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Alkalmazasi terulet

Az artus CMV RG PCR Kit a citomegalovirus (CMV) DNS mennyiségének human plazmabal
valé meghatarozasara szolgald in vitro nukleinsav amplifikacios teszt. Ez a diagnosztikai
teszt kit polimeraz lancreakciot (Polymerase Chain Reaction, PCR) alkalmaz, és Rotor-
Gene Q késziilékekkel torténé alkalmazasra tervezték.

Az artus CMV RG PCR Kit a klinikai jelekkel és a CMV fert6zés kezelésének mas laboratériumi
jeleivel egylitt alkalmazandd a CMV betegség kockazatanak kitett betegek esetében.

Az artus CMV RG PCR Kit teszttel kapott eredményeket valamennyi kapcsolddo klinikai és
laboratériumi eredmény figyelembevételével kell értelmezni.

Az artus CMV RG PCR Kit nem hasznalhaté a CMV vérben, illetve vérkészitményben valé
jelenlétének szlirésére, sem a CMV fertézés meglétének megerdsitésére szolgald
diagnosztikai tesztként.

Leiras és mikodési elv

Az arfus CMV RG PCR Kit egy hasznalatra kész CMV DNS detektalasi rendszer, amely
polimeraz lancreakciot (Polymerase Chain Reaction, PCR) alkalmaz Rotor-Gene Q MDx
késziilékeken. A CMV RG Master tartalmazza a reagenseket és az enzimeket a CMV genomon
bellili 16 kdzvetlen korai gén (Major Immediate Early Gene; MIE) 105 bazispar hosszusagu
régidjanak specifikus amplifikalasahoz (az assay a gB1-gB4 CMV genotipusokat tudja
kimutatni), valamint a specifikus amplikon direkt kimutatasahoz a Rotor-Gene Q MDx ,Cycling

Green” fluoreszcens csatornajaban.

Emellett az arfus CMV RG PCR Kit egy masodik heteroldg amplifikaciés rendszert is
tartalmaz a PCR esetleges gatlasanak kimutatasara. Ezt belsé kontrollként (Internal Control,
IC) a Rotor-Gene Q MDx készilék Cycling Yellow fluoreszcens csatorndja detektalja. A
mellékelt kiilsé pozitiv kontrollok (CMV QS 1-4) lehetévé teszik a virus DNS mennyiségének
meghatarozasat. Tovabbi informacidért l1asd: ,Kvantifikalas”, 23. oldal.

artus CMV RG PCR Kit  03/2021 5



Koérokozoékkal kapcsolatos informacidk

A human citomegalovirusok (CMV) a fert6zott személyek vérében, szdveteiben és szinte
minden valadékaban megtalalhatdak. A virus oralis, szexualis uton, illetve vértranszfuziéval,
szervtranszplantciéval, intrauterin és perinatalis modon is terjed (1-4). A CMV
virusterhelés tesztelése fontos segitséget jelent a betegség kockazatanak felmérése, a
betegség diagnosztizalasa, valamint a terapias valasz monitorozasa soran (5).

A CMV-fert6zés gyakran tiunetmentes, amit a virus élethosszig tarté jelenléte kovet a
szervezetben. Ha tizenéveseknél és felnétteknél tiinetek jelentkeznek, ezek hasonlitanak a
mononukledzis tlineteire: laz, enyhe hepatitis és altalanos gyengeség (6). Sulyos lefolyasu
CMV-fert6zés kulondsen az intrauterin fertéz6dott, illetve immunhianyos betegek kérében
figyelheté meg (4,7).

Az eljaras elve

A koérokozé kimutatasa polimeraz lancreakcidval (Polymerase Chain Reaction, PCR)
torténik, amely a kérokozé genom specifikus szakaszanak amplifikaciojan alapszik. Real-
time PCR esetén az amplifikalt terméket fluoreszcens festék mutatja ki. A festék altaldban
olyan oligonukleotidhoz van kapcsolva, amely specifikusan kétédik az amplifikalt termékhez.
A fluoreszcencia intenzitasanak a PCR futtatasa alatti (azaz valés ideji) kdvetése lehetéve
teszi a felhalmozodd termék kimutatasat és kvantifikalasat anélkil, hogy a PCR-reakcio
végeén Ujra ki kelljen nyitni a cséveket (8).
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Szallitott anyagok

A kit tartalma
artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
Katalégusszam 4503263 4503265
Reakciok szama 24 96
Kék CMV RG Master (Taq 0,1 U/ul) 2 x 12 reakcio
Sarga CMV Mg-Sol* M g- Sol 600 pl
Piros CMV QS 11 (1 x 104 képia/pl) Qs 200 pl
Piros CMV QS 21 (1 x 103 kdpia/ul) Qs 200 pl
Piros CMV QS 3t (1 x 102 kopia/pl) Qs 200 I
Piros CMV QS 4T (1 x 101 képia/pl) Qs 200 I
Z6ld CMV RG IC* IC 1000 pl
Fehér Water (PCR grade) (Viz (PCR-szintii)) 1000 pl

Hasznalati atmutato [:II]

* Magnézium-oldat

T Kvantifikaciés standard

* Belsd kontroll
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SzUkseéges, de nem biztositott anyagok

Reagensek
® DNS-izolal6 kit (lasd: ,DNS izolalas”, 12. oldal)
Fogyoeszkdzok

e Steril, szlir6s pipettahegyek
e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, 72-Well Rotor (kataldgusszam: 981103 vagy 981106)
® Vagy: PCR Tubes, 0.2 ml, 36-Well Rotor (kataldgusszam: 981005 vagy 981008)

Felszerelés

e Pipettak (allithato)”

e Vortex kever&’

e Asztali centrifuga” 2 ml-es reakciocséveknek megfeleld rotorral

e Rotor-Gene Q MDx készllék’ Cycling Green és Cycling Yellow fluoreszcens
csatornakkal

