pl 1 x 200 pl
CMV TM IC® 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
Bila Voda (v kvalité vhodné pro 1 X 1000 i 1 X 1000
PCR)
° Qs = Kuvantifikaéni standard
IC = Interni kontrola
Mg-Sol = Roztok hor¢iku
2. Skladovani
Komponenty sady artus CMV TM PCR se skladuji pfi teploté -15°C az

-30 °C a maji trvanlivost do data uvedeného na &titku. Zabrarite opakovanému rozmrazeni a zmrazeni (> 2x), sniZzuje se tim

senzitivita. Pfi nepravidelném pouzivani by proto mély byt reagencie alikvotovany. V pfipadé, ze je nutné komponenty skladovat

pfi teploté +4°C, skladujte je takto maximalné po dobu péti hodin.

3. DalSi potiebné vybaveni

Laboratorni rukavice bez pudru

Sada k izolaci DNA (viz 8.2 Izolace DNA)

Pipety (nastavitelné)

Sterilni pipetovaci Spicky s filtrem

Vortex mixer

Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

Centrifuga s rotorem pro mikrodesti¢ky (volitelné)

96jamkova reakéni destiéka/zkumavky pro opticka méfeni s odpovidajicimi optickymi uzaviracimi prostfedky” (viz
8.5 Priprava PCR)

96jamkovy dvojdilny pfidrzny ram k pouziti s optickymi reakénimi zkumavkami (96 Well Tray/Retainer Set,
kat. ¢. 403 081, Applied Biosystems), viz 8.5 Pfiprava PCR

Kompresni podlozka pro pouziti s optickymi lepicimi foliemi (Optical Cover Compression Pads, kat. €. 4 312 639,
Applied Biosystems), viz 8.5 Priprava PCR

Aplikator k uzavieni reakénich destiCek pfi pouziti optickych lepicich folii (Adhesive Seal Applicator Kit,
kat. €. 4 333 183, Applied Biosystems)

ABI PRISM 7000 (software verze 1.0.1), 7700 (software verze 1.9.1) nebo 7900HT SDS (software verze 2.1)

" Pouziti reakénich zkumavek s vypouklymi vicky k optickym méfenim je pfipustné pouze pro ABI PRISM 7700 SDS a vyZzaduje zménu nastaveni
doby osvitu (viz 8.6.2 Programovani ABI PRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Dulezita pridavna nastaveni).
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Upozornéni: Pfi uvedeni pfistrojil do provozu je bezpodmine¢né nutna jsouci platna kalibrace barviv (Pure Spectra Component

File) a pozadi (Background Component File).

4. VSeobecna preventivni opatieni

Uzivatel by mél dbat na nasledujici:
* Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.
* Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, kontroly, amplifikaty) do reakce na jiném misté nez ostatni
reagencie.
* VSechny komponenty pfed pocatkem testu Uplné rozmrazte pfi pokojové teploté.
* Nasledné komponenty fadné promichejte a kratce centrifuguijte.

¢ Pracujte plynule na ledu nebo v chladicim bloku.

5. Informace o plivodcich

Lidsky cytomegalovirus (CMV) se vyskytuje v krvi, tkanich a témér ve vSech sekrecnich tekutinach infikovanych osob.
K pfenosu viru maze dojit peroralné, pohlavnim stykem, krevni transfuzi nebo pfi transplantaci organt, dale nitrodélozné nebo
perinatalné. CMV casto vede k asymptomatické infekci, po které virus v téle celozivotné pretrvava. Pokud se u dospivajicich
nebo dospélych vyskytnou pfiznaky, jsou podobné pfiznakim mononukledzy s horeckou, slabé hepatitidy a celkové indispozice.

Tézky prabéh infekce CMV byl pozorovan zejména u pacientud infikovanych nitrodélozné a u imunodeficientnich pacienta.

6. Princip PCR s hodnocenim v realném case

Pfi diagnostikovani pomoci polymerazové retézové reakce (PCR) se amplifikuji specifické oblasti genomu puvodce. Detekce
amplifikatu probiha pfi PCR v redlném ¢ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana na oligonukleotidové
sondy, které vytvareji specifickou vazbu s amplifikatem. Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v redlném case
umoznuje priikaz a kvantifikaci kumulujiciho se produktu, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat reakéni zkumavky (Mackay,
2004).

7. Popis vyrobku

Sada artus CMV TM PCR je systém k pfimému pouziti pro priikaz DNA viru CMV pomoci polymerazové retézové reakce (PCR)
v pfistrojich ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT Sequence Detection System. CMV RG/TM Master obsahuje reagencie a enzymy
pro specifickou amplifikaci Useku 105 bp genomu viru CMV. Detekce amplifikatu se provadi méfenim fluorescence FAM™
v systému ABI PRISM SDS. Kromé toho sada artus CMV TM PCR obsahuje druhy heterologni amplifikacni systém pro prukaz
potencialni inhibice PCR. Tento systém je detekovan jako Interni kontrola (IC) na zakladé méfeni fluorescence VIC®/JOE™.
Limit detekce analytické CMV PCR (viz 11.1 Analytick& senzitivita) pfitom neni negativné ovlivnén. Spolu s produktem se
dodavaji externi pozitivni kontroly (CMV LC/RG/TM QS 1-4), pomoci nichz lze ur¢it mnozstvi puvodce ve vzorku. Dalsi
informace naleznete v €asti 8.4 Kvantifikace.

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

. nalyza dat.

8. Protokol

8.1 Preanalytika: Odbér, skladovani a preprava vzorkii

Upozornéni: Se vSemi vzorky se musi zachazet jako s potencialné infekénimi.

Upozornéni: Dosud znamé udaje prokazuji EDTA nebo citratovou plazmu jako nejvhodnéjSi vzorek pro prikaz CMV.

Doporucujeme tedy pouzivat tyto materialy se sadou artus CMV TM PCR.
S
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Validace sady artus CMV TM PCR byla provedena pomoci vzorkud lidské EDTA plazmy. Jiné vzorky nejsou validovany. Pro

pfipravu vzorkl pouzivejte pouze doporu¢ené sady k izolaci nukleovych kyselin (viz 8.2 Izolace DNA).

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

8.1.1 Odbér vzorku

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

obracenim (8x, netfepat).

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

8.1.2 Skladovani

PIna krev by méla byt béhem Sesti hodin rozdélena na plazmu a bunécné elementy centrifugaci pfi 800—1600 x g po dobu 20
minut. Oddélena plazma musi byt pfevedena do sterilni polypropylenové zkumavky. Vykonnost testu mize byt opakovanym

zmrazovanim nebo delSim skladovanim vzorkd narusena.

8.1.3 Preprava vzorku

Vzorky by mély byt pfepravovany zasadné v nerozbitnych transportnich nadobach, aby se zabranilo eventualnimu nebezpedi
infekce pfi Uniku vzorku. Vzorky musi byt zaslany podle platnych mistnich a statnich predpist pro pfepravu latek vyvolavajicich
nakazu."

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

8.1.4 Rusivé latky

ZvySené hodnoty bilirubinu (= 4,5 mg/dl) a lipidd (= 1100 mg/dl) stejné jako hemolytické vzorky analyticky systém CMV
neovliviuji. Heparin narusuje PCR. Vzorky, které byly odebrany do zkumavek obsahujicich heparin jako antikoagulant, nesmi

byt pouzity. Stejné tak se nesmi pouzivat vzorky heparinizovanych osob.

8.2 lzolace DNA

K izolaci DNA CMV doporuéujeme nasleduijici izolaéni sadu:

Material Sada k izolaci Katalogové Nosicova

Vyrobce

vzorku nukleovych kyselin Cislo RNA

QlAamp® DSP

EDTA plazma Virus Kit (50)

60704 QIAGEN obsazena

* Pouziti nosi€ové RNA je rozhodujici pro u¢innost izolace a nasledné i vytéZzek DNA/RNA. Pro vétsi stabilitu nosiGové RNA
dodavané spolu se sadou QlAamp DSP Virus se drzte pokynt pro manipulaci a skladovani nosi¢ové RNA (viz kapitola o
pfipravé reagencii a pufra ,Preparing reagents and buffers” v pfirucce QlIAamp DSP Virus Kit Handbook).

¢ lzola¢ni sada obsahuje promyvaci pufry s obsahem etanolu. Bezpodminecné zajistéte, aby byla pfed eluci provedena

dodatecna centrifugace (tfi minuty, 13 000 ot/min), kter& odstrani zbytky etanolu. Zabranite tak moznym inhibicim PCR.

" International Air Transport Association (IATA; Mezinarodni asociace leteckych dopravcll). Dangerous Goods Regulations (pfedpisy pro prepravu

nebezpeéného na’kladu:, 41. vydani, 2000.704.
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Dulezité: Interni kontrolu sady artus CMV TM PCR Ize vlozit pfimo do izolace. Dbejte na to, aby byl pfi izolaci zpracovan také
jeden negativni vzorek plazmy. Odpovidajici signal Interni kontroly je zakladem pro vyhodnoceni izolace (viz 8.3 Interni

kontrola).

8.3 Interni kontrola

Interni kontrola (CMV TM IC) je soucasti produktu. Mate tak moznost kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moznou inhibici
PCR (viz Obr. 1). Pro tuto aplikaci pfidejte k izolaci Interni kontrolu v poméru 0,1 pl na 1 pl eluéniho objemu. Pouzivate-li sadu
QlAamp DSP Virus a DNA eluujete napfiklad v 60 pl pufru AE, je nutné pfidat 6 pl Interni kontroly. Mnozstvi pouzité Interni

kontroly zavisi vyhradné na eluénim objemu.
Interni kontrola a nosi¢ova RNA (viz 8.2 Izolace DNA) by se mély pfidavat pouze

* ke smési lyzacniho pufru a vzorku nebo

e pfimo do lyzaéniho pufru.

Interni kontrola se nesmi pfidavat pfimo ke vzorku. Upozorfiujeme, Ze pfi pfidavani k lyzac¢nimu pufru musite smés Interni
kontroly a lyza¢niho pufru / nosiGové RNA pfipravit vzdy Cerstvou a ihned pouzit (skladovani smési pfi pokojové teploté nebo
v lednici muZze jiz po nékolika hodinach vést k selhani Interni kontroly a nizsi G¢innosti izolace). Interni kontrolu ani nosi¢ovou

RNA nepridavejte pfimo ke vzorku.

Aby byla izolace hodnocena jako Uspésnd, hodnota Ct Interni kontroly negativniho vzorku plazmy zpracovaného pfi izolaci
(sada QlAamp DSP Virus) v systému ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS musi dosahovat Ct = 27 + 3 (prahova hodnota pro
ABI PRISM 7000: 0,1, pro ABI PRISM 7700 a 7900HT SDS: 0,2). Uvedena variabilita je podminéna pfistrojovou variabilitou a
variabilitou izolace. Vétsi odchylka poukazuje na problémy s izolaci. V tomto pfipadé musi byt izolace pfezkouSena a popfipadé

noveé validovana. Pokud se vyskytnou dalSi otazky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi technickou podporu.

Volitelné Ize Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice PCR (viz Obr. 2). V tomto pfipadé pfidejte 2 pl
Interni kontroly a 5 pl roztoku CMV LC/RG/TM MgSol na jednu reakci pfimo do 25 pl smési CMV TM Master. Na kazdou reakci
PCR pouzijte 30 ul smési Master Mix (viz postup vyse) a ptidejte 20 pl izolatu. Pokud pripravujete jeden béh PCR pro vice
vzorkU, zvy$te mnozstvi smési CMV TM Master, CMV LC/RG/TM Mg-Sol a Interni kontroly podle poctu vzorku (viz 8.5 Pfiprava
PCR).

8.4 Kvantifikace

S Kvantifikacnimi standardy (CMV LC/RG/TM QS 1-4) dodavanymi spolu s produktem se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi
vzorky a pfidavaji se ve stejném objemu (20 pl). Standardni kfivku v systému ABI PRISM Sequence Detection System vytvorite
tak, ze pouzijete vSechny &tyfi Kvantifikacni standardy a definujete je jako standardy pfi zadani odpovidajicich koncentraci (viz
8.6 Programovani ABI PRISM SDS). Import standardnich kfivek z pfedchozich b&hl neni se softwarem ABI PRISM 7000,
7700 a 7900HT SDS mozny.

Pokud jste do béhu PCR integrovali vice nez jeden systém artus pro detekci herpetickych viri, analyzu téchto

odliSnych systémi pomoci odpovidajicich Kvantifika¢nich standardu proved'te oddélené.

Upozornéni: Aby byla zaru¢ena presna kvantifikace, dtirazné doporucujeme doplnit smés Master Mix uré¢enou pro Kvantifikacni
standardy odpovidajicim mnozstvim Interni kontroly. Pro kazdy Kvantifikacni standard (CMV LC/RG/TMQS1 -
CMV LC/RG/TM QS 4) proto pridejte 2 pl Interni kontroly a 5 pl CMV LC/RG/TM Mg-Sol pfimo do 25 pl smési CMV TM Master
(schématicky prehled viz Obr. 2). Toto pipetovaci schéma plati obecné pro Kvantifikaéni standardy CMV bez ohledu na to, kolik
jich bylo pouZito.

Kvantifikacni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro prepocet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml

vzorku se pouziva nasledujici vzorec:

‘ Vysledek (kopie/ml) = vysledek (kopie/ul) x eluéni objem (ul) ‘

" Pii ﬁﬁ'ﬁravé analzzx PCR se zvzéem’ objemu zﬁﬂsobené ﬁﬁdénim Interni kontrolz nezohlednuje. Senzitivita detekéniho szstému neni ovlivnéna.
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objem vzorku (ml)

ZdUlrazrujeme, Ze do vySe uvedeného vzorce se dosazuje zasadné pavodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem
vzorku pred izolaci nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho zvyseni doplnénim na objem

pozadovany pro izolaci).

Dulezité: Na strankdch www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX jsou k dispozici pokyny pro kvantitativni analyzu
systému artus v pfistrojich ABI PRISM 7000 SDS (Technical Note for quantitation on the ABI PRISM 7000 SDS).

8.5 Priiprava PCR

Pfipravte pro planované reakce potfebny pocet reakénich zkumavek, pfipadné 96jamkovou reakéni desticku. Doporucené

prostfedky jsou uvedeny v nasleduijici tabulce:

Polozka Popis Ke%tavlrogov Vyrobce Prlfirzr]e Kompr?sm
é cislo ramy podlozka
96jamkov . .
& reakeni | 8-Well Optical | 556 757 | Applied ne -
” Reaction Plate Biosystems
desticka
Optical
Optické Adhesive Applied
lepici Covers 4311971 . - ano
folie | (Optické lepici Biosystems
folie)
ABI PRISM
Optical Tubes,
s 8 Tubes/Strip
Optické o i
zkumavk (opticke 4 316 567 'Applled ano -
zkumavky Biosystems
y ABI PRISM,
8 zkumavek/stri
p)
MicroAmp®
Optické Optical Tubes :
zkumavk (optické N8010933 'Applled ano -
Biosystems
y zkumavky
MicroAmp®)
ABI PRISM
sz Optical Caps,
Opticka ’ i
vicka | BCAPSISUID | 4055035 | Applied - ne
(plocha) (opticka vicka Biosystems
P ABI PRISM,
8 vicek/strip)

Upozornéni: Pouziti reakénich zkumavek s vypouklymi vi¢ky k optickym méfenim je pfipustné pouze pro ABI PRISM 7700
SDS a vyzaduje zménu nastaveni doby osvitu (viz 8.6.2 Programovani ABI PRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Dulezita pfidavna

nastaveni).

P¥i pfipravé PCR dbejte na to, aby byl spole¢né s kazdym béhem PCR proveden alespori jeden Kvantifikaéni standard a jedna
negativni kontrola (voda v kvalité vhodné pro PCR). Standardni kfivku vytvofite u kazdého béhu PCR pomoci vSech
Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4) dodavanych spolu s produktem.

Upozornéni: Pro vytvofeni standardni kfivky dlrazné doporu€ujeme doplnit smés Master Mix uréenou pro Kvantifikacni
standardy odpovidajicim mnozstvim Interni kontroly (viz 8.4 Kvantifikace). Pfed kazdym pouzitim musi byt vSechny reagencie
zcela rozmrazeny, promichany (opakovanym nabérem pipetou a vypusténim pipety nebo rychlym protfepanim ve vortexu) a

kratce centrifugovany.

Chcete-li pomoci Interni kontroly sledovat jak izolaci DNA, tak moznou inhibici PCR, interni kontrola musi byt pfedem
pfidana k izolaci (viz 8.3 Interni kontrola). V tomto pfipadé pouzivejte nasledujici schéma pipetovani (viz také schématicky
prehled na Obr. 1):

PFi pouziti dvojdilnych pfidrznych ramd je nutné zkumavky pfi vkladani a pfi vyjimani otevfit. K zamezeni tim zapficinénych kontaminaci

pouzivejte vx’hradné dolni dil pfidrzného ramu.
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Pocet vzorkl ‘ 1 ‘ 12

CMV TM Master 25l 300 pl
1. Pfiprava
smési Master | CMV LC/RG/TM Mg-Sol Sul 60
Mix CMV TMIC oul ol
Celkovy objem 30 pl 360 pl
2. Priprava Master Mix 30l po 30 pl
reakce PCR Vzorek 20l po 20 pl
Celkovy objem 50 pl po 50 pl

Chcete-li Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole inhibice PCR, je tfeba ji pfidat pfimo do smési CMV TM Master.

V tomto pfipadé pouzijte nasledujici pipetovaci schéma (schématicky prehled viz Obr. 2):

Pocet vzorki 1 ‘ 12
CMV TM Master 25 pl 300 pl
1. Pfiprava
smési Master | CMV LC/RG/TM Mg-Sol Sl 60 pl
Mix CMVTMIC 2ul 24 ul
Celkovy objem 324 384 pl
2. Priprava Master Mix 30l po 30 pl
reakce PCR Vzorek/CMV LC/RG/TM QS 1-4 20 pl po 20 pl
Celkovy objem 50 pl po 50 pl

Do kazdé potfebné reakéni zkumavky nebo jamky na 96jamkové reakéni desti¢ce odmérte pipetou 30 pl smési Master Mix.
Nasledné pfidejte 20 pl eluatu z izolace DNA. Dbejte na to, aby byly oba roztoky dobfe promichany opakovanym nabérem
pipetou a jejim vypusténim. Zkumavky uzavrete pfisluSnymi vicky. Pokud pouzivate 96jamkovou reakéni desticku, uzavrete ji
pomoci optickych lepicich folii (Optical Adhesive Covers). Pro shromazdéni vkladaného objemu na dné zkumavek nebo jamek
centrifugujte zkumavky (v drzaku uréeném pro zkumavky PCR), pfipadné 96jamkovou reakéni desti¢ku v centrifuze vybavené
rotorem pro mikrodesti¢ky po dobu 30 sekund pfi 1780 x g (4000 ot/min). Pokud takovou centrifugu neméate k dispozici, dbejte
pfi pripravé reakci PCR na to, aby byly Master Mix a objem vzorku pipetovany na dno zkumavek popf. reakénich jednotek
(well). Reakéni smési skladujte pfi teploté +4 °C, dokud nebude pfistroj ABI PRISM SDS naprogramovan (viz 8.6
Programovani ABI PRISM SDS) a pak je pfeneste do pfistroje.

Upozornéni:

* Pri pouziti optickych reakénich zkumavek v kombinaci s optickymi vicky vkladejte do pfistroje (ABI PRISM 7000, 7700 a
7900HT SDS) vzdy pfidrzny ram (96Well Tray/Retainer Set). Pfi pouziti dvojdilnych pfidrznych rama je nutné zkumavky pfi
vkladani a vyjimani otevrit. K zamezeni tim zapfi¢inénych kontaminaci pouzivejte vyhradné dolni dil pfidrzného ramu.

e Pouziti 96jamkovych optickych reakénich desti¢ek v kombinaci s optickymi lepicimi foliemi vyzaduje zakryti kompresni

podlozkou (Optical Cover Compression Pads).

" Pii ﬁﬁ'ﬁravé analzzx PCR se zvzéem’ objemu zﬁﬂsobené ﬁﬁdénim Interni kontrolz nezohlednuje. Senzitivita detekéniho sxstému neni ovlivnéna.
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Pridani Interni kontroly k izolaci

-
==

N

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

*Ujistéte se, Ze roztoky jsou dokonale rozmrazené, dobFe promichané a kratce odstfed&né.
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Pridani Interni kontroly do smési artus Master

\&J

Obr. 2:  Schéma pracovniho postupu kontroly inhibice PCR.

*Ujistéte se, Ze roztoky jsou dokonale rozmrazené, dobe promichané a kratce odstfedéné.
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8.6 Programovani ABI PRISM SDS

Software ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT Sequence Detection Systems (SDS) potfebuje pfed spusténim béhu PCR
dodate¢né informace. Postupy pfi programovani pfistroji se od sebe vyznamné odliSuji, proto jsou v nasledujicim textu

uvedeny v samostatnych kapitolach.

8.6.1 Programovani ABI PRISM 7000 SDS

K detekci CMV DNA vytvorte na pfistroji ABI PRISM 7000 SDS profil podle nasledujicich Sesti kroka (8.6.1.1 — 8.6.1.6). Veskeré
Udaje se vztahuji k verzi softwaru ABI PRISM 7000 SDS 1.0.1. Podrobnosti o programovani ABI PRISM 7000 SDS si prosim
prostudujte v UZivatelské prirucce k ABI PRISM 7000 SDS. Pro lep$i pfehled jsou potfebna nastaveni na obrazcich zvyraznéna

Cernymi ramecky.

8.6.1.1 Predvolena nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR

V systému ABI PRISM 7000 SDS vyberte v nabidce File (Soubor) polozku New a zvolte pro novy dokument nasledujici zakladni
nastaveni (viz Obr. 3). Dfive uloZzena Sablona (SDS Template [*.sdt]) je k dispozici v seznamu Template nebo volbou funkce
Browse (viz 8.6.1.5 Ulozeni béhu PCR). Pfedvolena nastaveni potvrdte (OK).

x|

Assay IAbsolute Quantitation b4
Conteiner: [96-well Clear 1
Template : IBlankDocument ||

Browse ... |

2
I OK I Cancel |

Obr. 3: Pfedvolena nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR (New Document (Novy dokument)).

8.6.1.2 Vytvoreni/volba detektora

V nabidce Tools (Nastroje) v podnabidce Detector Manager (Spravce detektor(l) pfifadte souboru odpovidajici barviva
detektoru. K prikazu CMV DNA a Interni kontroly pomoci sady artus CMV TM PCR je nutné definovat reporter/quencher
(reportér/zhasec) uvedené v nasleduijici tabulce:

Prukaz Reporter (Reportér) ‘ Quencher
CMV DNA FAM none (zadny)
Interni kontrola (CMV TM IC) VIC none (zadny)

Tyto detektory vytvofite tak, Ze vyberete pod polozkou File (dole vlevo od Detector Manager) moznost New.

T — X T X
Name: [aitus CMV Name: |artus CMV IC
1 Descrption: [artus CMV TM PCR Ki Description: [artus CMV TM PCR Kit
— 1
Reporter Dye: [FAM v Reporter Dye: [vIC >
Quencher Dye: |(none) he JQuencher Dye: |(none) v
o o g
Notes: Notes:

- ] — 2
Create Another | 0K Cancel | Create Anther | 3 Concel |

Obr. 4: Vytvoreni detektoru specifického Obr. 5: Vytvoreni detektoru specifického
pro CMV (Detector Manager). pro IC (Detector Manager).

V okné, které se zobrazi, definujte pro prikaz CMV DNA kombinaci reporter/quencher FAM/none, pro prukaz Interni kontroly

zvolte kombinaci VIC/none (jak ukazuje Obr. 4 a Obr. 5). Potvrzenim udaji (OK) se vratite zpét do Detector Manager. Prave
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vytvorené detektory oznacte a kazdy vybér klepnutim na volbu Add to Plate Document (Pfidat do dokumentu k desticce)

preneste do Well Inspector (Kontrola jamek) (viz Obr. 6). Zavrete okno (Done).

Detector Manager s x|
[~ Detector List
e -]
Detector Hame l Descrigion [ er |Quencher| Color Notes
artus CMY artus CMY TM PCR Kit FAM (none)
artus CMV IC artus CMY TM PCR Kit VIC (none) 1
< | »

Fie | [TadToPiate Document } 2
13

Obr. 6: Vybér detektort (Detector Manager).

8.6.1.3 Prirazeni potfebnych informaci k pozicim desticek
Pokud nyni v nabidce View (Zobrazit) oteviete polozku Well Inspector, naleznete tam detektory zvolené podle pokyn( v kapitole

8.6.1.2 (viz Obr. 7).

well Inspector Ik X
Wells): B3

Sample Name: IQSI

Detector Reporter | Quencher
[V |artus CMV FAM (none)
[V |artus CMY IC |vic |(none) 1
Standard
[~ Omitwell -
Passive Reference:
Add Detector... Remove ROX v -2

Obr. 7: Pfifazeni potfebnych informaci k pozicim destic¢ek (Well Inspector).

Oznaéte pozice desti¢ek, které jsou vyhrazené pro prikaz CMV DNA. Aktivujte volbu Use u obou detektord, ¢imz vybrané
detektory pfifadite k oznacenym pozicim. Objevi se zatrzitko. Pro pojmenovani jednotlivych reakénich smési zvolte odpovidajici
pozici na desti¢ce a zadejte nazev do polozky Sample Name. Pfitom pamatujte na to, Ze smési se stejnym Sample Name a
stejnym pfifazenim detektorti bude software povazovat za replikaty a zpriméruje je s ohledem na jejich kvantifikované mnozstvi

puvodce. Pak vyberte pro kazdy typ vzorku odpovidajici funkci (Task) podle nasledujici tabulky:

Funkce

Koncentrace

Reporter

Typ vzorku (Task) (Quantity) (Reportér) Quencher

Unknown .
Vzorek (Neznama) - FAM none (zadny)
Beztemplatova NTC - FAM none (zadny)
kontrola

viz 1.
standard standard . Obs FAM none (zadny)
ah

Standardni kfivku vytvofte u kazdého bé&hu PCR pomoci vSech Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4)
dodavanych spolu s produktem, pfiéemz zadate odpovidajici koncentrace (viz 1. . Obsah). Dbejte na to, ze pro béh
PCR se sadou artus CMV TM PCR musi byt ROX™ nastaven jako pasivni reference (Passive Reference). Rovnomérné
rozlozeni barviva ROX na v8echny smési PCR jedné Sarze na zakladé promichani CMV TM Master zarucuje rozpoznani a
prepocitani variaci ,tube-to-tube® (fluorescenéni rozdily mezi rdznymi smésmi PCR) pomoci Sequence Detection Software

(normalizace).

8.6.1.4 Vytvoreni teplotniho profilu

K zadani teplotniho profilu pfepnéte software z rezimu Setup (Nastaveni) do rezimu Instrument (PFistroj). Podle Obr. 8 zadejte
platny teplotni profil pro detekci CMV DNA. Krok 50°C uloZeny v pfedvoleném nastaveni odstranite tak, Ze jej oznacite levym
S
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tlacitkem mysi, pfiCemz pfidrzite stisknuté tlacitko Shift, a nasledné jej vymazete tlacitkem Backspace. Zkontrolujte, zda je
objem reakce nastaven na 50 pl. Volba 9600 Emulation by méla byt aktivovana. Pfedvolena nastaveni Auto Incrementu

zUstavaji nezménéna (Auto Increment: 0,0 °C, 0,0 sekund).

— Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile I Auto Increment l
Stage 1 Stage 2
Reps:[i | Reps:ds |
Bso__ 950 1
10:00 [0:15
550 |
[roo__J}
Add Cycle | AddHold | Add Step | [Sample Volume [50 (uL) 2
™ Dissociation Protocol [500 C
IFI' 9600 Emulation : 3

Obr. 8: Vytvoreni teplotniho profilu.

8.6.1.5 Ulozeni béhu PCR

Na tomto misté mulzete uvedena nastaveni (Setup) ulozit jako masku, abyste je pozdéji mohli pouzit ve zménéném nebo
nezménéném stavu. Ulozite-li nastaveni jako SDS Template (*.sdt) v adresafi Template Directory (mistni disk
[C:\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates, zavedeného Applied Biosystems), mlzete tento soubor zvolit pfimo
z rozbalovaci nabidky Template (Sablona) v okné New Document (Novy dokument). Pfedlohy uloZené v jinych adresafich musi
byt otevfeny pomoci funkce Browse. Pfed spusténim béhu PCR dbejte prosim na to, abyste jej znovu ulozili jako SDS

Document (*.sds). Tim zajistite ukladani dat nahromadénych v pribéhu PCR.

8.6.1.6 Spusténi béhu PCR

Béh PCR spustte volbou Start v poloZzce nabidky Instrument nebo volbou pole Start v rezimu Instrument.

8.6.2 Programovani ABI PRISM 7700 SDS

K detekci CMV DNA vytvoite na pfistroji ABI PRISM 7700 SDS profil podle nasledujicich sedmi krokd (8.6.2.1 — 8.6.2.7).
Veskeré udaje se vztahuji k verzi softwaru ABI PRISM 7700 SDS 1.9.1. Podrobnosti o programovani ABI PRISM 7700 SDS si
prosim prostudujte v Uzivatelské pfiruéce k ABI PRISM 7700 SDS. Pro lepsi pfehled jsou potfebna nastaveni na obrazcich

zvyraznéna ¢ernymi ramecky.

8.6.2.1 Predvolena nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR

V systému ABI PRISM 7700 SDS vyberte v nabidce File polozku New Plate a naprogramujte pro novy dokument nasledujici
zéakladni nastaveni (viz Obr. 9). Nastaveni potvrdte (OK).

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

Plate Format:  [Standard Plate 3]

Run: Real Time $

T | o o

Obr. 9: Pfedvolena nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR (New Plate).
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8.6.2.2 Volba fluorescenéniho barviva a pfifazeni typu vzorku

Pomoci polozky Sample Type Setup (rezim Setup: Sample Type/Sample Type Setup) pfifadte dokumentu odpovidajici barviva
detektoru a odpovidajici typ vzorku. K prikazu CMV DNA a Interni kontroly pomoci sady artus CMV TM PCR je nutné definovat

reporter/quencher (reportér/zhasec) uvedené v nasledujici tabulce:

Prukaz Reporter (Reportér) ‘ Quencher
CMV DNA FAM none (zadny)
Interni kontrola (CMV TM IC) JOE none (zadny)

Pro méfeni CMV DNA pomoci sady artus CMV TM PCR vyberte podle tabulky barvivo reportéru FAM. To plati pro standardy
(STND), vzorky (UNKN) a pro beztemplatové kontroly (UNKN). K méfeni Interni kontroly (IPC+) definujte jako reportér JOE.
Jako quencher nastavte none. Pfifazeni barviv a typ vzorkd v okné Sample Type Setup (Nastaveni typu vzorku) je zobrazeno
na Obr. 10.

Sample Type Setup=——————

Acronym Name w Reporter
[Pc+ ] [internal Positive [ (voe =) =
[sTho ] [Standard | (Fam E) 1
|UNKN [Unknown |[ | (Fam = -
[onkn ] [No Template Control || | (Fam = | =
Reference E Quencher
ROX None $ 2

Obr. 10: Volba fluorescenénich barviv a pfifazeni typu vzorku (Sample Type Setup).

Prifazeni typu vzorku k odpovidajici funkci (Acronym) se provadi podle nasledujici tabulky:

Tvp vzorku Funkce Koncentrace Reporter Quencher
M (Acronym) (Quantity) (Reportér)
Vzorek UNKN - FAM none (zadny)
Beztemplatova | Nk - FAM none (zadny)
kontrola
viz 1.
standard STND . Obs FAM none (zadny)
ah

8.6.2.3 Prirazeni potfebnych informaci k pozicim desti¢ek

Pro pfifazeni detektorli a typu vzorkd k jednotlivym pozicim desticek zvolte odpovidajici pole. Pak oteviete v rezimu Setup
dialogové okno Dye Layer a pfifadte pfisluSny reporter. Aktivujete-li vyskakovaci nabidku Sample Type, tak v zobrazeném
seznamu znovu naleznete typy vzork( pfifazené reporteru v Sample Type Setup (viz Obr. 11). Vyberte vhodny typ vzorku (viz
tabulka v 8.6.2.2) a uréete pomoci Dye Layer a nabidky Sample Type pfifazeni ke zbyvajicim pozicim desti¢ky. V poli Sample
Name Ize kazdému vzorku pfifadit jméno. Pole definovana jako Replicate (zadani nazvu kontrolniho vzorku do kolonky

Replicate) zpriméruje software vzhledem k jejich kvantifikovanému mnozstvi puvodce a vypocita jejich standardni odchylku.

[Sample Type : LEELLIERICTIIL [Eompie Tvpe: [ STND - Standard D) II
. UNKN - Unknown X
1 o 2mPle Name: | NKN - No Template Control Gample Name : 051 1
Replicate:  3ample Type Setup... Replicate: |
tity: __MNotIn Use Quantity:|| 0p+04
Show Analysis  Dye Layer: | FAM B Show Analysis IDyeLzyer: FAM :I 2
2 | 3 | 5 I 27 i 4 5
Al 3
B

Obr. 11/12: Pfifazeni potfebnych informaci k pozicim desticek.
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Standardni kfivku vytvofte u kazdého béhu PCR pomoci vSech Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4)
dodavanych spolu s produktem, pficemz zadate odpovidajici koncentrace (viz 1. . Obsah; viz Obr. 12). To je vsak

mozné pouze tehdy, jestlize pozice obsazené standardy byly pfedem jako takové definovany pomoci nabidky Sample Type.

8.6.2.4 Vytvoreni teplotniho profilu
K zadani teplotniho profilu pfepnéte na nabidku Thermal Cycler Conditions (Podminky termocykléru) v rezimu Setup. Podle
Obr. 13 zadejte platny teplotni profil pro detekci CMV DNA. Zkontrolujte, zda je objem reakce nastaven na 50 pl. Pfedvolena

nastaveni ¢asti Ramp a Auto Increment zGstavaji nezménéna (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0,0 °C, 0,0 sekund).

-Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat
95.0 95.0
10:00] | |0:15 1

[«D]

A Uty Auto Increment | Sample Yolume Show Data Collection I
-
samanl | o S0 W 2

“ut Ramg T | I {1+ Seconds

Obr. 13: Vytvoreni teplotniho profilu.

Kromé toho se v nabidce Thermal Cycler Conditions nachéazi volba Show Data Collection. Vybérem této moznosti se dostanete
do okna zobrazeného na Obr. 14. Kazda teplota Ramp a Plateau je opatfena symbolem sbéru dat (Data Collection Icon), ktery
znazorfiuje pfijeti dat v tomto ur€itém okamziku béhu. Klepnutim odstrarite v8echny symboly az na symbol temperovaciho kroku
Annealing (Stage2/Step2), ¢imz vyloucite zbyte¢na fluorescenéni méfeni. Tak udrzite celkovou dobu béhu a mnozstvi dat co

nejnizsi.

Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat

D]

AUy Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp l

A Hold [ ouec S0 W
2t ke Tire . | | 0. Seconds

Ag Hop —
‘ T2

Obr. 14: Sbér dat (Data Collection).

8.6.2.5 Dulezita pfidavna nastaveni

K nastaveni doby osvitu (vybuzeni fluorescenéniho barviva) a také pro volbu soubori Pure Spectra a Background prejdéte
z reZimu Setup na rezim Analysis. V nabidce Instrument v podnabidce Diagnostics zvolte nyni aktivovanou polozku Advanced
Options (dalSi moznosti). Provedte nastaveni podle Obr. Obr. 15. Deaktivaci volitelné funkce Spectra Components (Analysis)

(komponenty spektra (analyza)) se pfi novém vyhodnocovani jiz analyzovanych béhu automaticky pouziji aktualni kalibraéni

16 Pfiru¢ka pro sadu artus CMV TM PCR 12/2014



data, ktera byla do souboru Spectra Components ulozena ve chvili vytvareni dat. Pro analyzu starSich béhi za pouziti nové
nacétenych Spectra Components aktivujte prosim obé tato pole. Dbejte na to, Zze pro béh PCR se sadou artus CMV TM PCR
musi byt ROX nastaven jako pasivni reference (Reference). Rovnomérné rozlozeni barviva ROX na v8echny reakéni smési
PCR jedné Sarze na zakladé promichani CMV TM Master zaruCuje rozpoznani a prepoc€itani variaci ,tube-to-tube“

(fluorescencni rozdily mezi riznymi reakénimi smésmi PCR) pomoci Sequence Detection Software (normalizace).

Upozornéni: Doba osvitu (Exposure Time) pfi pouziti 96jamkovych reakénich desticek pro optickda méfeni ve spojeni
s optickymi lepicimi foliemi (Optical Adhesive Covers) nebo optickymi reakénimi zkumavkami s plochymi vicky je deset

milisekund. Pouzivate-li optické zkumavky s vypouklymi vi¢ky, nastavte tento ¢asovy udaj na 25 milisekund.

Advanced Options

—Yiewer
1 isplay mse in Multicomponent Yiew
isplay best fit in Raw Spectra View

——Analysis: Spectra Components

2 l:l se background in "Spectra Components” folder
se pure spectra in "Spectra Components” folder
——Miscellaneous
et 7700 Exposure Time for Plates 4
3 se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint

Obr. 15: Dulezita pfidavna nastaveni (Advanced Options).

8.6.2.6 Ulozeni béhu PCR

Na tomto misté mulzete uvedena nastaveni (Setup) ulozit jako masku, abyste je pozdéji mohli pouzit ve zménéném nebo
nezménéném stavu. Proto uloZte tento soubor ve Stationary File Format. Pfed spusténim aktualné programovaného béhu PCR

pamatuijte na to, Ze jej musite znovu ulozit ve Normal File Format. Tim zajistite uloZzeni dat nahromadénych v pribéhu PCR.

8.6.2.7 Spusténi béhu PCR

Béh PCR spustte volbou Run v poloZce nabidky Instrument nebo polem Run v rezimu Analysis.

8.6.3 Programovani ABI PRISM 7900HT SDS

K detekci CMV DNA vytvoite na pfistroji ABI PRISM 7900HT SDS profil podle nasledujicich Sesti krok( (8.6.3.1 — 8.6.3.6).
Veskeré Udaje se vztahuji na verzi softwaru ABI PRISM 7900HT SDS 2.1. Podrobnosti o programovéani ABI PRISM 7900HT
SDS si prosim prostudujte v UZivatelské pfirucce k ABlI PRISM 7900HT SDS. Pro lepSi prehled jsou potfebna nastaveni na

obrazcich zvyraznéna Cernymi ramecky.

8.6.3.1 Predvolena nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR

V systému ABI PRISM 7900HT SDS vyberte v nabidce File polozku New a naprogramujte pro novy dokument nasledujici
zakladni nastaveni (viz Obr. 16). Dfive uloZzena $ablona (ABI PRISM SDS Template Document [*.sdt]) je k dispozici v seznamu

Template nebo pomoci funkce Browse (prochéazet; viz 8.6.3.5 Ulozeni béhu PCR). Nastaveni potvrdte (OK).

Upozornéni: Sadu artus CMV TM PCR nelze pouzit ve spojeni s formatem desticek s 384 jamkami systému ABI PRISM
7900HT SDS.
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Assay: IAbSOIuIe Quantification (Standard Curve)

Container: |96 Wells Clear Plate

Template: IBIank Template

Browse... |

Barcode: I

2
o Bl

Obr. 16: Pfedvolena nastaveni pfi vytvareni nového béhu PCR (New Document).

8.6.3.2 Vytvoreni/volba detektord

V nabidce Tools v podnabidce Detector Manager (pfipadné vybérem funkce Add Detector (Pridat detektor) v rezimu Setup),
pfifadte souboru odpovidajici barviva detektoru. K prikazu CMV DNA a Interni kontroly pomoci sady artus CMV TM PCR je
nutné definovat reporter/quencher (reportér/zhasec) uvedené v nasledujici tabulce:

Prakaz Reporter (Reportér) Quencher
CMV DNA FAM Nefluorescenéni
Interni kontrola (CMV TM IC) VIC Nefluorescenéni

Tyto detektory vytvorite tak, Ze v polozce Detector Manager vyberete vlevo dole lokalizovanou moznost New.

Nare: [atuscwy Neme: [atus CMVIC
Descrigon: [ artus CMVTMPCR It Descrption: | artus CMVTMPCR It
--1
Reporter: [FAM | Repoter. iC 7]
Guencher: [Non Fluorescent =] Guencher: [Non Fluorescent ]
coor: I color: [

e

TR

] ?

Obr. 18: Vytvoreni detektoru specifického
pro IC (Detector Manager).

2
Alﬁ

Obr. 17: Vytvoreni detektoru specifického
pro CMV (Detector Manager).

V okné, které se zobrazi, definujte pro prikaz CMV DNA kombinaci reporter/quencher (reportér/zhase¢) FAM/Nefluorescencéni,
pro prikaz Interni kontroly zvolte kombinaci VIC/Nefluorescencni (jak ukazuje Obr. 17 a Obr. 18). Potvrzenim tdaju (OK) se
vratite zpét do Detector Manager. Pravé vytvofené detektory oznacéte a kazdy vybér klepnutim na volbu Copy to Plate

Document (Zkopirovat do dokumentu k desti¢ce) pfeneste do rezimu Setup (viz Obr. 19). Zavfete okno (Done).

Detector Manager x|

.

Name I Reporter I Quencher Color I
prtus CMV FaM Non Fluorescent

prtus CMV IC VIC Non Fluorescent

Modification Date

I Copy To Plate Document F— 2

New... efl | ave As | Import... ] E £ |

Obr. 19: Vybér detektorli (Detector Manager).
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8.6.3.3 Prirazeni potiebnych informaci k pozicim desticek

Po zavfeni okna Detector Manager (Done) detektory zvolené podle pokynd v kapitole 8.6.3.2 naleznete sefazené v tabulce
Vv rezimu Setup (viz Obr. 20).

Setup | Instrument |

well(s): B2 [
Sample Nems:l S1
Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color
X | artus CMV | FAM |Standard I~ | 1E4) I
x| swsawic | e o 4
Standard
INTC
Add Detector... i)
Passive Reference: |ROX v | | 2
[ Omit well(s)

Obr. 20: Pfifazeni potfebnych informaci k pozicim desticek.

Oznacéte pozice desticek, které jsou vyhrazené pro prikaz CMV DNA. Aktivujte volbu Use u obou detektort, ¢imz vybrané
detektory pfifadite k oznac¢enym pozicim. Objevi se kfizek. Pro pojmenovani jednotlivych reakénich smési zvolte odpovidajici
pozici na destiCce a zadejte nazev do polozky Sample Name. Pfitom pamatujte na to, ze smési se stejnym Sample Name a
stejnym pfifazenim detektor( bude software povazovat za replikaty a zprimeéruje je s ohledem na jejich kvantifikované mnozstvi

puvodce. Pak vyberte pro kazdy typ vzorku odpovidajici funkci (Task) podle nasledujici tabulky:

Funkce Koncentrace Reporter

Typ vzorku (Task) (Quantity) (Reportér) Quencher

Unknown .
Vzorek (Neznama) - FAM Nefluorescenéni
Beztemplatova NTC - FAM Nefluorescenéni
kontrola

viz 1.
standard standard . Obs FAM Nefluorescenéni
ah

Standardni kfivku vytvofte u kazdého béhu PCR pomoci vSech Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4)
dodavanych spolu s produktem, pfi¢emz zadate odpovidajici koncentrace (viz 1. . Obsah). Dbejte na to, Ze pro béh
PCR se sadou artus CMV TM PCR musi byt ROX nastaven jako pasivni reference (Passive Reference). Rovnhomeérné rozlozeni
barviva ROX na vSechny smési PCR jedné Sarze na zakladé promichani CMV TM Master zaru€uje rozpoznani a prepocitani

variaci ,tube-to-tube* (fluorescenéni rozdily mezi rliznymi smésmi PCR) pomoci Sequence Detection Software (normalizace).

8.6.3.4 Vytvoreni teplotniho profilu

K zadani teplotniho profilu pfepnéte software zrezimu Setup do rezimu Instrument. Podle Obr. 21 zadejte pro detekci
CMV DNA platny teplotni profil. Zkontrolujte, zda je objem reakce nastaven na 50 pl. Volba 9600 Emulation by méla byt
aktivovana, predvolena nastaveni ¢asu Ramp Time a Auto Increment zUstavaji nezménéna (Ramp Time: 0:00, Auto Increment:
0,0 °C, 0,0 sekund).
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Setup Instrument I

1 Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile I Auto Incremert | Ramp Rate | Data Collection |
Stage 1 Stage 2
Repeats [45
95.0 95.0
10:00 0:15
55.0
1:00
Add Cycle | Add Howd | Add Step Delete Step | sample Volume (uL): [50 2

Add Dissociation Stage
D [Feet-3

Obr. 21: Vytvoreni teplotniho profilu.

Kromé toho se v rezimu Instrument nachazi volba Data Collection. Vybérem této moznosti se dostanete do okna zobrazeného
na Obr. 22. Kazda teplota Ramp a Plateau je opatfena jednim symbolem sbéru dat (Data Collection Icon), ktery znazorfiuje
pfijeti dat vtomto urcitém okamziku béhu. Odstrafite vSechny symboly az na symbol temperovaciho kroku Annealing

(Stage2/Step?2), ¢imz vylougite zbyte¢na fluorescenéni méfeni. Tak udrzite celkovou dobu béhu a mnozstvi dat co nejnizsi.

Setup Instnmer(l

9

Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto Increment | Ramp Rate Data Collection |
Stage 1 Stage 2
Repeats [45
850 950
550
]
Add SXep | Delete Step I Sample Volume (pL): |50

[V 9600 Emulation

Obr. 22: Sbér dat (Data Collection).

8.6.3.5 Ulozeni béhu PCR

Na tomto misté mulzete uvedend nastaveni (Setup) ulozit jako masku, abyste je pozdéji mohli pouzit ve zménéném nebo
nezménéném stavu. Ulozite-li nastaveni jako ABI PRISM SDS Template Document (*.sdt) v adresafi Template Directory
([D:]\Program Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates, zavedeném Applied Biosystems), mdzete tento soubor zvolit pfimo
ze seznamu Template (Sablona) v okn& New Document (Novy dokument). Pfedlohy uloZené v jinych adresafich musi byt
otevieny pomoci funkce Browse. Pfed spusténim aktuainiho béhu PCR dbejte prosim na to, abyste jej znovu uloZili jako
ABI PRISM SDS Document (*.sds). Tim zajistite ukladani dat nahromadénych v pribéhu PCR.

8.6.3.6 Spusténi béhu PCR

Béh PCR spustte volbou Start v poloZce nabidky Instrument.
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9. Analyza dat

PFi uvedeni pristroje do provozu je bezpodminecné nutna jsouci platna kalibrace barviv (Pure Spectra Component File) a

pozadi (Background Component File). Tyto kalibracni soubory slouzi nasledujicim zplisobem pro pfesny vypocet vysledki:

Veskeré pristrojem podminéné ruSivé signaly, které ovliviiuji méfeni, jsou eliminovany programem Sequence Detection

Software pfistroji ABI PRISM Sequence Detection Systems za pomoci Background Component File.

Navic se u vicebarevnych analyz vyskytuji mezi emisnimi spektry jednotlivych fluorescenénich barviv interference. Software
ABI PRISM SDS kompenzuje tyto interference pfepocitanim pomoci spektralnich dat jednotlivych barviv ulozenych v Pure
Spectra Component File. Pfifazeni fluorescenénich dat shromazdénych v prdbéhu PCR v celém méfitelném spektru k
naprogramovanym detektorim provadi software také pomoci souboru Pure Spectra Component. Nasledné se zjisténa
fluorescenéni data jednotlivych barviv vydéli hodnotou signalu pasivni reference (ROX) pro pfepocitani variaci ,tube-to-tube*
(fluorescencni rozdily mezi riznymi reakénimi smésmi PCR). Timto zplisobem normalizované signaly Ize vyhodnotit pomoci

Amplification Plot.

Kalibraéni soubory pouzité pfi vyhodnoceni béhu PCR jsou automaticky zajiStény pfi ukladani dat. Pokud nejsou instalovany

zadné kalibra¢ni soubory, vytvorte tyto soubory podle pokynu v UZivatelské priru¢ce /| Manualu k ABI PRISM SDS.

Pokud do béhu PCR integrujete vice nez jeden systém artus TM PCR (dbejte na teplotni profil), analyzujte tyto testovaci
systémy oddélené. Vzorky s totoznym oznacenim (Sample Name) a pfifazenim detektoru identifikuje ABI PRISM 7000 a

7900HT SDS Software automaticky jako replikaty a zprdméruje je s ohledem na kvantifikované mnozstvi plivodce.

PFi analyze kvantitativnich béht se drzte pokynG uvedenych v kapitole 8.4 Kvantifikace a v dokumentu Technical Note for

guantitation on the ABI PRISM 7000 SDS, ktery je k dispozici na strankach www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Pokud jste do béhu PCR integrovali vice nez jeden systém artus pro detekci herpetickych virG, analyzu téchto
odliSnych systémil pomoci odpovidajicich Kvantifikacnich standardiu provedte oddélené. Obdobné zvolte pozice

vzorkl uréenych k analyze.
Mohou se objevit nasledujici vysledky:

1. Je detekovan fluorescenéni signal FAM.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje CMV DNA.

V tomto pfipadé je detekce fluorescenéniho signalu VIC/JOE (Interni kontrola) podruznd, protoZze vysoké vychozi koncentrace CMV DNA
(pozitivni fluorescenéni signal FAM) mohou vést k redukovanému az chybé&jicimu fluorescenénimu signalu Interni kontroly (kompetice).

2. Neni detekovan zadny fluorescenéni signal FAM. Soucasné se objevuje z Interni kontroly fluorescenéni signal VIC/JOE.
Ve vzorku neni prokazatelna zadna CMV DNA. Lze jej proto povazovat za negativni.
Pfi negativni CMV PCR vylucuje detekovany signal Interni kontroly moznost inhibice PCR.
3. Neni detekovan ani fluorescenéni signal FAM, ani fluorescenéni signal VIC/JOE.
Neni mozné uéinit diagnosticky zavér.
Pokyny tykajici se pfi€in chyb a jejich FeSeni najdete v kapitole 10. . Odstranovani poruch.

Pfiklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrazcich 23/24 (ABIPRISM 7000 SDS), 25/26
(ABI PRISM 7700 SDS) a 27/28 (AB| PRISM 7900HT SDS).
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Obr. 23: Priikaz Kvantifikacnich standard (CMV LC/IRG/TM QS 1-4) detekci fluorescenéniho signalu FAM (ABI PRISM 7000
SDS). NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Obr. 24: Priikaz Interni kontroly (IC) detekci fluorescenéniho signalu VIC (ABI PRISM 7000 SDS) pfi souasné amplifikaci
Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Obr. 25: Priikaz Kvantifikacnich standardi (CMV LC/IRG/TM QS 1-4) detekci fluorescenéniho signalu FAM (ABI PRISM 7700
SDS). NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

e
22 PFirucka pro sadu artus CMV TM PCR  12/2014



2.000

E=|
%

as
b

1.600 N
1.400 3

g 1.000 3
0.800 N
0.600 -
0.400
0.200 v
0.000
-0.200

0 2 4 6 8 101214 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycle

Obr. 26: Priikaz Interni kontroly (IC) detekci fluorescenéniho signalu JOE (ABI PRISM 7700 SDS) pfi soucasné amplifikaci
Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

NTC

Obr. 27: Prikaz Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4) detekci fluorescenéniho signalu FAM (ABI PRISM
7900HT SDS). NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

7000 &1

20061

Obr. 28: Priikaz Interni kontroly (IC) detekci fluorescenéniho signalu VIC (ABI PRISM 7900HT SDS) pfi sou¢asné amplifikaci
Kvantifikacnich standardi (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

10. Odstranovani poruch

Zadny fluorescenéni signal FAM pfi pozitivnich kontrolach (CMV LC/RG/TM QS 1-4):

* Volba barviva detektoru pfi analyze dat PCR neodpovida protokolu.
S
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- Kanalyze dat zvolte barvivo detektoru FAM pro analytickou CMV PCR a barvivo detektoru VIC/JOE pro PCR Interni
kontroly.

* Nastaveni uvedena v poloZzce Options k vyhodnoceni ziskanych dat (Extension Phase Data Extraction) se neshoduji
s nastavenimi Data Collection (pro ABI PRISM 7700 SDS viz 8.6.2.4 Vytvoreni teplotniho profilu, pro ABI PRISM 7900HT
SDS viz 8.6.3.4 Vytvoreni teplotniho profilu).
= Analyzujte béh PCR s opravenym nastavenim a zopakuijte vyhodnoceni (Analysis).

* Naprogramovani teplotniho profilu ABI PRISM Sequence Detection Systems je chybné.

- Porovnejte teplotni profil s Gdaji protokolu (viz 8.6 Programovani ABI PRISM SDS).
* PCR reakce byla chybné sestavena.
- Porovnejte svij pracovni postup s pipetovacim schématem (viz 8.5 Priprava PCR), pfipadné PCR zopakuijte.
¢ Podminky uchovavani jednoho nebo vice komponentd sady neodpovidaji pokyndm uvedenym v kapitole 2.
. kladovani nebo je sada artus CMV TM PCR prosla.
- Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek soupravy) a pouzijte popf.

Nnovou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signal Interni kontroly negativniho vzorku plazmy zpracovaného pfi izolaci (sada QlAamp DSP
Virus) (fluorescencni signal VIC/JOE; odchylka vétsi nez Ct =27 + 3; prahova hodnota ABIPRISM 7000: 0,1, pro
ABI PRISM 7700 a 7900HT SDS: 0,2) pfi sou¢asné nepritomnosti fluorescencniho signalu FAM u specifické CMV PCR:
¢ Podminky PCR neodpovidaji protokolu.

- Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a popf. PCR zopakujte s opravenym nastavenim.
* Doslo k inhibici PCR.

- Ujistéte se, Ze pouzivate doporuceny postup izolace (viz 8.2 Izolace DNA) a drzte se presné predpist vyrobce.

- Presvédcte se, ze byla b&hem izolace DNA pred eluci provedena doporu¢ena dodatecna centrifugace, aby byly
odstranény veskeré zbytky etanolu (viz 8.2 I1zolace DNA).

e Béhem izolace doslo k Ubytku DNA.

- Pokud byla k izolaci pfidana Interni kontrola, nepfitomnost signalu Interni kontroly mize znamenat Ubytek DNA béhem
izolace. Ujistéte se, Ze pouzivate doporuc¢enou izolaéni metodu (viz 8.2 Izolace DNA), a drzte se pfesné pokynl
vyrobce.

e Podminky uchovavani jednoho nebo vice komponentd sady neodpovidaji pokynim uvedenym v kapitole 2.
. kladovani nebo je sada artus CMV TM PCR prosla.
- Zkontrolujte jak podminky uchovavani, tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek sady) a pouzijte popf. sadu novou.

Fluorescencni signal FAM analytické PCR pfi negativnich kontrolach:
* Béhem pripravy PCR doslo ke kontaminaci.
- Zopakujte PCR v replikatech s novymi reagenciemi.
- Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po vlozeni zkoumaného vzorku.
= Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako posledni.
-> Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné dekontaminovany.
* Béhem izolace dodlo ke kontaminaci.
- Zopakuijte izolaci a PCR zkoumanych vzorkl za uziti novych reagencii.

- Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné dekontaminovany.

Mate-li dalSi otazky nebo problémy, kontaktujte prosim nasSe Technické sluzby.

11. Specifikace

11.1 Analytickéa senzitivita

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

koncentrace, bez klinickych vzorkll a nezavisle na zvolené metodé izolace.
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Pro uréeni analytické senzitivity sady artus CMV TM PCR byla vytvofena fada fedéni genomové CMV DNA od 10 do
nominalné 0,00316 kopie CMV/ul. Ta byla nasledné analyzovana za pouziti sady artus CMV TM PCR na pfistroji ABI PRISM
7000, 7700 a 7900HT Sequence Detection System. Experimenty byly pro kazdy pfistroj provedeny ve tfech riiznych dnech
formou osminasobnych uréeni. Vysledky byly zji§tény probitovou analyzou.

Limit detekce (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,20 kopie/pl
ABI PRISM 7700 SDS 0,20 kopie/pl
ABI PRISM 7900HT SDS 0,17 kopie/ul

To znamena, Ze je s 95% pravdépodobnosti detekovano 0,20 kopie/pl (ABI PRISM 7000 SDS), 0,20 kopie/ul (ABI PRISM 7700
SDS) a 0,17 kopie/pl (ABI PRISM 7900HT SDS).

Analyticka senzitivita s ohledem na izolaci (sada QlAamp DSP Virus) sady artus CMV TM PCR byla uréena fadou fedéni
z materialu viru CMV od 1 000 do nominalné 0,316 kopie CMV/ml v klinickych vzorcich plazmy. Tyto vzorky byly podrobeny
izolaci DNA pomoci QlAamp DSP Virus Kit (extrakéni objem: 0,5 ml, eluéni objem: 70 pl). Jednotlivé faze fedéni z celkovych
osmi byly analyzovany ve tfech rlznych dnech formou osminasobnych uréeni za uziti sady artus CMV TM PCR na pfistroji
ABI PRISM 7000, 7700 a 7900HT SDS. Vysledky byly zjistény probitovou analyzou a jsou uvedeny v nasleduijici tabulce:

Limit detekce (p = 0,05) s ohledem na izolaci

ABI PRISM 7000 SDS 64,2 kopie/ml
ABI PRISM 7700 SDS 100,5 kopie/ml
ABI PRISM 7900HT SDS 53,5 kopie/ml

Grafické zobrazeni pro systém ABI PRISM 7000 SDS ukazuje Obr. 29. Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci sady
artus CMV TM PCR je 64,2 kopie/ml (p = 0,05). To znamena, Ze bude s 95 % pravdépodobnosti detekovano 64,2 kopie/ml.

Probitovéa analyza: Cytomegalovirus (ABI PRISM 7000 SDS)

1.80739 2 64.2 copies/ml (95%)

proportions

0 1 2 3
log (dose)

Obr. 29: Analytickd senzitivita s ohledem na izolaci (sada QlAamp DSP Virus) sady artus CMV TM PCR (ABI PRISM 7000
SDS).

11.2 Specificita

Specificita sady artus CMV TM PCR je v prvni fadé zaru€ena vybérem primer( a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich
podminek. Primery a sondy byly na zakladé sekvenéni analyzy pfezkouSeny na eventualni homologie se vSemi sekvencemi

publikovanymi v genovych bankach. Tim byla zajiSténa detekovatelnost vSech relevantnich kmend.

Specificita byla navic validovana pomoci 100 riznych CMV negativnich vzork( plazmy, které spolu s CMV specifickymi primery

a sondami obsazenymi ve smési CMV TM Master negenerovaly zadny signal.

K uréeni specificity sady artus CMV TM PCR byla kontrolni skupina uvedena v nasleduijici tabulce (viz Tabulka 1) testovana na

kfizovou reaktivitu. Zadny z testovanych plvodcl nebyl reaktivni. Pfi smiSenych infekcich se nevyskytly Zadné kfizové

reaktivity.
S
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Tabulka 1: Testovani specificity diagnostické sady pomoci potencialné k¥izové reaktivnich patogenu.

Kontrolni skupina ‘ CMv Interni kontrola
(FAM) (VIC)
Lidsky herpesvirus 1 (Herpes simplex virus 1) - +
Lidsky herpesvirus 2 (Herpes simplex virus 2) - +
Lidsky herpesvirus 3 (Varicella zoster virus) - +
Lidsky herpesvirus 4 (virus Epsteina a _ +
Barrové)
Lidsky herpesvirus 6A - +
Lidsky herpesvirus 6B - +
Lidsky herpesvirus 7 - +
Lidsky herpesvirus 8 (herpesvirus asociovany _ +
s Kaposiho sarkomem)
Virus hepatitidy A - +
Virus hepatitidy B - +
Virus hepatitidy C - +
Virus lidské imunodeficience 1 - +
Lidsky virus leukémie T-bunék 1 - +
Lidsky virus leukémie T-bunék 2 - +
Virus zapadonilské horecky - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +

11.3 Presnost

Udaje o presnosti sady artus CMV TM PCR, které byly ziskany s vyuZitim ABI PRISM 7000 SDS, umozfiuji uréit celkovou
variabilitu testovaciho systému. Tato celkova variabilita se sklada z intraassay variability (variabilita vysledka vzorkl stejné
koncentrace vramci jednoho pokusu), zinterassay variability (variabilita vysledkd rozboru generovanych na rdznych
pfistrojich stejného typu a provedenych rGznymi osobami v jedné laboratofi) a z interbatch variability (variabilita vysledkd
rozboru za uziti rGznych $arzi). Pfitom byla vzdy vypocitana standardni odchylka, variance a koeficient variace jak pro

specifickou PCR plvodce, tak i pro PCR Interni kontroly.

(QS 4; 10 kopii/ul). Experimenty byly provedeny v osmi replikatech. Udaje o presnosti byly vypogitany na zakladé Ct hodnot
amplifikaénich kfivek (Ct: prahovy cyklus (threshold cycle), viz Tabulka 2). Pomoci odpovidajicich Ct hodnot byly navic uréeny
Udaje o presnosti pro kvantitativni vysledky v kopiich/ul (viz Tabulka 3). Na zakladé téchto vysledku cini celkovy statisticky
rozptyl libovolného vzorku uvedené koncentrace 1,06 % (Ct), resp. 12,93 % (konc.), pro prikaz Interni kontroly 1,14 % (Ct).
Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu v§ech dil€ich hodnot zjis§ténych variabilit.

Tabulka 2: Udaje o pfesnosti na zakladé hodnot Ct.

Koeficient

Smérodatna
variace [%]

odchylka Variance ‘

Variabilita ~ vramci  jednoho
pokusu: 0,10 0,01 0,33
CMV LC/RG/TM QS 4

Variabilita ~ vramci  jednoho
pokusu: 0,12 0,01 0,50
Interni kontrola

Variabilita mezi riiznymi pokusy:

0,21 0,04 0,67
CMV LC/RG/TM QS 4
Varlatflllta mezi rGznymi pokusy: 0.30 0,09 1.23
Interni kontrola
Variabilita mezi riznymi
Sarzemi: 0,32 0,10 1,01
CMV LC/RG/TM QS 4
Variabilita mezi rdznymi
Sarzemi: 0,26 0,07 1,05

Interni kontrola

S, ... e .. . . . . = .. ..
26 Pfiru¢ka pro sadu artus CMV TM PCR 12/2014



Celkova variabilita:
CMV LC/RG/TM QS 4
Celkova variabilita:
Interni kontrola

0,33 0,11 1,06

0,28 0,08 1,14

Tabulka 3: Udaje o pfesnosti na zakladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Smérodatna Variance Koeficient
odchylka variace [%]

Variabilita vréamci jednoho

pokusu: 0,72 0,52 7,20
CMV LC/RG/TM QS 4

Variabilita mezi riznymi

pokusy: 1,25 1,57 12,45
CMV LC/RG/TM QS 4

Variabilita mezi riznymi

Sarzemi: 1,53 2,33 15,10

CMV LC/RG/TM QS 4

Celkova variabilita:
CMV LC/RG/TM QS 4

1,30 1,70 12,93

11.4 Robustnost

PFfezkousSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Eetnosti chyb sady artus CMV TM PCR. 100 CMV negativnich vzorkd
plazmy bylo smiseno s DNA viru CMV na kone¢nou koncentraci 170 kopii/ul (pfiblizné trojnasobna koncentrace analytického
limitu senzitivity). Po izolaci pomoci sady QlAamp DSP Virus (viz 8.2 1zolace DNA) byly tyto vzorky analyzovany s vyuzitim
sady artus CMV TM PCR. Cetnost chyb pro CMV ¢&inila u v8ech vzorkd 0 %. Robustnost Interni kontroly byla dodate¢né

pfezkousena izolaci a analyzou 100 CMV negativnich vzork( plazmy. Robustnost sady artus CMV TM PCR ¢ini tedy > 99 %.

11.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za uéelem pravidelného hodnoceni vykonnosti sady artus CMV TM PCR Kit a
vykonnostniho srovnani s ostatnimi produkty. Tyto udaje jsou ziskavany na zakladé uUc€asti v uznavanych programech pro

vykonnostni hodnoceni.

11.6 Diagnostické hodnoceni

Sada artus CMV TM PCR byla hodnocena v jedné studii. Pfi srovnani sady artus CMV TM PCR se sadou COBAS®
AMPLICOR® CMV MONITOR® Test bylo retrospektivné a prospektivné analyzovano 154 klinickych vzorkt EDTA plazmy.
VSechny vzorky byly predbézné v ramci rutinni diagnostiky testovany s pozitivnim, resp. negativnhim nalezem pomoci sady
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR.

Vzorky uréené pro testovani sady artus CMV TM PCR byly po pfidani Interni kontroly (sou¢ast sady artus CMV TM PCR)
izolovany pomoci sady QlAamp DSP Virus. Nasledné byla provedena jejich analyza s vyuzitim systému ABI PRISM 7000 SDS.
Vzorky uréené pro sadu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test byly izolovany a testovany podle pokyn( vyrobce uvedenych
v pfibalovych informacich.

V8ech 11 vzorkd, jejichz analyza s vyuzitim sady COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test byla pozitivni, vySlo pozitivnich i pfi
testu pomoci sady artus CMV TM PCR. Celkem 125 vzork(l bylo negativnich jak s vyuzitim sady COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR, tak artus CMV TM PCR. 18 vysledk( se neshodovalo. Vysledky jsou zndzornény v Tabulka 4.

Tabulka 4: Vysledky srovnavaci validaéni studie.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Celkem
sada artus + 11 18 29
CMV TM PCR _ 0 125 125
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Pouzijeme-li vysledky sady COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test jako referenci, diagnosticka senzitivita vSech vzorkd sady
artus CMV TM PCR ¢ini 100 % a diagnosticka specificita 87,4 %.

Dalsi analyza 18 diskrepantnich vzorkd potvrdila vysledky sady artus PCR. Lze tudiz predpokladat, Ze diskrepance je

podminéna vys$si senzitivitou sady artus CMV TM PCR.

12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

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

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

¢ Presné dodrzovani protokolu je bezpodminec¢né nutné k dosazeni optimalnich vysledk PCR.

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

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

ucinnost testu jsou pravidelné kontrolovany.

13. Bezpecénostni informace

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

kompaktnim formatu PDF na strankach www.giagen.com/safety, kde mlzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro kazdou sadu

QIAGEN?® a pro kazdou komponentu téchto sad.
Odpad ze vzorkl a rozbort likvidujte podle mistnich bezpeénostnich predpisu.

14.Kontrola kvality

V souladu se systémem komplexniho managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN byla kazda Sarze sady artus CMV TM PCR

testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena jednotna kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symbolu

8 Pouzijte do

LOT

Cislo sarze

Vyrobce

Katalogové ¢islo

A Cislo materialu
Pfirucka

Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro
diagnostiku

Obsahuje
[Num]

Pocet

GTIN Mezinarodni &islo obchodni polozky GTIN

; <N> Obsahuje reagencie dostacujici pro <N> testl

/ﬂ/- Teplotni rozmezi

Dal$i informace viz navod k pouziti
Qs Kvantifikaéni standard

iIC Interni kontrola

Mg-Sol  Roztok hosiku

Pfiru¢ka pro sadu artus CMV TM PCR 12/2014 29



Sada artus CMV TM PCR
Ochranné znamky a odmitnuti odpovédnosti

QIAGEN®, QlAamg@, artus® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applera Corporation); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics GmbH); FAM™, GeneAmp®,
JOE™, MicroAmp®, ROX™, VIC® (Life Technologies).

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

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

Omezena licenéni smlouva
Pouziti tohoto vyrobku znamena, Ze jakykoliv kupujici ¢i uZivatel sady artus CMV TM PCR souhlasi s nasledujicimi podminkami:

1. Sada artus CMV TM PCR muze byt pouzita vyluéné v souladu s Priruckou pro sadu artus CMV TM PCR a smi se pouzivat pouze
s komponenty obsazenymi v sadé. Spole¢nost QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouziti
nebo k za¢lenéni pfiloZzenych komponent sady s komponentami, které nejsou v této sadé zahrnuty, s vyjimkou pfipad(l uvedenych v Pfiruéce
pro sadu artus CMV TM PCR a v dodate¢nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

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

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

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

5. Kupujici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét zadné kroky, které by mohly vést nebo by usnadnily jakékoliv shora
zakazané ¢innosti. QIAGEN mlze zékazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a vyzadovat uhradu vSech vySetfovacich a soudnich
poplatku, v€. poplatkli za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto Omezeného licen¢niho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dusevniho

vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

© 2007-2014 QIAGEN, viechna préva vyhrazena.



www.qgiagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066
Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11
Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

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

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325
Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942
Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400
Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

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

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

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

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

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436
The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602
Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368
Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

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

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

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

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