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Qiagen Sample and Assay Technologies
QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy
vzorkU a analyz, které umoznuji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv
biologického vzorku. Nase pokro¢ilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby
Vém zajisti spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy pro:

M v purifikaci DNA, RNA a proteinl

B v analyzéch nukleovych kyselin a protein

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkd a jejich analyz.

Nasi misi je umoznit Vdm dosdhnout vynikaijicich vysledkl a technickych
Uspéchl. Vice informaci naleznete na www.qgiagen.com.
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artus HSV-1/2 LC PCR Kit

Pro pouziti s pfistrojem LightCycler.

1. Obsah
Oznaéeni Kat. &s. 4500063 Kat. &s. 4500065
a obsah 24 reakci 96 reakci
VPR HSV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
x A HSV1 LC/RG/TM QS 1°
Cervend 1 x 10 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
X . HSV1 LC/RG/TM QS 2”
Cervenéd 1x 10° cop/l 1 x 200 ul 1 x 200 ul
X . HSV1 LC/RG/TM QS 3*
Cervend 1 x 10 cop/l 1 x 200 ul 1 x 200 ul
x M HSV1 LC/RG/TM QS 4
Cervend 1x 10" cop/l 1 x 200 ul 1 x 200 ul
X . HSV2 LC/RG/TM QS 17
Cervend 1 x 10 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
x B HSV2 LC/RG/TM QS 2°
Cervend 1 x ]/03 c/op/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
x B HSV2 LC/RG/TM QS 3°
Cervend 1% ]/02 c/op/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
x A HSV2 LC/RG/TM QS 4”
Cervend 1% 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
| HSV LC IC" 1x 1000 4l 2 x 1000 l
Bil& Water (PCR grade) 1 x 1000 ul 1 x 1000 ul

" Qs = Kvantifika¢ni standard
IC = Interni kontrola

2. Skladovani

Komponenty artus HSV-1/2 LC PCR Kit se skladuji pfi =30 °C az =15 °C
maiji trvanlivost do data uvedeného na stitku. Zabrarite opakovanému
rozmrazeni a zmrazeni (> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi
nepravidelném pouzivani by proto mély byt reagencie alikvotovdany. V
pfipadé, Ze je nutné komponenty skladovat pfi teploté +4°C, skladuijte je
takto maximdélné po dobu péti hodin.
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3. Dalsi potiebné vybaveni

. Laboratorni, rukavice bez pudru

. DNA-izolaéni souprava (viz 8.1 Izolace DNA)

. Pipety (nastavitelné)

. Sterilni pipetovaci $pi¢ky s filtrem

. Vortex mixer

. Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

. Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat. &. 2 158 850) pro
vytvofeni souboru Crosstalk Color Compensation

. LightCycler kapiléry (20 ul)
. LightCycler Cooling Block
. LightCycler pfistroj

. LightCycler Capping Tool

4. Vseobecnd preventivni opatieni

UzZivatel by mél dbdt na ndsleduijici:

. Pouzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.

. Skladuite, izolujte a pfidévejte pozitivni materiél (vzorky, kontroly,
amplifikaty) do reakce na jiném misté neZ ostatni reagencie.

. Vsechny komponenty pfed pocétkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.

. Nésledné komponenty fédné promichejte a krdtce centrifuguite.

. Pracujte plynule na ledu nebo v LightCycler Cooling Block.

5. Informace o puvodcich

Herpes simplex virus (HSV) se nachdzi v tekutiné puchyfku, ve slinédch a
vagindlnim sekretu. Pfendsi se pfimym kontaktem s postizenymi misty,
pohlavnim stykem a perinatdlné. U velké &asti onemocnéni vyvolanych HSV
dominuje tvorba puchyrkd na kdzi a sliznicich (Usta a genitdlie).
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Infekce HSV se muze vyskytovat jako primdrni infekce, kterd u vice nez 90 %
pfipadul probihd asymptomaticky, pfipadné jako recidiva. Mezi primérni
infekce zpUsobené zvl&s§té HSV-1 patfi gingivostomatitida, ekzema herpeticum,
keratokonjunktivitida a encefalitida. HSV-2 se vyskytuje v rdmci primdrni
infekce pfedevsim jako vulvovaginitida, meningitida a joko generalizovany
herpes novorozencl. PFi recidivé infekce HSV dochdzi pfedevsim k tvorbé
puchyfkl v nazolabidlni a genitéini oblasti. Recidivy keratokonjunktivitidy a
meningitidy se klasifikuji joko vice nebezpeéné.

6. Princip PCR s hodnocenim v redlném case

PFi diagnostikovdni pomoci polymerdzové fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu plivodce. Detekce probihd pFi PCR v
redlném case pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla
vdzand na oligonukleotidové sondy, které se specificky vdzou na PCR
amplifikét. Detekce intenzity fluorescence v prib&hu PCR v redlném ¢&ase
umozhuje prikaz a kvantifikaci produktl, aniz by bylo nutné po PCR
znovu otevirat testovaci kapildry (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

artus HSV-1/2 LC PCR Kit je systém k pfimému pouziti pro prukaz a
rozliSeni DNA herpes simplex viru 1 a 2 pomoci polymerdzové fetézové
reakce (PCR) a ndsledné kfivky tani v pfistroji LightCycler. HSV LC Master
obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci 148 bp
dlouhého Useku genomu herpes simplex viru a také pro bezprostfedni
detekci amplifikétu ve fluorimetrickém kandlu F2 pfistroje LightCycler.
Kromé toho obsahuje artus HSV-1/2 LC PCR Kit druhy heterologni
amplifikaéni systém pro prlikaz potencidlni PCR inhibice. Tento systém je
detekovan jako InternY kontrola (IC) ve fluorimetrickém kandlu F3. Limit
detekce analytické HSV PCR (viz 11.1 Analytickd senzitivita) pfitom neni
negativné ovlivnén. Pro uréeni subtypl pouzivd systém specifickou teplotu
tani sond, kterd v prlbéhu kFivky tani vytvafi ve fluorimetrickém kanélu F2
signdl. Pro HSV-1 u 69°C, pro HSV- 2 u 66°C. V zdvislosti na rozdilnych
extrakénich podminkdéch a z nich vyplyvaijicich vlastnosti pufru maze dojit
ke kolisani teplot o 1 - 2°C, které se vak stejnou mérou vztahuje na oba
amplikony HSV-1 a HSV-2. Spolu s produktem se doddévaii externi
pozitivni kontroly (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 -
4), s jejichz pomoci lze uréit mnoZstvi pUvodce ve vzorku. Prostuduijte si
prosim oddil 8.3 Kvantifikace.
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Upozornéni: Teplotni profil pro detekci DNA herpes simplex viru pomoci
artus HSV-1/2 LC PCR Kit odpovidé teplotnim profilim souprav artus EBY
LC PCR Kit, artus VZV LC PCR Kit a artus CMV LC PCR Kit. Diky tomu
mohou byt reakce PCR pro tyto artus systémy provedeny a analyzovéany v
jednom béhu. Dbejte pfitom prosim speciélnich pokynl pro vyhodnoceni v
kapitolach 8.3 Kvantifikace a 9. Vyhodnoceni.

8. Protokol
8.1 lIzolace DNA

DNA-izola¢ni soupravy nabizeji rizni vyrobci. V zévislosti na protokolu
zvoleného vyrobce pouzijte dané mnozstvi vzorku a provedte izolaci DNA
podle ndvodu. Doporuéujeme ndsleduijici izolaéni

soupravy:
Vzorek Izolaéni souprava Koh?!ogove Vyrobce Nosi¢ RNA
&islo
®
, QlAamp’ 53 704 QIAGEN |  obsaten
serum, UltraSens
plazma, Virus Kit (50)
likvor, vytéry
QlAamp DNA Y
Mini Kit (50) 51 304 QIAGEN neobsazen
. EZ1® DSP v
likvor Virus Kit (48)* 62 724 QIAGEN obsazZen

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

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

« Uziti nosi¢e RNA ma rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Pokud pouzitd izolaéni souprava neobsahuje zadny
nosi¢ RNA, povS§imnéte si prosim, Ze je pfi izolaci nukleovych kyselin z
nebunéénych télesnych tekutin resp. materidll s malym obsahem
DNA/RNA (napf. likvor) dirazné doporuéeno pfidat nosi¢ RNA (RNA
homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, kat. &is. 27-4110-01).
Prosim postupujte ndsledujicim zpUsobem:
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a) Resuspendujte lyofilizovany nosi¢ RNA v eluénim pufru
(nepouzivejte lyzaéni pufr) izolaéni soupravy (napf. AE pufr
soupravy QlAamp DNA Mini Kit) a Fedénim vytvorte roztok o
koncentraci 1 ug/ul. Rozdélte tento roztok nosi¢e RNA na pocet
alikvotl odpovidaijici Vasim pozadavkim a skladujte je pfi -
20°C. Zabrante opakovanému rozmrazeni (> 2 x) alikvotu
nosi¢e RNA.

b) Pouzivejte 1 ug nosi¢e RNA na 100 ul lyzaéniho pufru. Je-li
extrakénim protokolem stanoveno 200 ul lyzaéniho pufru na
jeden vzorek, vlozte 2 ul nosi¢e RNA (1 ug/ul) pfimo do
lyzaé¢niho pufru. Pfed zaéatkem kazdé izolace musi byt podle
nasledujiciho pipetovaciho schématu gerstvé vytvofena smeés
lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA (popt. i InternY kontroly, viz 8.2
InternY kontrola):

Pocet vzorkU 1 12

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

c) Tuto &erstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA
vlozte ihned do izolace. Skladovdni smési neni mozné.

UzZiti nosi¢e RNA md rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Aby bylo dosazeno vys$si stability nosi¢e RNA
doddvaného s QlAamp UltraSens Virus Kit, doporuc¢ujeme ndésledujici
postup lisici se od Udajll uvedenych v pfiruéce izolaéni soupravy:

a) Resuspenduite lyofilizovany nosi¢ RNA pfed prvnim
pouzitim izolaéni soupravy v 310 ul eluéniho pufru obsazeného
v soupravé (kone¢nd koncentrace 1 ug/ul, nepouzivejte lyzaéni
pufr). Rozdélte tento roztok nosi¢e RNA na poéet alikvotl
odpovidaijici Vadim poZadavkim a skladujte je pfi -20°C.
Zabrante opakovanému rozmrazeni (> 2 x) alikvotu nosiée
RNA.

e ——
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b) Pfed zadatkem kazdé izolace musi byt podle ndsledujiciho
pipetovaciho schématu erstvé vytvofena smés lyzacniho pufru
a nosi¢e RNA (popf. i InternY kontroly, viz 8.2 InternY

kontrola):
Pocet vzorku 1 12
Lyzaéni pufr AC 800 ul 9 600 ul
Nosi¢ RNA (1 ug/ul) 5,6 l 67,2 ul
Celkovy objem 805,6 ul 9 667,2 pl
Objem pro izolaci 800 ul po 800 ul

c) Tuto &erstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA
vlozte ihned do izolace. Skladovéni smési neni mozné.

e Pouzitim QlAamp UltraSens Virus Kit Ize docilit zkoncentrovéni
vzorku.

Pokud se v pfipadé vaseho vzorku nejednd o sérum nebo plazmu,

pridejte k vzorku alespon 50 % (v/v) negativni lidské plazmy.

e PFi izolaci vyuZivaijici promyvaci pufr s obsahem etanolu
bezpodmine¢né zajistéte, aby byl pfed eluci proveden jesté
jeden centrifugaéni krok (tfi minuty, 13 000 ot/min) a tim se
odstranily zbytky etanolu. Pfedejdete tak moznym inhibicim
PCR.

e artus HSV-1/2 LC PCR Kit neni vhodny pro izolace na
bézi fenolu.

Dulezité upozornéni k pouziti soupravy EZ1 DSP Virus
Kit:

e  UzZiti nosi¢e RNA mé rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace
a tim pro vytéZzek DNA/RNA. Pfidejte tedy prosim ke kazdé izolaci
potfebné mnoistvi nosi¢e RNA a drite se pokynt v EZ1 DSP Virus
Kit Handbook.

Dule¥ité: InternY kontrolu soupravy artus HSV-1/2 LC PCR Kit Ize
vlozit pfimo do izolace (viz 8.2 InternY kontrola).

e ——
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8.2 Interni kontrola

Spolu s produktem se doddva InternY kontrola (HSV LC IC). Mdte tak
moznost kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moZnou inhibici PCR (viz
Obr. 1). Pfi pouziti EZ1 DSP Virus Kit musi byt InternY kontrola vlofena
podle instrukci v EZ1 DSP Virus Kit Handbook. Pouzivate-li QlAamp
UltraSens Virus Kit nebo QlAamp DNA Mini Kit, pFidejte InternY kontrolu k
izolaci v poméru 0,1 ul na 1 ul eluéniho objemu. Jestlize napfiklad
pouzivate QlIAamp DNA Mini Kit a eluujete DNA v 50 ul AE pufru, vlozte 5
ul InternY kontroly. Mnozstvi vklédané InternY kontroly zdvisi pouze na
eluénim objemu. InternY kontrola a nosi¢ RNA (viz 8.1 Izolace DNA) by
meély byt pfidavéany pouze k

e smési lyzaéniho pufru a vzorku nebo

* pfimo k lyzaénimu pufru.

InternY kontrola nesmi byt pfiddna pfimo ke vzorku. Pfi pfidani k
lyzaénimu pufru se musi dbét na to, aby byla smés Interni kontroly,
lyzaéniho pufru a nosice RNA Cerstvé pfipravena a ihned pouZita
(skladovani smési pfi pokojové teploté nebo v lednici mlze jiz po nékolika
hodinéch vést k vynechdni InternY kontroly a ke snizenti efektivity izolace).

Volitelné Ize InternY kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice
PCR (viz Obr. 2). V tomto pfipadé pfidejte 0,5 ul Interni kontroly na jednu
testovaci smés pfimo do 15 ul HSV LC Master. Pro kazdou PCR reakci
pouzijte 15 ul takto vytvofeného Master Mixu™ a pfidejte nésledné 5 ul
izoldtu. Jestlize pfipravujete jeden béh pro vice vzorkl, zvyste potfebnd
mnozstvi HSV LC Master a Interni kontroly podle poétu vzorkl (viz 8.4
Pfiprava PCR).

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

artus CMV LC PCR Kit obsahuji identickou Interni

kontrolu.

8.3 Kvantifikace

S Kvantifika¢nimi  standardy (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1 - 4) doddvanymi spolu s produktem se zachdzi stejné
jako s jiz izolovanymi vzorky a pfiddvaji se ve stejném objemu (5 ul).
Standardni kfivku v pfistroji LightCycler vytvofite tak, ze vlozite pro HSV-1 i
pro HSV-2 viechny &yfi Kvantifika&nY standardy dodévané s produkiem,
definujete je v Sample Loading Screen jako standardy a zaddte uvedené
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koncentrace (viz LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5, Chapter
B, 2.4. Sample Data Entry). Tuto standardni kfivku lze pouzit také pro
nésledné kvantifikace, pokud je b&hem aktuélniho bé&hu pouzit
alespon jeden standard jedné definované koncentrace. K tomu je
zapotiebi dfive vytvofenou standardni kfivku importovat (viz
LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5, Chapter B, 4.2.5.
Quantification with an External Standard Curve). U této formy
kvantifikace je viak tfeba zohlednit skuteénost, Ze v dusledku
variability mezi PCR béhy muUze nastat odchylka ve vysledku.

Pokud méte v béhu integrovdan vice nez jeden Herpes-artus systém,
dbejte na to, aby byly analyzovény oddélené pfislusnymi
KvantifikaénYmi standardy.

Upozornéni; KvantifikaénY standardy jsou definovany jako kopie/ul.
Pro pfepocet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml
vzorku se pouzivd ndsleduijici vzorec:

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

objem vzorku
(ml)

vysledek (kopie/ml) =

Prosim pov§imnéte si, Ze se do vy$e uvedeného vzorce dosazuje
zésadné pUvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem
vzorku pfed izolaci nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce
objemu centrifugaci nebo jeho zvy$eni naplnénim na objem
pozadovany pro izolaci).

DuleZité: Na www.giagen.com/Products/BylabFocus/MDX e k

dispozici pfiru¢ka pro zjednoduseni kvantitativniho vyhodnoceni
systémU artus na pfistroji LightCycler(Technical Note for quantitation
on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler2.0 Instrument).

" Zvyieni objemu podminéné pFidénim Interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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8.4 Priprava PCR

Ovéfte, ze je Cooling Block s uvnitf obsazenymi adaptéry (pfislusenstvi
pfistroje LightCycler) pfedem vychlazen pfiblizné na +4°C. Do adaptérl
Cooling Blocku vloZte takovy pocet kapildr LightCycler, ktery je potfebny
pro pldnované reakce. Dbejte na to, aby byl spoleéné s kazdym bé&hem
PCR

proveden alesponi jeden Kvantifikaéni standard (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4
& HSV2 LC/RG/TM QS T - 4) a jedna negativni kontrola (Water, PCR
grade). Pro vytvofeni standardni kfivky pouzijte prosim u kazdého béhu
PCR vechny spolu s produktem doddvané KvantifikagnY standardy (HSV1
LC/RG/TM QS 1 - 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). Viechny reagencie se
musi pfed zaldtkem testu zcela rozmrazit pfi pokojové teploté, musi byt
dobfe promichdny (opakovany ndbér pipetou a vypusténi pipety nebo
kratky vortex) a ndsledné centrifugovdny.

Chcete-li InternY kontrolou kontrolovat jak izolaci DNA, tak moznou
inhibici PCR, musi byt napied InternY kontrola piidéna k izolaci (viz 8.2
InternY kontrola). V tomto piipadé pougivejte ndsledujici schéma
pipetovdni (viz také schématicky pfehled na Obr. 1):

Pocet vzork 1 | 12 |
1. Piprava HSV LC Master 15 ul 180 ul
Master Mixu HSV LC IC oul o pul
celkovy objem 15 ul 180 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 15 ul po 15 ul
reakce vzorek 5 ul po 5 ul
celkovy objem 20 ul po 20 ul
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Jestlize chcete Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole PCR inhibice, je
tfeba i pfidat pfimo do HSV LC Master. V tomto pfipadé pouzivejte
nésledujici schéma pipetovdani (viz také schématicky pfehled na Obr. 2):

Pocet vzorkl 1 ‘ 12
1. Priprava HSV LC Master 15 ul 180 ul
Master Mixu HSV LC IC 0,5 ul 6 ul
celkovy objem 15,5 ul’ 186 ul’
2. Piiprava PCR Master Mix 15 ul’ po 15 ul’
reakce vzorek 5 ul po 5 ul
celkovy objem 20 ul po 20 ul

Do plastikového zdsobniku kazdé kapildry pipetujte 15 ul Master Mixu.
Ndsledné pfidejte 5 ul eludtu z izolace DNA. Podobné musite pfidat jako
pozitivni kontrolu 5 ul alespofi jednoho KvantifikaénYho standardu z kazdé
fady (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4) a jako
negativni kontrolu 5 ul vody (Water, PCR grade). Uzavfete kapildry. Smés
pfevedete z plastikového zésobniku do kapiléry tak, Ze na stolni centrifuze
centrifugujete adaptéry s uvnitf obsazenymi kapildrami po dobu deseti
sekund pfi maximélné 400 x g (2 000 ot/min).

" Zvyieni objemu podminéné pFidénim Interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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Pridani Interni kontroly k izolaci

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

*
PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbdat na to, aby byly pouzivané roztoky
dokonale roztaté, fédné promichané a kréatce centrifugované.
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Pfidani Interni kontroly k artus Master

Obr. 2: Schéma pracovniho postupu pro kontrolu PCR inhibice.
Pfi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmineéné dbat

na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale roztété, fédné
promichané a krétce centrifugované.
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8.5 Programovdni pfistroje LightCycler

Pro detekci DNA herpes simplex viru vytvofte na pfistroji LightCycler
teplotni profil ndsledujicimi péti pracovnimi kroky (viz Obr. 3 - 7):

A. Poéateéni aktivace Hot Start enzymu Obr.
B. Krok “Touch Down” Obr.
C. Amplifikace DNA Obr.
D. Kiivka téni >

E. Chlazeni Obr.

Dbeijte zvl&s$té na nastaveni Analysis Mode, Cycle Program Data a
Temperature Targets. Na obrdzcich jsou tato nastaveni zvyraznéna
¢ernymi rdmecky. Pokyny pro programovdni pfistroje LightCyclernaleznete
v pfiru¢ce LightCycler Operator’s Manual.

Quantification _— 2
Melting Curves

‘ Analysis Mode

emperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
|'Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
’7 Step Delay (cycles)

[—Acquisition Mode

== 0w Fao s [0 5o 5 nove @D |

Obr. 3: Potateéni aktivace Hot Start enzymu.
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1 ICycle Program Data T e 9
— [— o Quantification u—
M—wjﬂ Melting Curves

emperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature ("C)

Step Size ('C)
“ Step Delay (cycles)
0

Obr. 4: Krok “Touch Down”.

ICycle Program Data e e
1_ chesl 4£l|§1l . Lo B 2

emperature |argets

Target Temperature (°C)

Incubation Time (hrs:min:sec)

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

Step Size ('C)
Step Delay {cycles)
|_ I—Acquisition Mode

95 |55 [Gleo00 (gl fSioo [Flo |5 NONE |5 G
= B0 mulfo oo o o jam
(sA72 |5hs  [shoooffo [Hoo [Fio |5/ none [5G

Obr. 5: Amplifikace DNA.
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[Cycle Program Data Analysis Mode| None

1 B M 1[% Guantiﬁcation e 2

Melting Curves

emperature |argets

Target Temperature ("C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
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’7 Step Delay (cycles)
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Obr. 6: Kfivka tdni.

Analysis Mode IR

Quantification
Melting Curves

Temperature Targets

Target Temperature ("C)
Incubation Time thrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Step Delay {cycles)
I_ I—Acquisition Mode
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Obr. 7: Chlazeni.
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9. Vyhodnoceni

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kandly vyskytuji
interference. Software pfistroje LightCyclerobsahuje soubor oznaéeny jako
Color Compensation File, ktery tato zafeni kompenzuje. Tento soubor
oteviete pfed, v prlilbéhu nebo po skonéeni PCR aktivaci pfepinaci plochy
Choose CCC File resp. Select CC Data. Neni-li instalovén zaddny soubor
Color Compensation File, vytvofte soubor podle ndvodu v pfiruéce
LightCycler Operator’s Manual.

Po aktivaci souboru Color Compensation File se ve fluorimetrickych
kanélech F1, F2 a F3 objevi oddélené signdly. Pro analyzu vysledk( PCR,
které byly ziskany pomoci artus HSV-1/2 LC PCR Kit, zvolte prosim pro
analytickou HSV PCR pohledovou funkci F2/Back-F1 resp. F3/Back-F1 pro
PCR InternY kontroly. PFi analyze kvantitativnich b&htl dodrzujte
bezpodmineéné oddil 8.3 Kvantifikace a Technical Note for quantitation
on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler2.0 Instrument, kterd je k
dispozici na .qiagen.com/Products/BylabFocus/MDX.

Pokud mate v béhu PCR integrovdn vice neZ jeden Herpes-artus systém,
dbejte na to, aby byly vzorky HSV a pfislu$né standardni kfivky
analyzovény od viech ostatnich system( oddélené. Pfitom dbeijte na to, Ze
vzorky HSV-1 musi byt analyzovény standardni kfivkou pfislu§nych HSV-1
standardl (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4) a vzorky HSV-2 standardni kfivkou
prislu§nych HSV-2 standardt (HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4).

Mize dojit k nésledujicim vysledkim:

1. Ve fluorimetrickém kanélu F2/Back-F1 je detekovén
signdl.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje HSV
DNA.

V tomto pfipadé je detekce signdlu v kandlu F3/Back-F1 podruing,
protoze vysoké vychozi koncentrace HSV DNA (pozitivni signdl v kandlu
F2/Back-F1) mohou vést k redukovanému az chybéjicimu
fluorescenénimu signdlu Interni kontroly v kandlu F3/Back-F1
(kompetice).

Diferenciace muze byt provedena na zdkladé bodu tani (kandl
F2/Back-F1, program Melting Curve). Pro amplikon HSV-1 pfi 69°C,
pro amplikon HSV-2 pfi

66°C. V zdvilosti na rozdilnych extrakénich podminkéch a z nich

vyplyvajicich
]
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vlastnosti pufru mlze dojit ke koliséni teplot o 1 - 2°C, které se
vSak stejnou mérou vztahuje na oba amplikony HSV-1 a HSV-2.

2. Ve fluorimetrickém kandlu F2/Back-F1 neni detekovan zédny
signdl, nybrz pouze v kandlu F3/Back-F1 (signdl InternY kontroly).

Ve vzorku neni prokazatelnd zddn& HSV DNA. Lze jej proto
povazovat za negativni.

PFi negativni HSV PCR vylu¢uje detekovany signdl Interni kontroly
moznost inhibice PCR.

3. Signdl neni detekovén ani v kanélu F2/Back-F1 ani v kandlu F3/Back-

Neni mozné ucinit diagnosticky zaveér.

Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou
uvedeny v kapitole 10. Re$eni problému.

Pfiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci a analyza kfivek téni
isou uvedeny na Obr. 8 az Obr. 12.
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Obr. 8: Prlikaz Kvantifika&nich standardt (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4) ve
fluorimetrickém kandlu  F2/Back-F1. NTC: non-template
control (negativni kontrola).
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Obr. 9: Priikaz InternY kontroly (IC) ve fluorimetrickém kandlu
F3/Back-F1  pfi  soutasné  amplifikaci  Kvantifikaénich
standardt (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template
control (negativni kontrola).
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Obr. 10: Prikaz KvantifikaénYch standardtl (HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4)
ve fluorimetrickém kandlu F2/Back-F1. NTC: non-template
control (negativni kontrola).
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Obr. 11: Prikaz InternY kontroly (IC) ve fluorimetrickém kandlu
F3/Back-F1  pfi soutasné amplifikaci  Kvantifika¢nYch
standardd (HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template
control (negativni kontrola).
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Obr. 12: Diferenciace mezi HSV-1 a HSV-2 ve fluorimetrickém kandlu
F2/Back-F1 (program Melting Curve).
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10. Reseni problémd

Za&dny signdl pfi pozitivnich kontroléch (HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4 &
HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4) ve fluorimetrickém kandlu F2/Back-F1:

*Volba fluorimetrického kandlu pfi analyze dat PCR neodpovidd

protokolu.
— K analyze dat zvolte fluorimetricky kandl F2/Back-F1 pro
analytickou
HSV PCR a fluorimetricky kandl F3/Back-F1 pro PCR Interni
kontroly.

* Naprogramovdni teplotniho profilu pfistroje LightCyclerje chybné.

— Porovneijte teplotni profil s ddaji protokolu (viz 8.5
Programovdni pfistroje LightCycler).

* PCR reakce byla chybné sestavena.

Porovnejte Vase pracovni kroky s pipetovacim schématem (viz
8.4 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuijte.

* Podminky skladovdani jednoho nebo vice komponentll soupravy
neodpovidaiji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovéni nebo
byla pfekro¢ena doba pouzZitelnosti soupravy artus HSV-1/2 LC
PCR Kit.

—Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu
pouzitelnosti reagencii (viz $titek soupravy) a pouzijte popf.
NOVOU SOUpravu.

Slaby nebo chybéijici signdl InternY kontroly ve fluorimetrickém kanélu
F3/Back-F1 pfi sou¢asné nepfitomnosti signdlu v kandlu F2/Back-F1.
* Podminky PCR neodpovidaiji protokolu.

— Zkontrolujte podminky PCR (viz vy3e) a popf. PCR zopakuijte s
opravenym nastavenim.

* PCR byla inhibovéna.

— Ujistéte se, Ze pouzivate ndmi doporuceny postup izolace (viz
8.1 Izolace DNA) a drzte se piesné predpisu vyrobce.

— Presvédcte se, ze byl pfi izolaci DNA pred eluci proveden
dodateény doporuéeny centrifugaéni krok k Uplnému
odstranéni zbytkl etanolu (viz 8.1 Izolace DNA).

* Béhem izolace dochézi k Ubytku DNA.

— Byla-li k izolaci pFidana InternY kontrola, mize nepfitomnost

signdlu
InternY kontroly znamenat Ubytek DNA b&hem izolace. Ujistéte se,
Ze
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pouzivate ndmi doporuéeny postup izolace (viz 8.1 lzolace
DNA) a drzte se pfesné predpisll vyrobce.

* Podminky skladovéni jednoho nebo vice komponentl soupravy
neodpovidaiji pfedpisiim uvedenym v kapitole 2. Skladovéni nebo
byla pfekroéena doba pouzitelnosti soupravy artus HSV-1/2 LC
PCR Kit.

— Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu
pouzitelnosti reagencii (viz $titek soupravy) a pouzijte popf.
NOVOU SOUpravu.

Signdly pfi negativnich kontrolach ve fluorimetrickém kanélu
F2/Back-F1 analytické PCR.
* Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.

— Zopakujte PCR v replikédtech s novymi reagenciemi.

— Uzavfete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po
vlozeni zkoumaného vzorku.
— Pipetujte pozitivni kontroly zadsadné jako posledni.

— Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovdny.
* Béhem izolace dochézi ke kontaminaci.

— Zopakuijte izolaci a PCR zkoumanych vzork( za uZiti novych
reagencii.
— Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné

dekontaminovdny.

Pokud se vyskytnou dalsi otdzky nebo problémy, kontaktujte prosim
na$i technickou podporu.
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11. Specifikace

11.1 Analytickd senzitivita

Pro zjisténi analytické senzitivity artus HSV-1/2 LC PCR Kit byla vytvofena
fada fedéni standardl od 31,6 do nomindlné 0,01 HSV-1 resp. HSV-2
ekvivalentll kopie’/ul a analyzovdna pomoci artus HSV-1/2 LC PCR Kit.
Experimenty byly provedeny ve tfech rliznych dnech formou
osmindsobnych uréeni. Vysledek byl zjist€n pomoci probitové analyzy.
Jeho grafické vyhodnoceni je zobrazeno na Obr. 13 a Obr. 14. Limit
detekce

artus HSV-1/2 LC PCR Kit lezi proto pro HSV-1 i pro HSV-2 u 1 kopie/ul

(p = 0,05). To znamen4, Ze je s 95 % pravdépodobnosti detekovéna

1 kopie/ul.

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

e ——
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Probitovd analyza: Herpes simplex virus 1 (LightCycler)

| 0,02331 A 1 Kopielpl (95%)
5
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log (dose)
Obr. 13: Analytickd senzitivita artus HSV-1/2 LC PCR Kit (HSV-1).
Probitové analyza: Herpes simplex virus 2 (LightCycler)
‘/k —————————————
0,03291 2 1 kopie/pl (95%)
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s
=
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Obr. 14: Analytickd senzitivita artus HSV-1/2 LC PCR Kit (HSV-2).
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11.2 Specificita

Specificita artus HSV-1/2 LC PCR Kit je v prvni fadé zaruéena vybérem
primerl a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a
sondy byly na zdkladé sekvenéni analyzy pfezkouseny na eventudini
homologie se véemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach.
Timto zpUsobem byla kontrolovéna také detekovatelnost viech
relevantnich kmenu.

Validace specificity byla provedena na 30-ti rliznych HSV negativnich
vzorcich likvoru, které spolu s HSV specifickymi primery a sondami
obsazenymi v HSV LC Master negenerovaly zadny signdl.

K uréeni specificity artus HSV-1/2 LC PCR Kit byla kontrolni skupina
uvedend v Tabulce 1 testovdna na kfizovou reaktivitu. Zddny z testovanych
puvodcl nebyl reaktivni.

Tabulka 1: Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci potencialné kfizové
reaktivnich plvodcU.

Interni

Kontrolni skupina (F2H/§Zc:({§1 ) kontrola
(F3/Back-F1)

Lidsky herpesvirus 3 (Varicella zoster virus) -
Lidsky herpesvirus 4 (virus Epsteina a Barrové) - +
Lidsky herpesvirus 5 (Cytomegalovirus) - +
Lidsky herpesvirus 6 A - +
Lidsky herpesvirus 6 B - +
Lidsky herpesvirus 7 - +
Lidsky herpesvirus 8 i n
(Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus)
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11.3 Pfesnost

Udaie o pfesnosti pro artus HSV-1/2 LC PCR Kit umozfiuji stanoveni
celkové variability testovaciho systému. Tato celkovd variabilita se sklddd z
Intra- Assay variability (variabilita vzorkl stejné koncentrace v rémci
jednoho pokusu), z Inter-Assay variability (variabilita zplUsobend
provedenim experimentu rlznymi osobami v jedné laboratofi a uzitim
rlznych pfistroju stejného typu) a z Inter-Batch variability (variabilita
zpUsobend pouzitim rliznych $arzi). Pfitom byla vzdy vypoditdna
standardni odchylka, variance a koeficient variace jak pro specifickou PCR
plivodce, tak i pro PCR InternY kontroly.

Tyto Udaje byly pro artus HSV-1/2 LC PCR Kit stanoveny na zdkladé
KvantifikaénYho standardu s nejniz&i koncentraci (QS 4; 10 kopii/ul).
Experimenty byly provedeny formou osmindsobnych uréeni. Vyhodnoceni
vysledkl bylo provedeno na zékladé Ct hodnot amplifikaénich kfivek (Ct:
threshold cycle, viz Tabulka 2/Tabulka 4) a z toho uréenych kvantitativnich
hodnot v kopiich/ul (viz Tabulka 3/Tabulka 5). Celkové variabilita
libovolného vzorku uvedené koncentrace ¢initedy 1,67 % (Ct, HSV-1) a
1,95 % (Ct, HSV-2) resp. 20,66 % (konc., HSV-1) a 22,42 % (konc., HSV-
2), pro prlkaz InternY kontroly 1,23 % (Ct, HSV-1) resp. 1,04 % (Ct, HSV-
2). Tyto hodnoty se zaklddaji na souhrnu véech dil¢ich hodnot zjisténych
variabilit.

Tabulka 2: Udaje o pfesnosti pro HSV-1 na zékladé Ct hodnot.

Koeficient

odchylka VERERES variace[%)]

Standardnfi

Intra-Assay variabilita:
0,27 0,07 1,13
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Intra-Assay variabilita:
, 0,03 0,00 0,23
InternY kontrola
Inter-Assay variabilita:
0,39 0,15 1,66
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:
, 0,12 0,01 0,99
InternY kontrola
Inter-Batch variabilita:
0,41 0,17 1,72
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:
, 0,17 0,03 1,40
InternY kontrola
Celkovd variabilita:
0,39 0,15 1,67
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Celkovd variabilita:
, 0,15 0,02 1,23
InternY kontrola
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Tabulka 3: Udaje o presnosti pro HSV-1 na zakladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Intra-Assay variabilita:

Standardni

odchylka

Variance

Koeficient
variace[%]

HSV1 LC/RG/TM QS 4

1,76 3,08 17,34
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:

2,02 4,08 19,82
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:

2,37 5,64 23,10
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Celkovd variabilita:

2,11 4,46 20,66
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Tabulka 4: Udaje o pfesnosti pro HSV-2 na zakladé Ct hodnot.

Koeficient

variace[%]

Standardnfi Variance
odchylka '

Intra-Assay variabilita:
0,22 0,05 0,90
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Intra-Assay variabilita:
, 0,04 0,00 0,33
InternY kontrola
Inter-Assay variabilita:
0,62 0,38 2,51
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:
; 0,12 0,01 0,98
InternY kontrola
Inter-Batch variabilita:
0,38 0,14 1,52
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:
, 0,14 0,02 1,12
InternY kontrola
Celkovd variabilita:
0,48 0,23 1,95
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Celkovd variabilita:
, 0,13 0,02 1,04
InternY kontrola

Tabulka 5: Udaje o pfesnosti pro HSV-2 na zakladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Standardnfi

odchylka

Variance

Koeficient
variace[%)]

Intra-Assay variabilita:

1,39 1,94 13,82
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:

2,86 8,20 27,46
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:

1,96 3,85 19,27
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Celkova variabilita:

2,30 5,31 22,42
HSV2 LC/RG/TM QS 4
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11.4 Robustnost

Pfezkouseni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Eetnosti chyb artus HSV-
1/2 LC PCR Kit. Za timto G¢elem bylo 30 HSV negativnich vzork( likvoru
smiseno vzdy se 3 kopiemi/ul elué¢niho objemu kontrolni HSV-1 DNA
(tfindsobnd koncentrace analytického limitu senzitivity), pomoci QlAamp
DNA Mini Kit izolovdno (viz 8.1 Izolace DNA) a pomoci artus HSV-1/2 LC
PCR Kit analyzovdno. Stejnym zpUsobem byl proveden experiment pro
HSV-2 (30 vzorku likvoru, 3 kopie/ul kontrolni HSV-2 DNA). ¢etnost chyb
pro HSV-1 i pro HSV-2 ¢&nila u véech vzorkl O %. Robustnost InternY
kontroly byla dodateé¢né prezkousena izolaci a analyzou 30-ti HSV
negativnich vzorku likvoru. Celkovd &etnost chyb ¢inila O %. Inhibice
nebyly pozorovdany. Robustnost artus HSV-1/2 LC PCR Kit ¢ini tedy = 99
%.

11.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovény za Géelem pravidelného
hodnoceni vykonnosti artus HSV-1/2 LC PCR Kit a vykonnostniho srovndni
s ostatnimi produkty. Tyto Udaj jsou ziskdvény na zdkladé Géasti na
mezilaboratornich pokusech.

11.6 Diagnostické hodnoceni

artus HSV-1/2 LC PCR Kit je v sou¢asné dobé evaluovén v nékolika
studiich.

12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

. Vechny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.
. Prostfedek by méli pouZivat pouze pracovnici, ktefi jsou speciélné

pouceni a vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro.

. Pfesné dodrzovdni protokolu je bezpodmineéné nutné k dosazeni
optimdlnich vysledk( PCR.
. Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na $titcich
jednotlivych komponent. Nepouzivejte reagencie s proslou
trvanlivosti.
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13. Bezpeénostni informace

Bezpeénostni informace k soupravé artus HSV-1/2 LC PCR Kit naleznete v
odpovidaijicich bezpeénostnich listech (safety data sheets, SDS). Tyto listy
isou k dispozici v podobé& kompaktniho a snadno pouzitelného PDF
souboru na www.giagen.com/safety.

14. Kontrola kvality

V souladu se systémem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO 9001 a ISO 13485 byla kazdd Sarze
artus HSV-1/2 LC PCR Kit testovéna podle pfedem stanovenych
specifikaci, aby byla zaruéena jednotnd kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symbolu

2 Pouzitelné do

LOT

¢islo $arze
u Vyrobce

Katalogové ¢islo

¢islo materidlu
H|B ,
:E Manudl

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

/ﬂ/ Teplotni rozmezi

W<N> Obsah postadujici pro <N> testl

Ethanol

Mezindrodni ¢islo obchodni polozky GTIN
Qs Kvantifikaéni standard

IC Interni kontrola
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Ochranné zndmky a vy ouéeni odpovédnosti
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, BioRobot® EZ1®, UliraSens® (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Diagnostics).

Registrované nézvy, ochranné zndmky etc. pouzité v tomto manud u ne ze povazovat za nechrénéné zdkonem, ani
kdyz nejsou jako takové oznaceny.

artus HSV-1/2 LC PCR Kit, BioRobot EZI DSP Workstation, EZI DSP Virus Kit a EZI DSP Virus Card jsou diagnostické
soupravy a pfistroje oznaéené znackou CE v sou adu s evropskou smérnici 98/79/ES o diagnostickych
zdravotnickych prostfedcich in vitro. Produkty nejsou dostupné ve viech zemich.

Soupravy QlAamp Kit jsou uréeny pro obecné aboratorni pouziti. Udaje produkiu nebo jeho prezentace nejsou
uréeny k tomu, aby poddva y informace o diagnéze, prevenci nebo é¢eni nemoci.

Koupé souprav artus PCR Kit zahrnuje imitovanou icenci pro jejich pouziti v procesu po ymerézové Fetézové reakce
(PCR) v rémci huménni a veterinérni in vitro diagnostiky, ve spojeni s termocyk erem, jehoZ poufZiti pfi
automatizovaném provedeni PCR je kryto pfedem sp atnym icenénim pop atkem, kfery se odvadi bud p atbou spo
eénosti App ied Biosystems nebo koupi autorizovaného termocyk eru. Technologie PCR je chrédnéna ndrodnimi
patentnimi pravy ekviva entnimi k USA patentdm &is. 5.219.727 a 5.322.770 a 5.210.015 a 5.176.995 a

6.040.166 a 6.197.563 a 5.994.056 a 6.171.785 a 5.487.972 0 5.804.375 a 5.407.800 a 5.310.652 a
5.994.056; v astnéno firmou F. Hoffmann-La Roche Ltd.

© 2007-2015 QIAGEN, vechna préva vyhrazena.
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