® Rotor-Gene Q szoftver (2.3.5-6s verzidju vagy frissebb)

e Hutéblokk (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, katalégusszam: 9018901, vagy Loading
Block 96 x 0.2 ml Tubes, kataldgusszam: 9018905)

" Hasznalat elétt ellendrizze, hogy a miiszereket a gyart6 ajanlasai szerint ellendrizték és kalibraltak-e.
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Figyelmeztetések és ovintezkedesek
Biztonsagi informacidk

Vegyszerhasznalat soran mindig viseljen megfelelé laboratoriumi kdpenyt, egyszer
hasznalatos kesztylt és véd&szemiveget. A tovabbi tudnivaldkat a megfeleld biztonsagi
adatlapok (Safety Data Sheets, SDS-ek) tartalmazzak. Ezek elérhet6k online, a
www.qgiagen.com/safety weboldalon, jol kezelhet, kompakt PDF formatumban; a
weboldalon megtalalhatd, megtekinthetd és kinyomtathatd az egyes QIAGEN kitek és kitben

talalhaté komponensek biztonsagi adatlapja.

A mintat és az assay hulladékait a helyi biztonsagi eléirasoknak megfeleléen kell

artalmatlanitani és eltavolitani.

Ovintézkedések
A felhasznéalonak mindig figyelnie kell a kdvetkezdkre:

® Szilrdével rendelkezd steril pipettahegyeket hasznaljon.

® A pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok és amplikonok) minden mas reagenstdl
elkiilénitve tarolja és dolgozza fel, és térben elkilonitett helyen adja hozza a
reakcioelegyhez.

® Az assay futtatasa el6tt a komponensek hémérsékletét szobahémérsékletre (15-25 °C)
kell hozni.

® Felolvadas utan keverje meg (pipettazza tobbszor fel és le, vagy réviden vortexelje),
majd centrifugalja a komponenseket.

e Dolgozzon gyorsan, és tartsa a PCR-reagenseket bemérés el6tt jégen vagy a
hitéblokkban (72/96 mintahelyes betdltéblokk).
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A reagensek tarolasa és kezelése

Az artus CMV RG PCR Kit részegységeit —30 °C és —15 °C kdzotti hémérsékleten kell tarolni,
igy a cimkén szerepld lejarati id6ig stabilak maradnak. Kerilni kell az ismételt (> 2-szer
elvégzett) felolvasztast és lefagyasztast, mivel ez ronthatja az assay szenzitivitasat. Ha a
reagenseket alkalomszer(ien, megszakitasokkal hasznalja, akkor alikvotokban, fagyasztva
tarolja 6ket. A 2—8 °C-on torténd tarolas ne haladja meg az 5 érat.

A mintak kezelése és tarolasa

Megjegyzés: Minden mintat potencialisan fert6z6 anyagnak kell tekinteni.

Megjegyzés: A jelen kit teljesitményének ellenérzése céljabol elvégzett analitikai tanulmanyok
az EDTA-s plazmara hivatkoznak a CMV kimutatasara legalkalmasabb mintaanyagtipusként.
Ezért mi is ezt az anyagot ajanljuk az arfus CMV RG PCR Kit készlettel valo alkalmazasra.

Az artus CMV RG PCR Kit validalasat EDTA-s human plazmamintakon végezték. Mas
mintdkra nem végezték el a validalast. Kérjik, csak az ajanlott nukleinsav-izolalé kitet
hasznalja a minta el6készitéséhez (lasd: ,DNS izolalas”, 12. oldal).

Bizonyos mintatipusok esetében szigoruan be kell tartani a gyUjtésre, szallitasra és tarolasra
vonatkozé konkrét utasitasokat.

Mintagyijtés

Minden vérvétel az erek (artériak, vénak vagy kapillarisok) sértilésével jar. Csak tiszta és steril
eszkOzoket szabad hasznalni. A vérvételhez megfeleld eldobhatd eszkdzoknek kell
rendelkezésre allniuk. A véna punkcidjahoz nem alkalmasak a tul vékony kapillaris tik. A vénas
vért a megfeleld helyrdl, a konyokhajlatbol, az alkarbdl vagy a kézfejbdl kell venni. A vért
szabvanyos mintavevé csével kell levenni (pl. piros kupakos Sarstedt®, vagy ezzel egyenértéki,
mas gyartétdl szarmazé csd). Kb. 510 ml vért kell levenni EDTA-s cs6be. A csovek tartalmat
mintavétel utan kozvetlenil annak 8-szor térténd atforgatasaval kell 6sszekeverni (ne razza).

Megjegyzés: Heparinizalt mintak nem hasznalhatok.
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Mintatarolas

A teljes vért 6 6ran belll 20 perces 800—1600 x g-s centrifugalassal szeparalni kell sejtes
Osszetevékre és plazmara (9,10). Az elvalasztott plazmat at kell pipettazni steril polipropilén
csovekbe. A mintak rutinszer(i fagyasztasa és hosszabb tarolasa csdkkentheti az assay
szenzitivitasat.

Mintaszallitas

A mintakat alapvetdéen torésalld szallitbkonténerben kell szallitani. Ezaltal elkeriilheté a
mintak szivargasa okozta fertézésveszély. A mintédkat a patogén anyagokra vonatkozé helyi
és nemzeti el6irasoknak megfelelen kell szallitani.”

A mintakat 6 éran belll el kell szallitani. Nem ajanlott a mintak gy(jtéhelyen torténé tarolasa.
Ha lehetséges, a mintakat levélben a patogén anyagokra vonatkozé el6irasoknak
megfeleléen szallitsa. A mintaszallitashoz ajanlott futar igénybevétele. A vérmintakat hitve
(2-8 °C kozott), az elvalasztott plazmat mélyfagyasztva (—30 és —15 °C kozott) kell szallitani.

" International Air Transport Association (Nemzetkdzi Légi Szallitasi Szdvetség) (IATA). Veszélyes arukkal kapcsolatos
eléirasok.
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Eljaras

DNS izolalas

Az 1. tételei kozott talalhatd QIAGEN termékek validalva vannak viralis DNS tisztitasara a
megadott human mintatipusokbdl, az arfus CMV RG PCR Kit készlettel torténd

alkalmazasra. A viralis DNS tisztitasat a kitek sajat kézikdnyveiben leirtaknak megfeleléen

végezze el.

1. tablazat: Az artus CMV RG PCR Kit készlettel val6 alkalmazasra validalt tisztitasi kitek

Minta
Mintaanyag mennyisége Nukleinsav izolacios kit Kataléogusszam Hordozé RNS
EDTA-s plazma 500 pl QIAamp® DSP Virus Kit 60704 Tartalmaz
EDTA-s plazma 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Tartalmaz

Megjegyzés: A hordozd RNS alkalmazasa kritikus az extrakcio hatékonysaga, és ennek
kovetkeztében a DNS/RNS hozam szempontjabol. A QlAamp DSP Virus Kit készletben 1évé
hordoz6 RNS stabilitdsanak nodvelése érdekében ajanlott a QlAamp DSP Virus Kit
kézikényvben a hordozéd RNS rekonstitucidjara és tarolasara vonatkozé informacionak

(,Reagensek és pufferek elékészitése” fejezet) megfeleléen eljarni.

Megjegyzés: Az arfus CMV RG PCR Kit belsé kontrollja kdzvetlenll az izolalasi eljaras
soran adhaté hozza. Ugyeljen arra, hogy egy negativ plazmaminta is legyen az izolalasi
eljarasban. A bels6 kontroll megfeleld jele az izolalas értékelésének alapja lehet (lasd az
alabbi ,Belsé kontroll” fejezetet).
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Bels6 kontroll

A kitnek a belsé kontroll (CMV RG IC) is részét képezi. Ez lehetbvé teszi a felhasznalonak
mind a DNS-izolalasi eljaras kontrollalasat, mind az esetleges PCR-gatlas ellenérzését.
llyen esetben 0,1 pl per 1 ul eluciés térfogat mennyiségben kell hozzdadni a bels6 kontrollt
az izolaciéhoz. Példaul a QlAamp DSP Virus Kit hasznalata esetén a DNS 60 pl eluald
pufferben (AVE) kerll elualasra. Ezért az eljaras elején 6 pl belsé kontrollt kell hozzaadni. A

belsé kontroll mennyisége csak az elualé térfogattol fiigg.

Megjegyzés: A belsd kontrollt és hordozé RNS-t (lasd: ,DNS izolalas”, 12. oldal) csak a
lizispuffer és a minta keverékéhez vagy kézvetlendl a lizispufferhez szabad hozzaadni.

A belsé kontrollt nem szabad a mintahoz kézvetlenil hozzaadni. Ha a lizispufferhez adja
hozz3, vegye figyelembe, hogy a bels6 kontroll + lizispuffer + hordozé RNS elegyet frissen
kell elkésziteni, és azonnal fel kell hasznalni (ha a keveréket szobah6mérsékleten vagy
hitészekrényben tarolja, a bels6é kontroll néhany 6ra alatt tdnkremehet, és az extrakcio
hatékonysaga is csokkenhet).

Megjegyzés: Ne adja a belsé kontrollt és a hordozé RNS-t kdzvetleniil a mintaanyaghoz.

A tisztitds eredményességének megallapitdsahoz a tisztitason atesett (QlAamp DSP Virus
Kit) negativ plazmaminta bels6é kontroll Cr-értékének el kell érnie a Ct = 27 £ 3 értéket
(kuszobérték: 0,03) Rotor-Gene Q készullékek hasznalata mellett (tovabbi informacidkeért
lasd a 26. oldalt). Az eloszlas a késziilék és a tisztitas szérasnégyzetén alapul. Nagyobb
eltérés tisztitasi problémat jelezhet. llyen esetben ellendrizni kell a tisztitast, és szikség
esetén Ujra kell validalni. Ha tovabbi kérdései vannak, vagy problémat tapasztal, kérjik,
vegye fel a kapcsolatot a QIAGEN miszaki szolgalataval.

Opciondlisan a belsd kontroll kizarélag az esetleges PCR-géatlas ellendrzésére is
alkalmazhato. llyen esetben a belsé kontrollt kézvetleniil a CMV RG Master és CMV Mg-Sol
elegyéhez adja, a protokoll 2b. Iépésének (15. oldal) megfeleléen.
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Protokoll; PCR és adatelemzés

A kezdés elétt figyelembe veendd fontos szempontok

® Az eljaras inditasa el6tt hagyjon arra id6t, hogy megismerje a Rotor-Gene Q készlléket.
Tovabbi informaciokért lasd a megfeleld késziilék felhasznaloi kézikonyvét.

e Figyeljen arra, hogy a PCR-eljarasban legaldbb egy kvantifikaciés standard, valamint
egy negativ kontroll (PCR minéségl viz) is szerepelien. A standard gorbe
meghatarozasahoz minden egyes PCR-futtatdsnal hasznalja mind a 4 mellékelt
kvantifikaciés standardot (CMV QS 1-4).

Kezdés el6tti teenddk

® Ellendrizze, hogy a hiitéblokk (a Rotor-Gene Q késziilék kiegészitéje) le van-e hiitve 2-8 °C-ra.
e Minden hasznalat el6tt az 6sszes reagenst teljesen olvassza fel, ezutan keverje meg
(pipettazza tObbszor fel és le, vagy réviden vortexelje), majd centrifugalja réviden.

Eljaras

1. Helyezze a szilkséges mennyiségli PCR-csévet a hiitéblokk adaptereibe.

2. Ha belsd kontrollt hasznal a DNS-izolalasi eljaras monitorozasara és az esetleges PCR-
gatlas ellenbrzésére, 1épjen a 2a. lépésre. Ha belsé kontrollt csak az esetleges PCR-
gatlas ellenbrzésére hasznalja, kbvesse a 2b. |épést.

Megjegyzés: Nagyon ajanlott a bels§ kontrollt kozvetlenil a kvantifikacios

standardokhoz hasznalt CMV RG master és CMV Mg-Sol keverékéhez adni. A

kvantifikacidos standardok esetében kozvetlenil a CMV RG Master és CMV Mg-Sol

elegyéhez adja a bels6é kontrollt, a protokoll 2b. Iépésének megfeleléen, és ezt a

mesterkeveréket hasznalja az 6sszes a kvantifikacios standardhoz (CMV QS 1-4).

2a. A bels6 kontroll mar az izolacidhoz lett adva (lasd: Belsé kontroll, 13. oldal). llyen
esetben készitse el a mesterkeveréket a 2. tablazat szerint (a kbvetkez6 oldalon).

A reakcidelegy tartalmazza a PCR-reakcidhoz sziikséges 6sszes komponenst, a
mintat kivéve.
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2. tablazat: A mesterkeverék elkészitése (belsé kontroll a DNS-izolalasi eljaras kontrollalasara és a PCR-
gatlas ellendrzésére)

Mintaszam 1 12
CMV RG master 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRGIC (] 0 ul
Teljes térfogat 30 pl 360 pl

2b. A bels6 kontrollt kézvetlenil a CMV RG Master és a CMV Mg-Sol keverékéhez kell
hozzaadni. llyen esetben készitse el a mesterkeveréket a 3. tdbldzat szerint.
A reakcidelegy tartalmazza a PCR-reakcidhoz szikséges 6sszes komponenst, a
mintat kivéve.

3. tablazat: A mesterkeverék elkészitése (bels6 kontroll csak a PCR-gatlas ellenérzésére)
Mintaszam 1 12
CMV RG master 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVRGIC 2l 24yl
Teljes térfogat 32 pl* 384 pl*

* A bels6 kontroll hozzdadasa okozta térfogat-névekedést a PCR assay elékészitése soran figyelmen kivil lehet
hagyni. A detektalérendszer szenzitivitasat ez nem befolyasolja.

3. Pipettazzon 30 ul mesterkeveréket minden egyes PCR csébe, majd adjon hozza 20 pl-t
az eludlt minta DNS-bdl (lasd: 4. tablazat). Ennek megfeleléen hozza kell adni 20 pl-t
legalabb az egyik kvantifikacids standardbdl (CMV QS 1-4) pozitiv kontrollként, és 20 pl
vizet (viz, PCR-szintli) negativ kontrollként.

4. tablazat: A PCR assay el6készitése

Mintaszam 1 12
Mesterkeverék 30 ul egyenként 30 pl
Minta 20 pl egyenként 20 pl
Teljes térfogat 50 pl egyenként 50 pl
Mintaszam 1 12
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4. Zarja le a PCR-csoveket. Ellenérizze, hogy a zarégylrl (a Rotor-Gene késziilék
kiegészitdje) a rotor tetején helyezkedik-e el, hogy megakadalyozza a csévek véletlen
kinyilasat a futas soran.

5. A CMV DNS kimutatasahoz hozzon létre egy hémérsékletprofilt az alabbi lépéseknek

megfeleléen.
Az altaldnos assay-paraméterek bedllitasa 1. abra, 2. abra és 3. abra
A hot-start enzim kezdeti aktivalasa 4. dbra
A DNS amplifikalasa (touchdown PCR) 5. abra
A fluoreszcens csatorna szenzitivitdsanak beallitasa 6. abra
A futtatas inditasa 7. abra

Minden specifikacio a Rotor-Gene Q szoftver 2.3.5-6s vagy frissebb verziéjara vonatkozik.
A Rotor-Gene késziilékek programozasarol az adott késziilék felhasznaldi kézikdnyvében
talal tovabbi informacidkat. Az abrakon ezek a beallitasok vastag fekete keretben

talalhatoak. A mellékelt abrak a Rotor-Gene Q késziilékekre vonatkoznak.

6. Nyissa meg a New Run Wizard (Uj futtatads varazslo) parbeszédpanelt (1. &bra, a
kévetkez6 oldalon). Pipalja ki a Locking Ring Attached (Zarégylrl csatlakoztatva)

jeldlénégyzetet, és kattintson a Next (Tovabb) gombra.
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor

I 2
Skip Wizard |

1. abra: A ,,New Run Wizard” (Uj futtatas varazslo) parbeszédpanel.

7. Valassza ki az ,50” lehet6séget a PCR-reakcié térfogatanak, és kattintson a Next
(Tovabb) gombra (2. abra).
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New Run Wizard x|

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

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : |Q iagen

Notes :

B | Reaction 50 ﬂ

Sample Layout : | it B j
[ 2
SkipWizad | ccBack || New>> |

2. abra: Az altalanos assay paraméterek beallitasa.

8. Kattintson az Edit Profile (Profil szerkesztése) gombra a kdvetkez6 New Run Wizard
parbeszédpanelen (3. abra), és programozza be a hémérsékletprofilt a 3. abra — 5. abra

alapjan.
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New Run Wizard

T

emperature Profile :

Channel Setup :

Name ] Source | Detector | Gain |

x|

This box displays

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

Create New... I
Green  470nm  510nm & Edit I
Yellow 530nm  555nm 5 —
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove |
Reset Qaiaulsl
| |
Skipwizard | <«cBack f New>> |

3. abra: A profil szerkesztése.

8 Edit Profile X

7 . @

Mew Open Save As

@
Help

The fun will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the rin to be performed :

cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remaove

Hold Temperature: g5 1 deg.

Hold Time :

10 |mins 0 |secs

4. abra: A hot-start enzim kezdeti aktivalasa.
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% Edit Profile 3
A .8 B | e
MNew Open Save As Help

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

Click on a cycle below to modify it -

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

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

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs / 5

65 deg. for 30 secs

ao-fE] s

x 6

5. abra: A DNS amplifikalasa. Ugyeljen arra, hogy az annealason beliil 10 ciklusra aktivalja a touchdown
funkciét.

9. A fluoreszcens csatornak érzékelési tartomanyat a PCR-csOvekben taldlhato
fluoreszcencia intenzitasa alapjan kell meghatarozni. Kattintson a Gain Optimisation
(Jelerésség-optimalizalas) gombra a New Run Wizard (Uj futtatds varazslo)
parbeszédpanelen (lasd 3. abra, az el6z6 oldalon) az Auto-Gain Optimisation Setup
(Automatikus jeler6sség-optimalizalas beallitasa) parbeszédpanel megnyitdsahoz.
Allitsa a kalibralasi hémérsékletet 65 °C-ra az amplifikaciés program annealing (hevitési)
hémérsékletének megfeleléen (6. abra, a kdvetkez6 oldalon).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Optimisation :

& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

Ce different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature to |55 %‘I degrees. 1

Optimise All I Optimise Acquiring |

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

: Channel Settings : 1
| - b |
Name | Tube Position | Min Reading I Max Reading | Min Gain I Max Gain Edi... |
Green 1 SFI 10FI 10 10
Yelow 1 EF 10FI 10 10 __ Bemove |

Remove All |

< >

2 "I Start I Manual.. Close Help

6. abra: A fluoreszcens csatorna szenzitivitasanak beallitasa.

10. A csatornakalibralas altal szolgaltatott jelerésségértékek automatikusan mentésre
kerllnek, és a programozasi eljaras utolsé menulablakaban is megjelennek (7. abra, a
kévetkez6 oldalon). Kattintson a Start Run (Futtatas inditasa) gombra.
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New Run Wizard

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

=11

Save Template

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

Skip Wizard << Back

7. abra: A futtatas inditasa.
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Az eredmenyek ertelmezéese
Kvantifikalas

A mellékelt kvantifikacios standardok (CMV QS 1-4) a korabban mar megtisztitott mintaknak
megfeleléen keriilnek kezelésre, és a PCR reakcioban ugyanazt a 20 ul térfogatot kell
kdzvetlenll felhasznalni (tovabbi extrakciéra nincs sziikség). A standard gorbe Rotor-Gene
Q készulékeken torténd létrehozasahoz mind a 4 kvantifikacios standardot hasznalni kell,
valamint az Edit Samples (Mintak szerkesztése) parbeszédpanelen standardként, a
megadott koncentracidval egytt kell definialni azokat (lasd az adott készilék felhasznaloi
kézikdnyvét).

Megjegyzés: A pontos kvantifikacidhoz nagyon ajanlott a belsd kontrollt kézvetlenil a
kvantifikacios standardokhoz hasznalt CMV RG Master és CMV Mg-Sol keverékéhez adni.
Ehhez az alkalmazashoz kozvetlenil a CMV RG Master és CMV Mg-Sol keverékéhez adja
a belsd kontrollt, a protokoll 2b. |épésének megfeleléen (15. oldal), és ezt a mesterkeveréket
hasznalja az 6sszes a kvantifikacios standardhoz (CMV QS 1-4).

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

A (képia) eredmény (képial/pl) x elucios térfogat (ul)
eredmény =

ml mintatérfogat (ml)

Alapelvként a fenti egyenletbe a kezdeti mintatérfogatot kell beirni. Ezt akkor kell
felllvizsgalni, ha a minta térfogata a nukleinsav-extrakcio el6tt valtozott (pl. csdkkenés
centrifugalas miatt, vagy ndévekedés az izolacié miatt hozzaadott térfogat kdvetkeztében).
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Megjegyzés: A kvantifikacidos standardokat a ,1st International Standard for Human
Cytomegalovirus” (A human citomegalovirus 1. nemzetkdzi szabvanya) hasznalataval
kalibraltdk (NIBSC kod: 09/162), az Egészségugyi Vilagszervezet (World Health

Organization; WHO) meghatarozasa szerint.

A koépia/ml és IU/ml kdzotti mértékegység-valtas képlete a QlAamp DSP Virus Kit esetében:
WHO (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (koépia/ml)

Megjegyzés: A QlAamp munkafolyamatban a szamszerisitett mintak kopiaszamanak a

QS 1 x 10" — 1 x 10* kopia/ul linedris tartomanyon beliil kell lenniiik. Az ezen tartomanyon

kivili kvantifikalas nem tekinthetd biztosnak.

A képia/ml és IU/ml kozotti mértékegyseégvaltas képlete az EZ1 DSP Virus Kit esetében, az
EZ1 Advanced XL késziiléken:

WHO (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (képia/ml)
Megjegyzés: Az EZ1 munkafolyamatban a szamszerUsitett mintak kopiaszamanak a
3,16E+02 — 1,00E+08 koépia/ml linearis tartomanyon belll kell lennilik. Az ezen tartomanyon

kivilli kvantifikalas nem tekinthetd biztosnak.

Eredmények

A pozitiv és negativ PCR-reakciok példai a 8. és 9. abran talalhatoak (a kdvetkezd oldalon).
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8. abra: A kvantifikalasi standardok (CMV QS 1-4) detekciéja a Cycling Green fluoreszcencia-csatornaban.
NTC: No template control (Templat nélkiili kontroll) (negativ kontroll).

0,3
éz
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E] QS 1-QS 4 +NTC
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9. abra: A bels6 kontroll (Internal Control, IC) detektalasa a Cycling Yellow fluoreszcencia-csatornaban a
kvantifikalasi standardok (CMV QS 1-4) amplifikaciéja mellett. NTC: No template control (Templat nélkiili
kontroll) (negativ kontroll).
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A jelet a Cycling Green fluoreszcens csatorna érzékeli.

A mérés eredménye pozitiv: a minta CMV DNS-t tartalmaz.

llyen esetben a Cycling Yellow csatorna jelétdl el lehet tekinteni, mivel a CMV DNS kezdeti
magas koncentracidja (pozitiv jel a Cycling Green csatornaban) a belsé kontroll

fluoreszcencia-jelének csdkkenéséhez vagy hianyahoz vezethet a Cycling Yellow
csatornaban (kompeticio).

A Cycling Green fluoreszcens csatornaban jel nem talalhatd. Ezzel parhuzamosan a belsé
kontroll jele megjelenik a Cycling Yellow fluoreszcens csatorngban.

Nem mutathat6 ki CMV DNS a mintdban. A minta negativnak tekinthetd.

A negativ CMV PCR esetén a bels6 kontroll érzékelt jele zarja ki a PCR-reakcié gatlasanak

lehet&ségét.

Nincs jel sem a Cycling Yellow, sem a Cycling Green fluoreszcens csatornaban.

Nem hatarozhaté meg eredmény.

A hibak okai és megoldasuk modjai a ,Hibaelharitasi utmutaté” fejezetben talalhatok,
a 42. oldalon.
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Minoség-ellenorzes

A QIAGEN ISO-minésitett mindségiranyitasi rendszerének megfeleléen az artus CMV RG
PCR Kit minden egyes gyartasi tételét leellen6rzik, hogy az megfelel-e az elGirt

paramétereknek, ezzel biztositjak a kit egyenletes és kifogastalan minéségét.
Korlatozasok

Minden reagens csak in vitro diagnosztikai célra hasznalhaté.

Ezt a terméket kizarolag olyan személy hasznalhatja, aki kilon képzett és gyakorlott in vitro

diagnosztikai eljarasok teriletén.

Az optimédlis PCR-eredmények eléréséhez a medfelel6 felhasznaldi kézikbnyv pontos

kovetése szlikséges.

Figyelijen oda a dobozon és az egyes Osszetevok cimkéjén feltlintetett lejarati idékre. Ne

hasznaljon lejart reagenst.

Béar ez ritka jelenség, a viralis genom nagyon konzervativ régidiban a kitben talalhaté
primerek és/vagy probak altal lefedett terlileteken kialakuld mutacidk a virusszam
alulbecslését, vagy a virusjelenlét kimutatdsanak hibgjat eredményezheti. Az assay

érvényességeét és teljesitményét rendszeres id6k6zonként fellilvizsgaljak.
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Teljesitmenyjellemzok
Analitikai érzékenység

Az artus CMV RG PCR Kit analitikai kimutatasi szintje, illetve a tisztitast is figyelembe vevé
analitikai kimutatasi szintje (szenzitivitasi szintek) kerliltek meghatarozasra. A tisztitast is
figyelembe vevé analitikai kimutatasi szint CMV-pozitiv klinikai mintak adott extrakcios
eljarassal torténd feldolgozasaval kerllt meghatarozasra. Ezzel szemben az analitikai
kimutatasi szint az extrakcié modszerétél fliggetlentl kerilt meghatarozasra, mert ismert
koncentraciéju CMV DNS-t hasznaltak.

Az artus CMV RG PCR Kit analitikai szenzitivitasanak meghatarozasahoz Rotor-Gene
készllékeken egy 10 —0,00316 névleges kopia/ul-nek megfelel6 standard higitasi sort
készitettek a CMV genomi DNS-bdl, és ezt vizsgaltak meg artus CMV RG PCR Kit készlettel.
A vizsgalatot 3 kilénb6z6 napon 8 parhuzamos mintaval végezték. Az eredményeket probit-
elemzéssel hataroztak meg. A Rotor-Gene 6000 késziiléken végzett probit-elemzés grafikai
megjelenitése a 10. abran taldlhaté (a kdvetkezé oldalon). Az arfus CMV RG PCR Kit
analitikai kimutatasi hatara Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 késziilékkel 0,36 kopia/ul (p = 0,05),
mig Rotor-Gene 3000 készulékkel 0,24 képia/ul (p = 0,05). Ez azt jelenti, hogy a 0,36, illetve
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10. abra: Probit-elemzés: CMV (Rotor-Gene 6000). Az artus CMV RG PCR Kit analitikai érzékenysége Rotor-
Gene 6000 késziilékkel.

Az artus CMV RG PCR Kit tisztitast (QlAamp DSP Virus Kit) is figyelembe vevé analitikai
szenzitivitdsanak (kimutatasi szintjének) meghatarozasahoz Rotor-Gene készilékeken a
CMV virusanyag olyan higitassorat készitették el, amely névleges 1000 — 0,316 CMV
kopia/ml klinikai plazmamintakhoz adasaval készilt. Ezutdn DNS-extrakciot végeztek
QlAamp DSP Virus Kit segitségével (extrakcios térfogat: 0,5 ml; elucios térfogat: 60 pl).
Mind a 8 higitasi mintat az arfus CMV RG PCR Kit segitségével, 3 kilonb6zé napon,
8 parhuzamos mintaval elemezték. Az eredményeket probit-elemzéssel hataroztak meg. A
probit-elemzés grafikai megjelenitése a 11. abran talalhaté (a kdvetkezd oldalon). Az
artus CMV RG PCRKit tisztitast is figyelembe vevé analitikai kimutatasi hatara Rotor-
Gene 3000 készulékkel 57,1 képia/ml (p = 0,05). Ez azt jelenti, hogy a 57,1 kopia/ml
koncentracioju mintak 95%-os valdszinliséggel detektalasra kerllnek.
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11. abra: Probit-elemzés: CMV (Rotor-Gene 3000). Az artus CMV RG PCR Kit tisztitast is figyelembe vevo
(QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) analitikai szenzitivitasa Rotor-Gene 3000 késziilékkel.

A tisztitast is figyelembe vevd analitikai érzékenység EZ1 DSP Virus Kit esetén (extrakcios
térfogat: 0,4 ml; eluciés térfogat: 60 pl) az EZ1 Advanced XL készilék, arfus CMV RG
PCR Kit hasznalata esetén Rotor-Gene 6000 késziilékkel 68,75 kopia/ml (p = 0,05). Ez azt
jelenti, hogy a 68,75 képia/ml koncentraciéju mintak 95%-os valészinliséggel detektalasra
kerulnek.

Linearis tartomany

A tisztitast is figyelembe vevd linearis tartomanyt EZ1 DSP Virus Kit esetén (extrakcios
térfogat: 0,4 ml; eldciods térfogat: 60 ul), az EZ1 Advanced XL késziilék hasznalataval ugy
hataroztak meg, hogy a CMV virusanyag 4-6 parhuzamosat tesztelték egy
3,16E+01 — 1,00E+08 kdpia/ml kdz6tti higitasi sorozatban.

A probit-elemzés grafikai megjelenitése a 12. abran talalhaté (a kdvetkez6 oldalon).
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LOG10 becsiilt CMV koncentracié vs. LOG10 névleges CMV koncentracio
(artus CMV RG PCR Kit)
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12. abra: Az artus CMV RG PCR Kit adatsor tisztitast is figyelembe vevé (EZ1 DSP Virus Kit) polinom regresszidja
az EZ1 Advanced XL késziiléken. A linearis, négyzetes és kobos regressziés modellek egyarant szerepelnek.

Az artus CMV RG PCR Kit EZ1 DSP Virus Kit készletes tisztitast is figyelembe vevé linearis
tartomanya (extrakciés térfogat: 0,4 ml; eltciés térfogat: 60 ul) az EZ1 Advanced XL
készllék hasznalataval: 3,16E+02 — 1,00E+08 kopia/ml.

Megjegyzés: Az artus CMV RG PCR Kit QlAamp DSP Virus Kit készletes tisztitast is
figyelembe vevd linearis tartomanya (extrakciés térfogat: 0,4 ml; eluciés térfogat: 60 pl):
1,00E+01 — 1,00E+04 kopia/pl.

Specificitas

Az artus CMV RG PCR Kit specificitasat elsésorban és leginkabb a primerek és prébak
kivalasztasa, illetve a szigoruan meghatarozott reakciofeltételek biztositjak. A primerek és
probak lehetséges homoldgigjat szekvencia-Osszehasonlitasi elemzéssel ellendrizték
minden génbankban publikalt szekvenciaval szemben. Ezaltal minden relevans genotipus
kimutathatésaga biztositva van.
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Emellett a specificitast 100 kilénb6zé CMV-negativ plazmamintan is validaltak. Ezen mintak
kdzul 99 nem adott jelet a CMV RG Master CMV-specifikus primereivel és prébaival.

Megjegyzés: 1 minta, amely jelet generalt a CMV-specifikus primerekkel és probakkal,
amelyek tesztelése szintén CMV-pozitiv az arfus CMV LC és TM RG PCR Kitekben,
valészinileg pozitiv. A 100 db egyedi donor minta tesztelése alapjan a végsé specificitas
igazoltan 99,00% (99/100).

Az artus CMV RG PCR Kit lehetséges keresztreaktivitasa az 5. tablazat tételei kdzott
felsorolt kontrollcsoporttal lett tesztelve. A tesztelt koérokozék egyike sem mutatott
keresztreaktivitast. Nem mutatkozott keresztreaktivitas kevert fert6zések esetén.

5. tablazat: A kit specificitasanak vizsgalata potencialisan keresztreaktiv korokozokkal

CMV (Cycling Green Bels6 kontroll (Cycling

Kontrolicsoport vagy Cycling A.FAM) Yellow vagy Cycling A.JOE)
Human herpeszvirus 1 (Herpes simplex virus 1) - +

Human herpeszvirus 2 (Herpes simplex virus 2) - +

Human herpeszvirus 3 (Varicella-zoster virus) - *

Human herpeszvirus 4 (Epstein-Barr virus) - =

Human herpeszvirus 6A - +

Human herpeszvirus 6B - +

Human herpeszvirus 7 - *

Human herpeszvirus 8 _ +

(Kaposi-szarkémaval kapcsolatos herpeszvirus)

Hepatitis-A virus - +

Hepatitis-B virus - +

Hepatitis-C virus - +

(a kovetkez6 oldalon folytatodik)
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(3]

. tablazat (az el6z6 oldalon lévé tablazat folytatasa)

CMV (Cycling Green Bels6 kontroll (Cycling
Kontrolicsoport vagy Cycling A.FAM) Yellow vagy Cycling A.JOE)

Human immunodeficiencia virus 1 (HIV) - +

Human T-sejt leukémia virus 1 - +
Human T-sejt leukémia virus 2 - +
Nyugat-Nilus virus -
Enterovirus —

Parvovirus B19 -

Pontossag

Az assay teljes szérasnégyzetének meghatarozasahoz az artus CMV RG PCR Kit
pontossagi adatait Rotor-Gene készilék segitségével hataroztak meg. A teljes
szoérasnégyzet harom Osszetevdje: az assay-n belili variabilitdas (azonos koncentracioju
mintak egy kisérletben mért eredményeinek variabilitasa), assay-k kozotti variabilitas (egy
laboratériumon belll kiilénb6z6, de azonos tipusu késziléken, tobb kezeld altal végzett
assay-k eredményeinek variabilitasa), és a gyartasi tételek kozotti variabilitas (kilonb6zé
gyartasi tételek felhasznalasaval végzett assay-k eredményeinek variabilitasa). A mért
adatok alapjan meghatarozasra kerilt a patogénspecifikus, illetve a belsé kontroll PCR

eredmények szérasa, szorasnégyzete és variacios koefficiense.

Az artus CMV RG PCR Kit pontossagi adatait a legkisebb koncentracioju kvantifikacios
standarddal (QS 4, 10 koépia/pl) hataroztdk meg. A vizsgalatot 8 parhuzamos mintaval
végezték. A pontossagi adatokat az amplifikacios gorbe Cr-értéke alapjan hataroztak meg
(Cr: kuiszobciklus, lasd: 6. tablazat, a kovetkez6 oldalon). Emellett a kvantitativ eredmények
pontossagi adatai (kopia/pl) a megfeleld Cr-értékek alapjan lett meghatarozva (lasd:
7.tablazat, a kovetkezd oldalon). Ezen eredmények alapjan a barmely, a fenti
koncentraciéju adott minta atlagos statisztikai eloszlasa 1,21% (Ct) vagy 14,38%
(koncentracié), mig a belsé kontroll esetében 1,93% (Cr). Ezen értékek a meghatarozott

variabilitas minden egyes értékén alapszanak.
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6. tablazat: Pontossagi adatok a Cr-értékek alapjan

kontroll

Széras Variancia Variacios koefficiens (%)
/éins\a/yérébflijli variabilitas: 017 0,03 0,57
gzls:g;(r;:tergjl:i variabilitas: 0.31 0.10 116
Casrsi:gi-lli(tggzgg:sé kontroll e e L7
'éi/lljssgsar‘i‘ancia: 0.36 013 1.21
Teljes variancia: Bels6 051 026 193

7. tablazat: Pontossagi adatok a kvantitativ értékek alapjan (képia/pl)

Szoras Variancia Variacios koefficiens (%)
éﬁﬂs\a/ygsbflﬂli variabilitas: 1,34 1,80 13,30
vorbita oMvas 4 154 2,38 19,25
ge;}f\e;stsar‘itancia: 145 211 14,38
34 artus CMV RG PCR Kit  03/2021




Zavaro anyagok

CMV DNS-t adtak negativ plazmahoz kilénbdzé kereskedelmi forgalomban [évé, kilénbdzé
véralvadas-gatidkat alkalmazd vérvételi rendszerekben. A szamitott koncentraciot
(képia/ml), a Cratlagot, a szorast, a szérasnégyzetet és a CV%-értéket a 8. tablazat
tartalmazza. A széras és a variaciés koefficiens 5%-o0s értéken bellli, vagyis az
elfogadhatdsagi tartomanyon belil marad. Nem azonositottak a kilonféle anyagoknak

tulajdonithato jelentés PCR-befolyasolé hatast.

8. tablazat: Kereskedelmi forgalomban lévo, kiilonb6z6 véralvadas-gatiokat alkalmazé vérvételi rendszerek adatai

. Koncentracio Cr Cr Cr Cr
Vegyulet (kopia/ml) atlag Széras szorasnégyzet CV (%)
Kalium-EDTA, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36
Becton Dickinson®
Kalium-EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97
Sarstedt
Kalium-EDTA, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58
Greiner Bio-One®
Kalium-EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52
Springe
(referenciaanyag)

Kalium-EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47
Sarstedt

(referenciaanyag)

Kalium-EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79
(terhesség)

Endogén anyagokat (9.tablazat, a kovetkezd oldalon) adtak CMV-pozitiv EDTA-s
plazmamintakhoz 3 xLOD és 10 xLOD koncentraciéban. Minden mintat sikeresen
kimutattak, és az endogén inhibitorokat (bilirubin, hemoglobin, triglicerid és albumin) magas

koncentracioban tartalmazo minték esetében nem figyeltek meg semmilyen interferenciat.
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9. tablazat: Tesztelt endogén anyagok

Zavaro6 anyagok

A zavaré anyagok koncentracidja

Bilirubin
Hemaoglobin
Triglicerid

Albumin

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

A transzplantacids helyzetekben altalanosan hasznalt gyogyszereket tesztelték az akut

csucskoncentracié 3x-os értékén gyodgyszeres terapias kezelés utan, a CLSI® Guideline

EP07-A2 (11) iranyelvének javaslatai alapjan (lasd: 10. tablazat). Ezen vegyiletek

mindegyikét hozzadadtdk CMV-negativ és CMV-pozitiv mintdkhoz, amelyeket 4

parhuzamosban teszteltek.

Egyetlen tesztelt exogén anyag sem befolyasolta szignifikansan az artus CMV RG PCR Kit

teljesitményét.

10. tablazat: Az exogén anyagokként tesztelt gyogyszerek listaja

Zavar6 anyagok

Tesztkoncentracio

Antibiotikumok
Szulfametoxazol
Trimetoprim
Claforan® (Cefotaxim)

Tazobac® (Piperacillin+Tazobaktam)

Tikarcillin

Augmentin® (Amoxicillin + klavulansav)

Vankomicin
Antifungalis
Flukonazol
Immunszuppressziv gyégyszerek
Rapamicin

Mikofenolat-natrium

200 mg/l
5,2 mg/l
19/

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

1.g/l

Amoxicillin: 125 mgl/l
Klavulansav: 25 mg/l

125 mg/l

1 mg/l

100 mg/l
80 mg/l
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Megbizhat6sag

A megbizhatdsag verifikalasa lehetévé teszi az artus CMV RG PCR Kit teljes hibaaranyanak
meghatarozasat. 100 CMV-negativ plazmamintahoz adtak CMV-t G4gy, hogy a
végkoncentracidja 170 képia/ml lett (az analitikai érzékenységi hatar kb. haromszorosa). A
QlAamp DSP Virus Kit készlettel végzett extrakcio utan a mintakat arfus CMV RG PCR Kit
segitségével vizsgaltak meg. