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artus HSV-1/2 TM PCR Kit

ABI PRISM 7000 és 7900HT szekvencia detektalé rendszerekkel vald
alkalmazasra.

Megjegyzés: Az artus HSV-1/2 TM PCR Kitet nem lehet egyuttes

kombinacioban hasznalni sem a GeneAmp® 5700 SDS-el, sem pedig a 384
plate formatumu ABI PRISM 7900HT SDS-el.

1. A kit tartalma

Kék
Kék
Sarga

Kat.szam 4500063 Kat.szam 4500065

Jelzések és tartalom 24 reakcio 96 reakcio
HSV TM Master 2 X 12 rxns 8 x 12 rxns
HSV TM Master 2 X 12 rxns 8 x 12 rxns

HSV TM Mg-Sol= 1 x 1,200 pl 1 x 1,200 pl
HSV1 LC/RG/TM QS 1= 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10* koépia/pl
HSV1 LC/RG/TM QS 2u 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 102 kopia/pl
HSV1 LC/RG/TM QS 3u 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10? koépia/pl
HSV1 LC/RG/TM QS 4u 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10! koépia/pl
HSV2 LC/RG/TM QS 1= 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10* kopia/pl
HSV2 LC/RG/TM QS 2u 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 102 kopia/pl
HSV2 LC/RG/TM QS 3= 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 102 koépia/pl
HSV2 LC/RG/TM QS 4u 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10! koépia/pl
HSV TM ICx 1 x 1,000 pl 2 x 1,000 pl
White Water (Viz (PCR-minéségd)) 1 x 1,000 pl 1 x 1,000 pl

v QS = Kvantitaciés standard
IC = Belsé kontroll
Mg-Sol = Magnézium oldat
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2. Tarolas

Az artus HSV-1/2 TM PCR kit részegyseégeit —15 és —30°C kozotti
hémérsékleten kell tarolni, ahol a cimkeén talalhato lejarati id6ig stabilak
maradnak. Kerilni kell az ismételt (tdbb, mint kétszeri) felolvasztast és
lefagyasztast, mivel ez ronthatja a minéséget. Ha a reagenseket csak
alkalomszeriien haszndlja, aliquotolva fagyasztva tarolja. A 2—8°C-on torténé
tarolas ne haladja meg az 5 o6rat.

3. A felhasznalo altal biztositanddé eszkozok és
reagensek

B Egyszer hasznalatos, puder mentes gumikeszty(

B DNS izolalé kit (lasd 8.1 DNS Izolalas)

M Pipettak (allithato)

M Steril, sz(ir6s pipettahegyek

M Vortex kever6

B Asztali centrifuga 2 ml-es reakciocsdéveknek megfeleld rotorral

M Centrifuga mikrotiter platekhez val6 rotorral (valaszthatd)

B Optikai méréshez megfelel6 optikai zaré anyaggal ellatott 96-well-es
reakcié plate/reakcio csdvek (lasd 8.4 PCR el6készitése)

B Optikai reakcio csdvekhez 96-well-es kétrészes tarté allvany (96-Well

Talca/Retainer Set, Kataldgusszam: 403 081), lasd 8.4 PCR el6készités

B Tomorité pad optikai ragaszté féliak hasznalatahoz (Optical Cover
Compression Pads, Katalogusszam: 4 312 639), lasd 8.4 PCR
elbkészitése

B Reakcio platek ragaszto féliaval valé befedésére szolgal6é eszkoz
(Adhesive Seal Applicator Kit, Katalogusszam: 4 333 183)

B ABI PRISM 7000 vagy 7900HT SDS készulék

Megjegyzés: A tiszta festékek (Pure Spectra Component File) és a hattér
(Background Component File) érvényes kalibracioja csak a készulék uzembe
helyezésekor szikséges.

4. Altalanos ovintézkedések
A felhasznalé mindig tartsa szem el6tt az alabbiakat:
B Hasznaljon szrés, steril pipettakat.

B A pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok és amplikonok) minden
mas reagenstél elkuldnitve tarolja és dolgozza fel, és a reakciomixhez
térben elkulonitett helyen adja hozza.
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B Olvassza fel az 6sszes komponenst szobahémérsékleten (15-25°C) a
vizsgalat elbtt.

B Amikor felolvadt, keverje 6ssze a komponenseket (fel-le pipettazassal,
vagy vortex-el) és roviden centrifugalja le.

B Dolgozzon gyorsan és tartsa a PCR reagenseket bemérés elétt jégen
vagy a hitéblokkban.

5. Patogenitasi informaciok

A herpesz simplex virus (HSV) sebfolyadékokban, nyalban, liquorban (CSF),
és hluvelvaladakokban talalhaté meg. A kérokozo elsésorban kozvetlen
érintkezéssel a |éziokon keresztul, illetve szexualis uton, valamint a szulés
koézben terjed tovabb. A HSV-pozitiv esetek dontd részét a bér vagy a
nyalkahartyak sérulései jellemzik. A HSV-fert6zés lehet elsédleges (az esetek
tdbb, mint 90%-a tinetmentes) vagy visszatérd (masodlagos). Az elsédleges
HSV-1 fertézés tobbek kdzott gingivostomatitis, eczema herpeticum,
keratoconjunctivitis €s encephalitis tuneteivel jarhat; mig az els6dleges HSV-2
fert6zés tobbek kozott vulvovaginitis, meningitis €s Ujszulottek generalizalt
herpesz formajaban jelenik meg. A masodlagos fert6zés elsédleges tinetei a
bérlézidk az orrban, szajban és a genitaliak terlletén. A visszatérd fertézés
meég sulyosabb formai a keratoconjunctivitis és a meningitis.

6. Real-time PCR elve

A korokozé kimutatasa polimeraz lancreakciéval (PCR) torténik, mely a
korokozé genom specifikus szakaszanak amplifikaciojan alapszik. A valds
ideji PCR esetében az amplifikalt terméket fluoreszcens festék mutatja ki. A
festék altalaban olyan oligonuleotidhoz van kapcsolva, mely specifikusan
kotédik az amplifikalt termékhez. A fluoreszcencia intenzitasanak a PCR
futtatasa alatti (azaz valos idejl) kovetése lehetdvé teszi a termék kimutatasat
és kvantifikalasat anélkil, hogy a PCR-reakcié végén ki kelljen nyitni a
csoveket (Mackay, 2004).

7. Alkalmazasi terilet

Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit egy azonnal hasznalhato rendszert képez a
herpesz simplex virus-1 és -2 DNS kimutatasara polimeraz lancreakcio (PCR)
alkalmazasaval az ABI PRISM 7000 és 7900HT szekvencia detektald
rendszereken. A HSV TM Master tartalmazza a reagenseket és az enzimeket
amplifikalasahoz. Az amplicon detektalasa FAM fluoreszcencia (HSV-1) és
NED fluoreszcencia (HSV-2) mérésen alapul az ABI PRISM SDS készuléken.
Emellett az artus HSV-1/2 TM PCR készlet egy masodik heteroldg
amplifikacios rendszert is tartalmaz a PCR esetleges gatlasanak kimutatasara.
Ez bels6 kontrollként a VIC fluoreszcens jeldlés detektalasaval meérhetd. A
HSV PCR analitikai kimutatasi hatara nem csodkken (lasd 11.1 Analitikai
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erzekenyseg). Kulsé pozitiv kontrollok (HSV1 TM/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2
TM/RG/TM QS 1 —4) is talalhatoak a kitben, melyek a patogén felhalmozodas
mértékét hatarozzak meg. Tovabbi informacidért kérjuk tajékozéddjon a 8.3
Kvantitalas fejezetben.

8. Protokoll

8.1 DNS izolalas

Kulonb6z6 gyartdk kulonb6zé DNS izolalod kiteket javasolnak. A DNS izolalasi
folyamathoz felhasznalt mintamennyiség a hasznalt protokolltél fligg. Kérjuk,

hogy a DNS izolalast a gyartd utasitasai szerint végezze. A kdvetkez§ izolald
kitek hasznalata ajanlott:

Nukleinsav Hordozo
Mintatipus izolalo kit Katalégusszam Gyarto RNS
Szérum, plazma, QlAamp® 53 704 QIAGEN tartalmaz
CSF, UltraSens® Virus
valadék/torlet Kit (50)
QlAamp DNA 51 304 QIAGEN nem
Mini Kit (50) tartalmaz
CSF EZ1® DSP Virus 62 724 QIAGEN tartalmaz
Kit (48)*

* BioRobot® EZ1 DSP munkaallomassal (Katalégusszam 9001360) és az EZ1 DSP Virus
Card (Katalégusszam 9017707) kombinalva kell hasznalni.

Fontos megjegyzés a QlAamp UltraSens Virus Kit, a QlAamp DNA Mini
Kit hasznalata soran:

B A hordozé RNS alkalmazasa kritikus az extrakcié hatékonysagara és
ennek kdvetkeztében a DNS/RNS kinyerésre. Ha a valasztott izolald kit
nem tartalmaz hordozé RNS-t, kérjuk vegye figyelembe a hordozok
izolacids rendszerbe torténé bevitele (RNA-Homopolymer Poly(A),
Amersham Biosciences, Cat. No. 27-4110-01) er8sen ajanlott a
sejtmentes testfolyadékokbadl, valamint alacsony DNS/RNS tartalmu
mintakbdl (pl. CSF) torténd nukleinsav kinyeréshez. Kérjuk a kdvetkezé
esetekben az alabbiak szerint jarjon el:

a) Szuszpendaljuk fel a liofilizalt hordozé6 RNS-t az extrakcids kit elucios
pufferének hasznalataval (ne hasznaljon lizis puffert) (pl. QlAamp DNA
Mini Kit AE pufferét) és készitse el az oldatot 1 ug/ul higitasi
koncentracioban. Az igy elkészitett RNS hordozaét tartalmazé oldatot az
On igényeinek megfeleléen készitsen beléle aliquotokat és —20°C-on
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tarolja 6ket. Kerulje az ismételt (tobb, mint kétszeri) felolvasztasat és
lefagyasztasat a hordozé RNS aliquotoknak.

b) 1 ug hordozé RNS-t 100 ul lizis pufferrel hasznaljon. Példaul, ha az
extrakcios protokoll 200 pl lizis puffert javasol, kérjuk adjon hozza 2 pl
hordozé RNS-t (1 pg/ul) kozvetlenul a kimeért lizis pufferbe. Minden
egyes extrakcios Iépés elbtt a lizis puffer és a hordozé RNS keverékét
(és az “Internal Control “, Belsé kontrollt, adott esetben lasd. 8.2 Belsd
kontroll) frissen készitse elé az alabbi pipettazasi tablazatot kovetve:

Mintaszamok 1 12

Lizis puffer pl. 200 pl pl. 2,400 pl
Hordozé RNS (1 ug/ul) 2 ul 24 yl
Teljes térfogat 202 pl 2,424 pl
Extrakcionkénti térfogat 200 pl egyenként 200 pl

c) Kérjuk a frissen készitett lizis puffer és hordozé RNS keveréket azonnal
hasznalja fel az extrakcidhoz. A keverék tarolasa nem lehetséges.

B A hordozé RNS alkalmazasa kritikus az extrakcié hatékonysagara és
ennek kovetkeztében a DNS/RNS kinyerésre. QlAamp UltraSens Virus Kit
hasznalata soran a hordozdé RNS stabilitasanak novelése érdekében, az
alabbi eljarast javasoljuk, mely eltérhet az extrakcids kit felhasznaloi
kézikonyvében leirtaktol:

a) Szuszpendalja fel a liofilizalt hordozé RNS-t az extrakcios kit elsd
hasznalata el6tt 310 ul elucids pufferben a kitben javasoltak alapjan
(végkoncentracié 1 pg/ul, ne hasznaljon lizis puffert). A hordozé RNS
tartalmu oldatot az igényei szerint aliquatolja és —20°C tarolja 6ket.
Kérjuk, hogy a hordoz6 RNS-t tartalmazoé aliquotnak az ismételt (tobb,
mint kétszeri) felolvasztasat és lefagyasztasat kertilje.

b) Kilén, minden egyes extrakcioé kezdete elétt a lizis puffert és hordozé
RNS-t tartalmazo keveréket (és Belsd kontrollt, ahol szukséges, lasd 8.2
Belsé kontroll) frissen készitse el6 az alabbi pipettazasi tablazatot

kovetve:
Mintaszam 1 12
Lizis puffer AC 800 pl 9,600 ul
Hordoz6é RNS (1 pg/ul) 5.6 pl 67.2 pl
Teljes térfogat 805.6 pl 9,667.2 pl
Extrakcionkénti térfogat 800 pl egyenként 800 pl
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c) Kérjuk a frissen készitett lizis puffer és hordozé RNS keveréket azonnal
hasznalja fel az extrakcidhoz. A keverék tarolasa nem lehetséges.

B Ajanlott, hogy a DNS-t 50 ul eluciés pufferbe elualjuk, hogy az artus HSV-
1/2 TM PCR Kit legnagyobb detektalasi érzékenyseégét érjuk el.

B A QlAamp UltraSens Virus Kit lehetévé teszi a minta koncentralasat.
Amennyiben szérumtdl vagy plazmatdl eltérd kiindulasi mintat hasznal,
kérjuk adjon negativ human plazmat legalabb 50 % (v/v)-ban a mintahoz.

B Amennyiben az izolalasi protokollt etanol tartalmu mosépufferel végzi,
kérjuk, hogy az elucié elétt tovabbi centrifugalasi Iépést (harom perc,
13,000 rpm) illesszen be a protokollba, a visszamaraddé etanol
eltavolitasara. igy megelézhet6 a PCR lehetséges gatlasa.

B Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit nem hasznalhaté fenol alapu izolalé
modszerekhez.

Fontos megjegyzés az EZ1 DSP Virus Kit hasznalata soran:

B A hordozé RNS alkalmazasa kritikus az extrakcié hatékonysagara és
ennek kdvetkeztében a DNS/RNS kinyerésre. Adjon minden extrakciohoz
megfelel6 mennyiségl hordozd RNS-t a EZ1 DSP Virus Kit
kézikonyveében leirtaknak megfelelben.

Fontos: Az artus HSV TM PCR Kit bels kontrollja kdzvetlenil az izolalasi
eljaras soran adhaté hozza (lasd 8.2 Belsé kontroll).

8.2 Bels6 Kontroll

A készlet részét képezi a belsé kontroll is (HSV TM IC). Ez lehetbvé teszi a
felhasznalonak a DNS-izolalasi eljaras kontrollalasat és az esetleges PCR-
gatlas ellenérzését. (lasd 1. abra). Az extrakciéhoz hasznalt EZ1 DSP Virus
Kit belsd kontrolljat az EZ1 DSP Virus Kit kézikbnyvében leirt utasitasokat
kovetve adjak hozza a reakcioelegyhez. A QlAamp UltraSens Virus Kit vagy
a QlAamp DNA Mini Kit hasznalata esetén a bels6 kontrollt az izolalashoz
adja, 0.1 pl-t 1 yl eluciés térfogathoz. Példaul, ha a QlAamp UltraSens Virus
Kit-et hasznalja, akkor a DNS 50 pl AE-pufferben kerul elualasra. Ezért az
eljaras elején 5 yl belsé kontrollt szukséges hozzaadni. A felhasznalt bels6
kontroll mennyisége kizardélag az elucios térfogattol fugg. A belsd kontrollt és
a hordoz6é RNS-t (Iasd. 8.1 DNS izolalas) csak az alabbiakhoz kell hozzaadni,

B lizis puffer és minta keveréke vagy
B kozvetlendl a lizis pufferhez.

A belsé kontrollt tilos a feldolgozand6 mintahoz adni. Amennyiben a lizis
pufferhez adta a bels6 kontrollt, Ugyeljen arra, hogy a belsé kontrollt és a lizis
puffert és lizis puffert/hordozé RNS-t frissen készitse el6 és azonnal hasznalja
fel (a keverék szobahémeérsékleten vagy hitében tarolva a belsé kontroll
néhany éran belul tonkremegy, ezaltal csokkent extrakcios hatékonysagot
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okozhat). Kérjuk, hogy a bels6 kontrollt és a hordozé RNS-t ne adja
kozvetlenul a mintahoz.

A bels6 kontroll opcionalisan kizarélag az esetleges PCR-gatlas
ellenérzésére is alkalmazhaté (Iasd 2. abra). Ebben az esetben, adjon
reakcionként 2 ul belsé kontrollt és 10 ul HSV TM Mg-Sol kézvetlentl 20 pl
HSV TM Master. Minden egyes PCR reakciéhoz 30 pl master mixet készitsen
az el6z6ekben leirtak alapjan és adjon hozza 20 pl tisztitott mintat.
Amennyiben a PCR futtatast tobb mintara késziti eld, a mintaszamokhoz
viszonyitva novelje a HSV TM Mg-Sol és a bels6 kontroll térfogatat (lasd 8.4
PCR elbkészitése).

8.3 Kvantitalas

A mellékelt kvantifikalasi standardok (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1 — 4) a korabban mar megtisztitott mintaknak megfeleléen
kerlUlnek kezelésre, térfogatuk is azonos (20 pl). A standard gorbe ABI PRISM
Sequence Detection System készulékeken torténd létrehozasahoz mind a 4
kvantifikalasi standardot hasznalni kell a HSV-1 és HSV-2 esetében is,
valamint a megadott koncentracidval egyutt kell 6ket meghatarozni (lasd 8.5
ABI PRISM SDS programozasa).

Megjegyzés: A kvantifikalasi standardok mértékegysége képia/ul. A standard
gorbe altal meghatarozott értékeket az alabbi egyenlet segitségével lehet
atszamolni a mintak kopia/ml értékeire:

Eredmény (képia/ml) = Eredmény (kopia/ul) x Eluciés térfogat (ul)

Mintatérfogat (ml)

Felhivjuk figyelmét, hogy a fenti egyenletbe a kezdeti minta térfogataval kell
szamolni. Ezt figyelembe kell venni, amikor a minta térfogata kiiléndsen a
nukleinsav extrakcié soran megvaltozik (pl. centrifugalasnal csokken a térfogat
vagy novekedhet a térfogat az izolalashoz sziikséges térfogat kiegészitési
korrekcié utan).

Fontos: Az artus rendszer kvantitativ iranyelvei az ABlI PRISM 7000 SDS-en
elérhet6ek az alabbi weboldalon.

www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX (Technical Note for
quantitation on the ABI PRISM 7000 SDS).

* A PCR assay el6készitése soran a bels6 kontroll hozzdadasaval elbidézett térfogat
novekedés elhanyagolhatd. A detekcids rendszer érzékenységét nem befolyasolja.
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8.4 PCR elokészitése

Készitse el6 a felhasznalni kivant reakciocsdveket vagy a 96-well-es reakcio
platek-et a tervezett reakciokhoz. Az ajanlott eszkdzok listaja az alabbi
tablazatban talalhato:

Tarté6 Tomoritd

Termék Leiras Katadgusszam  Gyarté allvany’ pad
96-well-es  96-Well Optical 4 306 737 Applied nem —
optikai Reaction Plate Biosystems
reakcio
plate
Optikai Optical 4311971 Applied — igen
ragaszto Adhesive Biosystems
félia Covers
Optikai ABI PRISM 4 316 567 Applied igen -
reakcio Optical Tubes, Biosystems
csovek 8 Tubes/Strip
Optikai MicroAmp® N8010933 Applied igen -
reakcio Optical Tubes Biosystems
csovek
Optikai fed6  ABI PRISM 4 323 032 Applied - nem
(lapos) Optical Caps, 8 Biosystems

Caps/Strip

A PCR reakcié el6készitésekor ugyeljen arra, hogy legalabb egy kvantifikalasi
standardot és egy negativ kontrollt (Viz, PCR-tisztasagu) hasznaljon
parhuzamosan egy PCR futtatas soran. Standard gorbe készitésekor
hasznalja az 6sszes kvantifikalasi standardot (HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4 &
HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4) minden egyes PCR futtatas soran. Minden
hasznalat el6tt az 6sszes reagenst teljesen olvassza fel, ezutan keverje meg
(pipetazza tobbszor fel és le, vagy roviden vortexelje), majd roviden
centrifugalja.

Ha belsé kontrollt hasznal a DNS-izolalasi eljaras kontrollalasara és az
esetleges PCR-gatlas ellenérzésére, azt mar adja hozza az izolalashoz (lasd

8.2 Belsé kontroll). Ebben az esetben kovesse az alabbi pipettazasi vazlatot
(vazlatos attekintés 1. abra):

" A kétrészes tarolo allvany hasznalatakor, a reakcio csoveket ki kell nyitni a taroléba vald
behelyezéskor és taroldbdl torténd kivételekor. Annak érdekében, hogy elkeruljék a
szennyez6deést kizarolag csak a tarolo allvany also részét hasznaljak.
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Mintaszam 1 12
1. Master mix elékészitése HSV TM Master 20 pl 240 pl
HSV TM Mg-Sol 10 pl 120
HSV TM IC o ul oul
Teljes térfogat 30 pl 360 pl
2. PCR assay el6készitése Master mix 15 pl 15 pl each
Minta 5ul 5 ul each
Teljes térfogat 20 pyl 20 pl egyenként

Ha belsd kontrollt csak az esetleges PCR-gatlas ellenérzésére hasznalja,
kozvetlenul az HSV RG/TM Master-hez adja azt. Ebben az esetben, kérjuk az
alabbi pipettazasi vazlatot kdvesse (vazlatos attekintés 2. abra):

Mintaszam 1 12
1. Master mix elokészitése @ HSV TM Master 20 pl 180 pl
HSV TM Mg-Sol 10 pl 120 pl
HSV TM IC 2 ul 24
Teljes térfogat 32 pl* 384 pl*
2. PCR assay el6készitése Master mix 30 ul* 30 ul egyenkeént*
Minta 20 yl - 20 pl egyenkent
Teljes térfogat 50 pl 50 pl egyenként

* A belsé kontroll hozzaadasa altali térfogatndvekedés elhanyagolhaté a PCR assay
el6készitése soran. A detektalasi rendszer érzékenységét nem befolyasolja.

Pipetazzon 30 ul master mixet minden egyes PCR-cs6be vagy minden egyes
well-be a 96-well-es reakcio plate-en. Ezutan adjon hozza 20 pl-t az elualt
minta DNS-bél, majd ismételt fel-le pipettazassal keverje 6ssze. Zarja le a
reakciocsoveket a megfeleld zarosapkakkal, vagy amikor a 96-well-es reakcio
plate-et hasznalja fedje le az optikai ragaszthato fedéféliaval (Optical Adhesive
Covers). Centrifugalja le a reakcidcsoveket (taroldallvanyban vagy PCR
csovekben) vagy microtiter plate rotor segitségével a 96-well-es reakcid
platek-et 30 masodpercig 1,780 x g (4,000 rpm)-en annak érdekében, hogy
Osszegyljtse az el6készitett reakcio térfogatot a csd vagy a well aljan. Ha egy
ilyen centrifuga nem all rendelkezésére, kérjuk, gy6z6djon meg arrdl, hogy
mind a mastermix-és mintatérfogat a csovek vagy well-ek aljara lettek
pipettazva. Az elkészitett reakciot +4°C-on tarolhatja az ABI PRISM SDS
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készulék beprogramozasaig (lasd 8.5 ABI PRISM SDS készuléek
programozasa) és ezt kovetéen helyezzék be a készulékbe a reakcidkat.

Megjeqyzés:

B Ha az optikai reakcié csdveket az optikai fed6kkel hasznalja, mindig
tegyen egy rogzité allvanyt (96-Well Tray/Retainer Set) a készulékbe a
(ABI PRISM 7000, 7700 and 7900HT SDS). A kétrészes tarol6 allvany
hasznalatakor, a reakcio csoveket ki kell nyitni a taroloba vald
behelyezéskor és tarolobaol torténd kivételekor. Annak érdekében, hogy
elkeruljék a szennyezd6dést kizardlag csak a tarolo allvany alsoé részét
hasznaljak.

B 96-well-es optikai plate hasznalata ragaszthato fed6félia hasznalatat
koveteli meg tomoritdé pad hasznalataval egyutt (Optical Cover
Compression Pads).

I EEEEEEE———————————————
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A Belsé kontroll hozzaadasa a tisztitasi eljarashoz

.
/

1.abra: Sematikus munkafolyamat a tisztitasi eljaras és PCR gatlas ellenérzéséhez.

*Kérjuk Ugyeljen arra, hogy az oldatot megfelel6en razza 6ssze, jol keverje fel és dvatosan
centrifugalja le.
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Az artus master mixhez torténo belsd kontroll hozzaadasa

g [z A
N\ |/

e e
S

2.abra: Sematikus munkafolyamat a PCR gatlas ellenérzéséhez.

* Kérjik Ugyeljen arra, hogy az oldatot megfeleléen razza dssze, jol keverje fel és évatosan
centrifugalja le.
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8.5 ABI PRISM SDS készulék programozasa

Az ABI PRISM 7000 7900HT Sequence Detection Systems (SDS) készulékek
szoftvere néhany tovabbi informaciodt igényel a PCR reakcio futtatasa elétt. A
készulékek programozasi folyamatai, azonban egymastadl jelentésen eltérnek,
ezért ezekrél a kdvetkezd fejezetekben bévebb informacidt talal.

8.5.1 ABI PRISM 7000 SDS készulék programozasa

Az HSV DNS detektalasara hozzon Iétre egy profilt az ABI PRISM 7000 SDS
készlléken a kdvetkez6 hat I1épés szerint (8.5.1.1 — 8.5.1.6). Minden
specifikacido ABI PRISM 7000 SDS szoftver 1.0.1. verzidjara utal. Az ABI
PRISM 7000 SDS programozasanak részleteirél kéruk tajékozédjon az ABI
PRISM 7000 SDS felhasznaldi kézikonyvebél. A jobb attekinthetbseég
érdekében a szoftver beallitasait vastag keretbe foglalva talalja.

8.5.1.1 El6-beadllitasok egy uj PCR futtatas létrehozasahoz

Valassza ki a “New” elemet a File menubél az ABI PRISM 7000 SDS készulék
szoftverébdl programozza be az Uj dokumentumot a kévetkez6 kezdeti
beallitasokat alapjan (lasd 3. abra). A biztonsagi sablon (SDS Template [*.sdt])
a “Template” listaban all rendelkezésre vagy kivalaszthatja a “Browse” funkcioét
(lasd 8.5.1.5 PCR futas mentése).

Erésitse meg az elé-beallitasokat (OK).

New Document

Assay ! |Ahsolute Quantitation

Container: |gg-well Clear 1

Template : |Blank Document

Browse ... I

i 2

| OK I Cancel |

3. abra: ElS-beallitasok egy uj PCR futtatas létrehozasahoz (New Document).

8.5.1.2 Detektorok létrehozasalkivalasztasa

A “Detector Manager” almenii segitségével a “Tools” menubdl meg kell jeldlni
a megfeleld detektald festék fajtajat a fajlbol. Az HSV DNS kimutatasara,
valamint az artus HSV-1/2 TM PCR Kit bels6 kontrolljanak detektalasara, az
alabbi tablazatban listazott riportereket/quenchereket hataroztak meg:
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Detektalas Riporter Quencher

HSV-1 DNS FAM nincs
HSV-2 DNS NED nincs
Belsé kontroll (HSV TM IC) VIC nincs

Ahhoz, hogy létrehozza ezeket a detektorokat, valassza ki “File” (bal alsé
sarkaban a “Detector Manager’-t) és
ezt kovetben az “New” opciot.

New Detector

g fers HSVZ
ferns HSVZ

%’nn;: HSY V2 TMPCR K

. [nED ' 1

Descnpson [G"u: HSVY VR TMPCR Kt

1 Raponsr Dye: [FAM

[n'-:ro,

2

4.abra: Hozza létre az HSV-1 specifikus 5 abra: Hozza létre az HSV-2 specifikus
detektort (Detector Manager). detektort (Detector Manager).

Nome. [omus 15V

Descnption [-mn. resS\

Raporar Dy f.)v

Quenchet Dyn 'lmmgﬂ

6. dbra: Hozza létre a belsd kontroll specifikus detektort (Detector Manager).

A HSV-1 DNS vagy a HSV-2 DNS kimutatasara hatarozza meg a
reporter/quencher kombinaciét FAM/none vagy NED/none az uj ablakban. A
belsé kontroll detektalasara valassza ki a VIC/none kombinaciot (amint a 4.
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abra és 5. abra mutatja). A bemeneti adatok megerésitésével (OK), térjen
vissza a “Detector Manager™-hez.

Jeldlje ki az ujonnan létrehozott detektorokat és minden kijeldlést helyezzen at
a “Well Inspector™-be az “Add to Plate Document” opciora kattintva (lasd 7.
abra). Zarja be az ablakot (Done).

Detector Manager L l(_l
Detector List
Flnd I - I - |

Last Modified

artus HSV (none)
artus HSV1 artus HSY FAM (none)
artus HSV2 artus HSV NED (none)

3

8.5.1.3 Szuikséges informacidk hozzarendelése a plate poziciékhoz

7. abra: Valassza ki a detektorokat (Detector Manager).

Nyissa meg a “Well Inspector’-t a “View” menubél, hogy kivalaszthassa a
detektorokat 8.5.1.2 (lasd 8. abra).

well Inspector ,_‘]
Well(s) B2-B8

Sample Name:  [OS1 HSV1

Quencher
P latus HSVIC | {{(none)

~ an H I | : ’ 1

I OmitWell
Passive
AddDetector. |  Remove | Close | [Rox v 2
8. abra: Szikséges informacidk hozzarendelése (HSV-1) a plate pozicidkhoz (Well
Inspector).
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3

Well(s). B2-B8
Sample Neame I"JS1 HSV2

Usel Detector ] Reporter l Quencher I Task ] Quantity ]
F lanusHSVIC vic |(none) | Unknown
M |arus HSV1 FAM (none) Unknown

Color

Add Detector._. | Remove | Close |

9. abra: Szikséges informaciok hozzarendelése (HSV-2) a plate pozicidkhoz (Well
Inspector).

Jeldlje meg azon plate pozicidkat, melyek az HSV DNS detektalasara
fenntartott helyeket jelentik. Rendelje a kivalasztott detektorokat ezekhez a
pozicidkhoz a “Use” opcid aktivalasaval mindkét detektor esetében, amelyen
majd egy pipa fog megjelenni. Minden egyes egyeduli reakcio elnevezésére
valassza ki a megfeleld poziciot a platen és adja meg a nevet (Sample Name).
Kérjuk vegye figyelembe, hogy az el6készitett minta megegyez6 neve
“Sample Name “és a detektor megegyez6 jeldlése replikaként fogja 6ket
azonositani a szoftver és a kvantifikalt patogén mennyisége alapjan atlagolni
fogja a detektalt eredménylket.

Ezutan valassza ki a megfeleld funkciét (Task) minden minta tipusanak
megfeleléen az kdvetez6 tablazat alapjan:

Funkcié Koncentracié Riporter Riporter
Mintatipus (Task)  (Quantity) HSV-1 HSV-2 Quencher
Minta Ismeretlen — FAM NED nincs
Nincs- NTC - FAM NED nincs
templat
kontroll
Standard Standard lasd 1. Kit FAM NED nincs

tartalma

Standard gorbe létrehozasahoz, az dsszes, kitben 1évé Kvantitacios
standardot hasznalja fel (HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1
—4) egy PCR futtatas soran és adja meg a megfelelé koncentracidkat (lasd 1.
Kit tartalma) minden egyes standardra (Quantity). Felhivjuk figyelmét, hogy az
artus HSV-1/2 TM PCR Kit segitségével futtatott PCR reakciékhoz, ROX
festéket kell beallitani, mint passziv referenciat (Passive Reference). A ROX
festék egyenletes eloszlasat az 6sszes PCR reakciokban az HSV TM Master

I EEEEEEE———————————————
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mastermix-el torténd elkeverése garantalja és a cs6-cs6 kozotti fluoreszcencia

segitségével allapitjak meg (normalizalas).
8.5.1.4 Homérséklet profil készitése

Ahhoz, hogy létrehozzon egy hémérseékletprofilt, valtson at a “Setup” fulrél a
“Instrument” fllre a szoftverben. Adja meg a specifikus hémérséklet profilt az
HSV DNS detektalasahoz a 10. abra alapjan. Annak érdekében, hogy
eltavolitsa az el6-beallitasokban tarolt 50°C-os Iépést, jeldlje ki ezt a bal egér
gombbal és egyidejlleg tartsa lenyomva a Shift billentyi, majd tordlje ki a
Backspace billenty( hasznalataval. Gy6z6djon meg réla, hogy a reakcio
térfogat 50 pl-re let allitva. A “9600 Emulation” opciét kell aktivalni, the pre-
settings of the Az “Auto Increment” el6-beallitasai valtozatlanul kell hagyni
(Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile | Auto Increment

AddCycle | AddHold | AddStep | [Fample Volume

Help | [ Dissociation Protocol c

v 9600 Emulation

10. abra: H6mérséklet profil készitése
8.5.1.5 PCR futas mentése

Mentse el a beallitasokat (Setup) sablonként, annak érdekében, hogy azt
modositott vagy valtozatlan formaban hasznalhassa a tovabbiakban. A
beallitasok “SDS Template” (*.sdt) “Template Directory™be vald mentésével
(Helyi lemez [C:]\Program Files\ ABI PRISM 7000\Templates, Applied
Biosystems altal készitett). Ezt fajlt kozvetlenul a “New Document” ablak
“Template” legordulé listajabol valaszthatja ki. A “Browse” funkcid segitségével
mas mappakban 1évé masolatokat is meg tud nyitni. Mielbtt elinditana a PCR
futast mentse el még egyszer, mint “SDS Document” (*.sds), annak
érdekében, hogy a PCR soran a gydjtott adatok mentése garantalt legyen.

I EEEEEEE———————————————
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8.5.1.6 PCR futas inditasa
Inditsa el a PCR futast a menubdlpontbdl a “Start” opcio kivalasztasaval.
8.5.2 Az ABI PRISM 7900HT SDS programozasa

Az HSV DNS detektalasara hozzon létre egy profilt az ABI PRISM 7900HT
SDS készulékén a kovetkez6 hat Iépés alapjan (8.5.2.1 — 8.5.2.6). Minden

specifikacié az ABI PRISM 7900HT SDS 2.1. verzidju szoftverére utal. Az ABI
PRISM 7900HT SDS programozasanak részleteirél kéruk tajékozédjon az ABI

PRISM 7900HT SDS felhasznaldi konyvebdl. A jobb attekinthetbség
erdekében a szoftver beallitasait vastag keretbe foglalva talalja.

8.5.2.1 Elé-beallitasok egy uj PCR futtatas létrehozasahoz

Valassza ki a “New’™t a “File “menubdl az the ABI PRISM 7900HT SDS-en és

programozza be az uj dokumentumot a kovetkez6 kezdeti beallitasokat
alapjan (lasd 16. abra). A biztonsagi sablon (ABI PRISM SDS Template
Document [*.sdt]) rendelkezésre all a “Template” listaban vagy kivalaszthaté
“Browse” funkcid alkalmazasaval. (lasd 8.5.3.5 PCR futas mentése). Erbsitse
meg az el6-beallitdsokat (OK).

Megjeqyzés: Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit nem hasznalhat6 az ABI PRISM
7900HT SDS 384 plate formatumaval.

New Document E

Absolute Quantification (Standard Curve)

Blank Template

- "ok | concel |

11. abra: El&-beallitasok egy uj PCR futtatas Iétrehozasahoz (New Document).
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8.5.2.2 Detektorok létrehozasal/kivalasztasa
Detektorok létrehozasal/kivalasztasa

A “Detector Manager” almentli segitségével a “Tools” menubél (esetlegesen:
“Setup” szint/”Add Detector” funkcio valasztasa) meg kell jelolni a megfelel6
detektald festék fajtajat a fajlbol. Az HSV DNS kimutatasara, valamint az artus
HSV-1/2 TM PCR Kit belsé kontrolljanak detektalasara, az alabbi tablazatban
listazott riportereket/quenchereket hataroztak meg:

Detektalas Riporter Quencher

HSV-1 DNS FAM Nem fluoreszcens
HSV-2 DNS NED Nem fluoreszcens
Belsé kontroll (HSV TM IC) VIC Nem fluoreszcens

Ahhoz, hogy létrehozza ezeket a detektorokat, valassza ki a “New” opciot
(“Detector Manager” bal alsé része).

Add Detector

Name I irftus HSV2

Name I artus HSW

bescription: | atus HSV V2 TM PCR Kit Descrigton: | artus HSV 12 TM PCR Kit
1 Repocter: IF&M 'I
Quencher INon Fluorescent 'l

coor: [

Reporter |nrr- -I
Quancher Ih’unF‘uowscen( 'I
coior. I

Notes:

12. abra: HSV-1 specifikus detektor 13. abra: HSV-2 specifikus detektor

létrehozasa. (Detector Manager) létrehozésa. (Detector Manager)
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Add Detector

Name l alus HEV i

0 l aius HEV 12 TM PCR Kit

1 e
Quencher INl,m Fluorescent 'I
coor. I

2 14. abra: Belsd kontroll (IC) detektor
Cancel | létrehozasa (Detector Manager).

A HSV-1 DNS és HSV-2 DNS kimutatasara, az alabbi tablazatban listazott
riporterek/quencherek kombinaciéi FAM/Non Fluorescent (FAM/Nem
Fluoreszcens) vagy NED/Non Fluorescent (NED/Nem Fluoreszcens)
hatarozhatéak meg az uj ablakban. Az “Internal Control “ belsé kontroll
detektalasara, valassza ki a VIC/Non Fluorescent (VIC/Nem Fluoreszcens)
kombinaciot (amint a 12. abra —14. abra mutatja). A bevitt adatok
elfogadasaval (OK), visszatér a “Detector Manager’™-be. Jeldlje ki az ujonnan
létrehozott detektort és a “Setup” szintr6l minden egyes kivalasztast masoljon
at a “Copy to Plate Document” opciéra valo kattintassal. (Iasd 15. abra). Zarja
be az ablakot (Done).

Reporter Color
artus HSV IC viC Non Fluorescent ==l 1
artus HSV1 FAM Non Fluorescent =
artus HSV2 NED Non Fluorescert =

15. abra: Detektorok kivalasztasa (Detector Manager).
8.5.2.3 Szukséges informaciok hozzarendelése a plate poziciéhoz

A “Detector Manager” (Done) bezarasa utan a 8.5.2.2 pont alatt a detektorok
kivalasztasra kerulnek a “Setup” ful tablazat listajaban (lasd 16. abra — 17.
abra).
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Setup | instrument |
Well(sy B3-B7, C3-C7, D3-D7, E3-E7

Sample Name: Ii S1HE
Use Detector Reporter Task
X artus HSV IC VIC Unknown
) artus HSV1 Standard
X artus HSV2 | Unknown
NTC
Add Detector ... Clear Copy to Manager I
Passive Reference: 2
Omit Welk(s)
16. abra: Szukséges informaciok hozzarendelése (HSV-1) a plate poziciokhoz.
Setup | instrument |
Wel(s) B3.B7, C3-C7, 0307, E3-67 2]
Sample Name: |
Use Detector Reporter Task Quanttty Color
X artus HSV IC | VIC Unknown | 0| .
X artus HSV1 FAM Unknown o N
= arfus HSV?2 Standard 1E4
Unknown 1
Standard
NTC
Add Detector ... Clear Copy to Manager
Passive Reference: 2
Omit Weill(s)

17. abra: Szukséges informaciok hozzarendelése (HSV-2) a plate pozicidkhoz.

Jeldlje meg a HSV DNS-nek fenntartott poziciot a lemezen. Rendelje hozza a
kivalasztott detektorokat ezekhez a poziciékhoz a “Use” opciéo mindkét
detektor esetében torténd aktivalasaval, amelyen egy kereszt fog megjelenni.
Minden egyes reakcio elnevezésére valassza ki a megfelel6 poziciét a platen
és vigye be a nevet (Sample Name). Kérjuk vegye figyelembe, hogy az
elbkeészitett minta megegyez6 neve “Sample Name “és a detektor megegyez6
jelolése miatt replikaként fogja 6ket azonositani a szoftver és a kvantifikalt
patogén mennyisége alapjan atlagolni fogja a detektalt eredményutket. Ezutan
valassza ki a megfelel6 funkciot (Task) minden minta tipusanak megfelel6en
az kovetez6 tablazat alapjan:
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Funkcié6 Koncentracié Riporter Ripoter
Mintatipus (Task) (Quantity)  HSV-1 HSV-2 Quencher

Minta Ismeretlen — FAM NED Nem
fluoreszcens

Nem-templat NTC - FAM NED Nem
kontroll fluoreszcens

Standard Standard  lasd 1. A kit FAM NED Nem
tartalma fluoreszcens

Standard gorbe létrehozasahoz, az 6sszes, kitben 1évé Kvantitacios stadardot
hasznalja fel (HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4) egy
PCR futtatas soran és adja meg a megfelel6 koncentraciokat (lasd 1. Kit
tartalma) minden egyes standardra (Quantity). Felhivjuk figyelmét, hogy az
artus HSV-1/2 TM PCR Kit segitségével futtatott PCR reakciékhoz, ROX
festéket kell beallitani, mint passziv referenciat (Passive Reference). A ROX
festék egyenletes eloszlasat az dsszes PCR reakcidokban az HSV TM Master
mastermix-el térténd elkeverése garantalja és a csé-csé kozotti fluoreszcencia
segitségével allapitjak meg (normalizalas).

8.5.2.4 Hémérséklet profil létrehozasa

Ahhoz, hogy létrehozzon egy hémérsékletprofilt, kattintson a “Setup” fllben
az” Instrument” fllre. Adja meg a specifikus hémeérséklet profilt az HSV DNS
detektalasahoz a 18. abra alapjan. Gy6z6djon meg réla, hogy a reakcio
térfogat 50 pl-re lett allitva. A “9600 Emulation” opcidt kell aktivalni, a “Ramp *
id6 és az “Auto Increment “el6-beallitasait valtozatlanul kell hagyni (Auto
Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

Setup Instrument |

92
Thermal Cycler Protocol 2
Thermal Profie | Auto increment | Ramp Rate | Data Cotection |
Slaged Slage2 -
Repeats [45
[10:00 fo1s \
\
\ 1
\
\ |55.0
—d
1:00
=
AddCyce | AddHod | adasien Delete step | sa’""'ew'"m:(é’u 2
Add Dissociation Stage |
3

18. dbra: Homérséklet profil 1étrehozasa.
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Tovabba a “Instrument” fll tartalmaz egy “Data Collection "opciot. Ezen opcio
valasztasaval az ablak kinyilik lasd 19. abra. A hémérséklet profilt abrazolo
minden egyes meredek és platd homérsékletet jelzd egyenes egy “"Data
Collection Icon” (Adat gyujto ikon)-t mutat, ami illusztralja, hogy a futas egy
adott szakaszaban gyUjti az adatokat. Vegye ki az 6sszes szombolumot, kivéve
az "Annealing-Extension step (Stage2/Step?2)”-et, annak érdekében, hogy
kizarjak a felesleges fluoreszcencia méréseket. A teljes futasi idot és az adat
mennyiséget igy minimumon tarthatjuk.

mhwmtl

Thermal Cycler Protocol

Data Collection
Stage 2

Repeats [45

950

Thermal Profile | Auto Increment | Re

p Rate

| (Hod | | I Sample Volume (uL):

i Jso

¥ 9600 Emulation

19. abra: Adatgydujtés.
8.5.2.5 PCR futas mentése

Mentse el a beallitasokat (Setup) sablonként, annak érdekében, hogy azt
modositott vagy valtozatlan formaban hasznalhassa a tovabbiakban. A
beallitasok “ABI PRISM SDS Template Document™ként (*.sdt) “Template
Directory’™-be val6é mentésével ([D:]\Program Files\ Applied Biosystems\SDS
2.1\Templates, Applied Biosystems altal készitett). Ezt fajlt kozvetlenul a “New
Document” ablak “Template” legordulé listajabol valaszthatja ki. A “Browse”
funkcié segitségével mas mappakban Iévé masolatokat is meg tud nyitni.
Miel6tt elinditana a PCR futast mentse el még egyszer, mint “ABI PRISM SDS
Document” (*.sds), annak érdekében, hogy a PCR soran a gyjtott adatok
mentése garantalt legyen.
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8.5.2.6 PCR futas inditasa

Inditsa el a PCR futast a “Start” opcio kivalasztasaval az “Instrument”
menubdl.

9. Adatelemzés

A festékek (Pure Spectra Component File) és a hattér (Background
Component File) validalt kalibraciéja a készulék Uzembe helyezése esetén
szUkséges. Az eredmeények pontos kiszamitasahoz a kovetkezd kalibracids
fajlok szikségesek:

Minden, készulék altal generalt zavaro jelek, amelyek befolyasolhatjak a
meéreést kikiszobolhetéek az ABI PRISM Sequence Detection Systems
Sequence Detection Software Background Component File-nak segitségével.

Tovabbi interferencia jelenhet meg a tobbszinl vizsgalatok alatt az egyedi
fluoreszcens festék emisszids spektrumai kézott. Az ABI PRISM SDS szoftver
szamitasokkal kompenzalja ezeket az interferencidkat az egyedi festékek
spektralis adatai alapjan, melyet a “Pure Spectra Component File” tartalmaz.
A szoftver ugyanazt a fajlt hasznalja a fluoreszcens adatok kijeloléséhez,
melyek a a PCR futas esetében programozott detektorok altal 6sszegyjtott
teljes vizsgalhatd spektrumot tartalmazzak. Az egyedi festékek fluoreszcens
adatait osztva a passziv referencia festéek (ROX) altal kapott jelek értékével
szamszerUsitheték a cs6-csé kdzotti variaciok (fluoreszcencia eltérések
szamos PCR készitmények kozott). Az igy kapott normalizalt jelek ezutan
értékelhetbek az “Amplification Plot* segitségével.

A PCR futasok értékeléséhez hasznalt kalibracios fajlok automatikusan
tarolodnak a futas mentésével. Ha nincs kalibracios fajl telepitve kérjuk
készitse el ezen fajlokat az ABI PRISM SDS felhasznaléi kézikonyvében leirt
utasitasok alapjan.

Amennyiben tébb, mint egy artus TM PCR rendszer van integralva a PCR
futasahoz (vegye figyelembe a hdmérséklet profilt), keérjuk ezeket a
vizsgalatokat kulon-kulon végezze el. Egyedi “Sample Name*“-el rendelkez6
minta és egy egyedi detektor megjeldlése automatikusan replikaként fogja
azonositani az ABI PRISM 7000 és 7900HT SDS Software segitségével és a
kapott adatokat a patogén felhalmozodas tekintetében atlagolni fogja.

A kovetkez6 eredmények fordulhatnak elé:

1. A detektalt jel a FAM fluoreszcens jel HSV-1 vagy NED fluoreszcens jel
HSV2 esetében.

A vizsgalat eredménye pozitiv: A minta HSV DNS-t tartalmaz.

Ebben az esetben a VIC fluoreszcens jel (belsd kontroll) elhanyagolhato, mivel
a magas HSV DNS kezdeti koncentracié (pozitiv FAM fluoreszcens jel HSV-1
és NED fluoreszcens jel HSV-2) a belsé kontroll fluoreszcens jelének
csokkenéséhez vagy hianyahoz vezethet (kompeticio).
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2. Sem a HSV-1 FAM fluoreszcens jele, sem pedig a HSV-2 NED fluoreszcens
jele nem detektalhatd. Ugyanakkor, ezzel egyidében jelenik meg a belsé
kontrollbdl a VIC fluoreszcens jel.

A mintaban nem detektalhaté HSV DNS. Negativnak tekintheto.

A negativ HSV PCR esetében a bels6 kontroll detektalt jele alapjan kizarhaté
a PCR gatlas lehetdsége.

3. Sem a HSV-1 FAM fluoreszcens jele, sem a HSV-2 NED fluoreszcens jele,
valamint a belsé kontroll VIC fluoreszcens jele sem detektalhato.

Nem lehet kovetkeztetni a diagnoézisra.

A hibaforrasokat és ezek megoldasara vonatkozé informacidkat a

7 v 7

10. Hibaelharitasi utmutatoban talalja.

Példak a pozitiv és negativ PCR reakciokra 20. — 23. abran (ABI PRISM 7000
SDS) és a 24. — 27. abran (ABI PRISM 7900HT SDS).
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20. abra: Kvantitaciés standardok detektalasa (HSV-1 LC/RG/TM QS 1 —4) a FAM

fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: nem-templat kontroll (negativ
kontroll).
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21. abra: Belsé kontroll (IC) detektalasa VIC fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7000

SDS) és a kvantitacios standardok (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4) egyideju amplifikalasaval.
NTC: nem-templat kontroll (negativ kontroll).
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22. abra: Kvantitaciés standardok detektalasa (HSV2 LC/RG/TM QS 1 —4) a NED

fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: nem-templat kontroll (negativ
kontroll).
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23. abra: Belsé kontroll (IC) detektalasa VIC fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7000

SDS) és a kvantitacios standardok (HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4) egyideji amplifikalasaval.
NTC: nem-templat kontroll (negativ kontroll).

24. abra: Kvantitaciés standardok detektalasa (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4) FAM
fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: nem-templat kontroll (negativ
kontroll).
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25. abra: Belsé kontroll (IC) detektalasa VIC fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7700
SDS) és a kvantitacios standardok (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4) egyideji amplifikalasaval.
NTC: nem-templat kontroll (negativ kontroll).

Asnpiific ation Plot

e

26. abra: Kvantitaciés standardok detektalasa (HSV2 LC/RG/TM QS 1 —4) NED
fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: nem-templat kontroll (negativ
kontroll).
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27. abra: Belsé kontroll (IC) detektalasa VIC fluoreszcens jel mérésével (ABI PRISM 7700
SDS) és a kvantitacios standardok (HSV2 LC/RG/TM QS 1 — 4) egyideji amplifikalasaval.
NTC: nem-templat kontroll (negativ kontroll).

10. Hibaelharitasi utmutato

Sem a HSV-1 FAM fluoreszcens jele, sem a HSV-2 NED fluoreszcens jele
nem detektalhaté a pozitiv kontrollokkal (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4 &
HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4):

B A PCR adatok elemzéséhez valasztott detektal6 festék nem felel meg a
protokollnak.

=» A HSV PCR analitikai adatelemzéshez valassza ki a FAM festéket a
HSV-1 és a NED festéket a HSV-2 és a VIC festéket a beslé kontroll
PCR detektalasara.

B Az “Options” alatt az adatelemzéshez hasznalt beallitasok (Extension
Phase Data Extraction) nem felelnek meg a “Data Collection” beallitasinak
(ABI PRISM 7900HT SDS-nél lasd 8.5.3.4 H6mérséklet profil
létrehozasa).

> Elemezze a PCR futast a helyes beallitasokkal és ismételje meg az
adatelemzést (Analysis).

M ABI PRISM Sequence Detection System hémérséklet profiljanak helytelen
programozasa.

=» Hasonlitsa 6ssze a hdmérséklet profilt a protokollal (lasd 8.5 Az ABI
PRISM SDS programozasa).

B PCR reakcio helytelen konfiguralasa.

=» Ellenérizze a munkalépéseket a pipettazasi vazlat alapjan (lasd 8.4 PCR
elbkészitése) és ismételje meg a PCR futtatast, amennyiben szikséges.
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B AKkit egy vagy tobb 6sszetevdjének a tarolasi kdrtilménye nem a 2.
Tarolas fejezetben leirt utmutatasok szerint tortént vagy az artus HSV-1/2
TM PCR Kit lejart.

> Kérjuk ellendrizze a tarolasi kérilményeket és a reagensek lejarati
datumat (lasd a kit jelzésinél), hasznaljon uj kitet, amennyiben
szukséges.

Bels6 kontroll fluoreszcens jele gyengén vagy egyaltalan nem
detektalhaté (VIC fluoreszcens jel) valamint a specifikus HSV PCR
HSV-1 FAM és HSV-2 NED fluoreszcens jelének egyidejii jelenléte
detektalhato:
B A PCR koértlményei nem felelnek meg a protokollnak.

=» Ellenérizze a PCR koérlilményeket (lasd fentebb) és ismételje meg a
PCR futtatast a helyes beallitdsokkal, amennyiben szikséges

B APCR gatolt.

=» Bizonyosodjon meg réla, hogy a javasolt izolal6 modszert hasznalta
(lasd 8.1 DNS izolalas) és szorosan ragaszkodjon a gyarté
utasitasaihoz.

=» Gy6zddjon meg arrdl, hogy a DNS izolalas alatt a javasolt tovabbi
centrifugalasi lépés kivitelezése az elucid elbtt megtortént, annak
érdekében, hogy a visszamaradt etanolt eltavolitsa a rendszerbdl. (lasd
8.1 DNS izolalas).

B Az extrakcid soran a DNS elveszett.

=» Amennyiben a belsé kontroll hozza lett adva az extrakcidhoz, a bels6
kontroll meglévé jele utalhat a DNS elvesztésére az extrakcids I1épés
alatt. Gy6z6djon meg arrél, hogy a javasolt izolalasi médszer szerint jart
el. (lasd 8.1 DNS izolalas) és szorosan ragaszkodjon a gyarté
utasitasaihoz.

B AKkit egy vagy tobb 6sszetevéjének a tarolasi koriilménye nem a 2.
Tarolas fejezetben leirt utmutatasok szerint tortént vagy az artus HSV-1/2
TM PCR Kit lejart.

=>» Kérjuk ellendrizze a tarolasi kérilményeket és a reagensek lejarati
datumat (lasd a kit jelzésinél), hasznaljon uj kitet, amennyiben
szlkséges.

Az analitikai PCR HSV-1 FAM fluoreszcens jele és a HSV-2 NED
fluoreszcens jele negativ kontrolokkal:

B Szennyezdédés tortént a PCR el6készitése soran.
=» Ismételje meg a PCR futast replikatumban Uj reagensekkel.

=» Amennyiben lehetséges, zarja le a PCR csdvet kdzvetlendl a vizsgalati
minta hozzaadasa utan.

=» A pozitiv kontrollt szigorian a végén pipettazza az elegyhez.
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> Gyb6z6djon meg réla, hogy a munkafellilet és a készilékek tisztitasa
rendszeresen megtorténjen.

B Szennyezédés tortént a extrakcié soran.

=» Ismételje meg az extrakciot és a PCR futast a vizsgalni kivant mintaval
és Uj reagensekkel.

=» Gy6z06djon meg réla, hogy a munkafeliilet és a készllékek tisztitasa
rendszeresen megtorténjen.

Ha barmilyen tovabbi kérdése van vagy ha probléma merulne fel kérjuk
forduljon bizalommal a miszaki szolgalatunkhoz.

11. Teljesitmény-jellemzék

11.1 Analitikai érzékenység

Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit analitikai érzékenységének a
meghatarozasahoz HSV-1 esetén egy 25.7- 0.008 nominalis HSV koépia/ul-nek
megfelel6*, HSV-2 esetén egy 35.31-0.012 nominalis HSV kopia/ul-nek
megfelel6* standard higitasi sort kell késziteni és vizsgalni az ABI PRISM
7000 és 7900HT Sequence Detection Systems-en az artus HSV-1/2 TM PCR
Kit segitségével. A vizsgalatot harom kulonb6zé napon nyolc parhuzamos
mintaval végezték. Az eredményeket probit-elemzéssel hataroztak meg. A
probit-elemzés grafikai megjelenitése (ABI PRISM 7900HT SDS) a 28. abran
és 29. abran lathato.

Kimutatasi hatar (p = 0.05)

ABI PRISM 7000 SDS (HSV-1) 0.9 kopia/pl
ABI PRISM 7000 SDS (HSV-2) 0.5. kdpia/pl
ABI PRISM 7900HT SDS (HSV-1) 1.8 kopia /ul
ABI PRISM 7900HT SDS (HSV-2) 2.0 kopia /pl

Ez azt jelenti, hogy 0.9 kopia/ul (HSV-1) vagy 0.5 képia/pl (HSV-2, ABI PRISM
7000 SDS), illetve 1.8 kopia/pl (HSV-1) vagy 2.0 képia/ul (HSV-2, ABI PRISM
7900HT SDS) 95%-a detektalasra kerul.

I EEEEEEE———————————————
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Probit elemzés: HSV-1 (ABI PRISM 7900HT SDS)
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28. abra: Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit HSV-1 analitikai érzékenysége (ABI PRISM 7900HT
SDS)

Probit elemzés: HSV-2 (ABI PRISM 7900HT SDS)
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29. abra: Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit HSV-2 analitikai érzékenysége (ABI PRISM 7900HT
SDS)
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11.2 Specificitas

Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit specificitdsa elsésorban és leginkabb a
primerek és probak kivalasztasan, illetve a szigoruan meghatarozott
reakciofeltételeken alapul. A primerek és probak a lehetséges homologiakra
ellen6rzésre kerultek szekvencia-Osszehasonlitasi elemzéssel minden
génbankokban publikalt szekvenciaval szemben. Minden relevans genotipus
detektalhatosag ezaltal biztositva van. Az artus HSV-1/2 TM PCR kit
lehetséges keresztreaktivitasa az 1. tablazatban talalhatoé kontrollcsoporttal lett
tesztelve. A tesztelt patogének egyike sem mutatott keresztreaktivitast.

1. tablazat A kit specificitasanak vizsgalata potencialis keresztreaktiv

patogénekkel
HSV-1/2

Kontrollcsoport (FAM/NED) Belsd kontroll (VIC)
Human herpeszvirus 3 - +
(Varicella-zoster virus)
Human herpeszvirus 4 - +
(Epstein-Barr virus)
Human herpeszvirus 5 - +
(Cytomegalovirus)
Human herpeszvirus 6 A - +
Human herpeszvirus 6 B - +
Human herpeszvirus 7 - +
Human herpeszvirus 8 - +
Hepatitisz A virus — +
Hepatitisz B virus - +
Hepatitisz C virus - T+
Human immundeficiencia virus - +
(HIV)
Human T-sejt leukémia virus 1 és 2 — +
Nyugat-nilusi virus - +
Enterovirus — +
Parvovirus B19 - +
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11.3 Precizio

Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit preciziés adatai altal meghatarozhatjuk a
vizsgalatok teljes variabilitasanak 0sszegét. A teljes variabilitas a vizsgalaton
egy kisérletben mért eredményeinek variabilitdsa), a vizsgalatok kozotti
variabilitasbdl (inter-assay variability) (egy laboratériumon belll kilonbdzé,
de azonos tipusu készuléken, tObb operator altal végzett vizsalatok
eredményeinek variabilitasa) €s a gyartasi tételek kozotti variabilitasbol (inter-
batch variability) (kalonb6zé gyartasi tételek felhasznalasaval veégzett
vizsgalatok eredményeinek variabilitasa) all. A mért adatok alapjan
meghatarozasra kerult a patogén-specifikus, illetve a belsé kontroll PCR
eredmények szérasa, varianciaja és variaciés koefficiense.

s

kvantitaciés standard (QS 4; 10 képia/pl) hasznalataval hataroztak meg. A
vizsgalatot 8 parhuzamos mintaval végezték. A pontossagi adatokat az
amplifikaciés goérbe CT-értéke alapjan hataroztak meg (CT: kiszébciklus, lasd
2. és 4. tablazat). Tovabba a pontossagi adat kopia/pl-ben megadott
kvantitativ eredményét a megfelel6 Ct hasznalataval hataroztak meg (lasd 3.
minta atlagos statisztikai eloszlasa: 1.67 % (Ct; HSV-1), 1.95 % (Ct; HSV-2)
vagy 20.66 % (konc., HSV-1) és 22.42 % (konc., HSV-2), belsé kontroll
detektalasakor 1.23 % (Ct; HSV-1) és 1.04 % (Ct; HSV-2). Ezek az értékek a
meghatarozott variabilitds minden egyes értékén teljességén alapszanak.
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2. tablazat: A HSV-1 preciziés adatai a Ct értékek alapjan

Variaciés

Standard deviacié Variancia koefficiens [%)]
Intra-assay variabilitas: 0.18 0.03 0.51
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Intra-assay variabilitas: 0.24 0.06 0.87
Belsé kontroll
(Internal Control)
Inter-assay variabilitas: 0.25 0.06 0.70
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-assay variabilitas: 0.37 0.14 1.36
Bels6 kontroll
(Internal Control)
Inter-batch variabilitas: 0.23 0.05 0.67
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-batch variabilitas: 0.17 0.03 0.65
Bels6 kontroll
(Internal Control)
Teljes variancia: 0.92 0.84 2.62
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Teljes variancia: 0.49 0.24 1.84
Bels6 kontroll
(Internal Control)

3. tablazat A HSV-1 precizios adatai kvantitativ eredmények alapjan
(k6pia/pl)

Standard Variacios
deviacié Variancia koefficiens [%]
Intra-assay variabilitas: 1.32 1.75 13.12
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-assay variabilitas: 1.60 256 15.81
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Inter-batch variabilitas: 1.22 1.50 12.14
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Teljes variancia: 1.42 2.00 14.02
HSV1 LC/RG/TM QS 4
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4.tablazat. A HSV-2 precizids adatai a Ct értékek alapjan

Variacioés
koefficiens
Herpesz simplex virus 2 Standard deviacié Variancia [%0]
Intra-assay variabilitas: 0.22 0.05 0.90
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Intra-assay variabilitas: 0.04 0.00 0.33
Bels6 kontroll
(Internal Control
Inter-assay variabilitas: 0.62 0.38 2.51
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-assay variabilitas: 0.12 0.01 0.98
Bels6 kontroll
(Internal Control
Inter-batch variabilitas: 0.38 0.14 1.52
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-batch variabilitas: 0.14 0.02 1.12
Belsd kontroll
(Internal Control
Teljes variancia: 0.48 0.23 1.95
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Teljes variancia: 0.13 0.02 1.04
Bels6 kontroll
(Internal Control
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5.tablazat: A HSV-1 preciziés adatai kvantitativ eredmények alapjan
(k6pia/pl)

Variacioés
koefficiens
Herpesz simplex virus 2 Standard deviacié Variancia [%0]
Intra-assay variabilitas: 1.39 1.94 13.82
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-assay variabilitas: 2.86 8.20 27.46
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Inter-batch variabilitas: 1.96 3.85 19.27
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Teljes variancia: 230 531 22 42
HSV2 LC/RG/TM QS 4

11.4 Robosztussag

Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit robosztussaganak ellendrzése lehetove teszi a
kit teljes hibaszazalékanak meghatarozasat. 30 HSV negativ agy-gerincveldi
folyadékmintat 5.4 kdpia/ul elucios térfogatu HSV-1 kontroll DNS-el kezeltek
(kimutatasi hatar haromszoros koncentracioja). A QlAamp DNA Mini Kit-el
(QIAGEN; lasd 8.1 DNS izolalas) torténé extrakcio utan az artus HSV-1/2 TM
PCR Kit segitségével vizsgaltak ezeket a mintakat. A HSV-2 vizsgalata
hasonlé médon tortént az el6zéekhez. (30 agy-gerincvelbi folyadékminta, 6
copies/pl HSV-2 kontroll DNS). Az 6sszes HSV-1 és HSV-2 minta
hibaszazaléka 0 % volt. Tovabba, a bels6 kontroll robosztussaganak
értékelése a 30 HSV negativ agy-gerincvel6i minta tisztitdsa és vizsgalata
alapjan torténik. A teljes hibaszazalék 0 % volt. igy az artus HSV-1/2 TM PCR
Kit robosztussaga = 99 %.

11.5 Reprodukalhatésag

A reprodukalhatosagi adatok lehetévé teszik az artus HSV-1/2 TM PCR kit
teljesitmény-jellemzdinek rendszeres mérését, valamint mas termékekkel
torténd hatékonysagi 0sszehasonlitast. Ezek az adatok laboratoriumi szakmai
alkalmassagi programokban torténd részvételbdl szarmaznak.

11.6 Diagnosztikai kiértékelés

Jelenleg az artus HSV-1/2 TM PCR Kit egy sor értékel6 tanulmanyban vesz
részt.
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12. A termék hasznalatanak korlatjai
B Minden reagens kizardlag in vitro diagnosztikai célra hasznalhaté.

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

B Az optimalis PCR-eredmények eléréséhez a felhasznal6i kézikbnyv
pontos kovetése szukseéges.

B Figyelni kell a dobozon és minden 0sszetevd cimkéjén talalhato lejarati
id6kre. Ne hasznaljon lejart reagenst.

13. Figyelmeztetések és ovintézkedések

Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit tovabbi informaciojaért, kérjik olvassa el a
megfelel6 biztonsagi adatlapokat (SDS). Ezek kényelmesen hozzaférhetéek
és tomoritett PDF formatumban megtalalhatdak online a
www.dgiagen.com/safety cimen.

14. Minéség-ellenérzés

A QIAGEN ISO 9001 és ISO 13485-mindsitett minéség-ellendrzeési
rendszerének megfelel6éen az artus HSV-1/2 TM PCR Kit minden egyes
gyartasi tételét leellenérzik, hogy az megfelel-e az elbirt paramétereknek,
ezzel biztositjak a kit egyenletes és kifogastalan minéségét.

15. Hivatkozasok

(1) Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
Infect. 2004; 10 (3): 190 — 212.
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artus HSV-1/2 TM PCR Kit
Védjegyek és Jogi nyilatkozat

QIAGEN®, QlAamp?®, artus®, BioRobot®, EZ1°®, UltraSens® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, MicroAmp®, GeneAmp® (Life Technologies
Corporation).

Jelen dokumentumban hasznalt bejegyzett elnevezések, védjegyek stb. torvény altal védettnek tekindendéek még akkor is, ha specifikusan ez
nincs feltiintetve.

Az artus HSV-1/2 TM PCR Kit, a BioRobot EZ1 Workstation (munkaallomas) és az EZ1 DSP Virus Kit, valamint a Card (kartya) az in vitro
diagnosztikai orvostechnikai eszkzokrél sz6l6 98/79/EC direktiva alapjan CE-jeldléssel rendelkezik. Nem minden orszagban elérhetd.

The QlAamp Kitek altalanos laboratériumi hasznalatra javasolt. Nem tartunk igényt és képviseletet a diagnozisra, megel6zésre vagy a betegség
kezelésére iranyulé informacio adassal kapcsolatban.

Az artus PCR Kitek beszerzése korlatozott engedéllyel torténik, a polimeraz lancreakcié (PCR) eljaras soran human és allatgyogyaszati in vitro
diagnosztikai hasznalatra javasolt thermal cycler készilékkel egyitt, mely PCR eljaras automatikus teljesitménye a kezdeti eléfizetési dij hatalya
ala tartozik, akar az Applied Biosystems felé fizet vagy pl. felhatalmazott thermal cycler vasarlé. A PCR eljaras hatalya ala tartoznak az Egyesiilt
Allamok-beli szabadalmak kiilféldi szabadalmai is Nos. 5,219,727 és 5,322,770 és 5,210,015 és 5,176,995 és 6,040,166 és 6,197,563 és
5,994,056 és 6,171,785 és 5,487,972 és 5,804,375 és 5,407,800 és 5,310,652 és 5,994,056, melyek a F. Hoffmann-La Roche Ltd. tulajdonai.
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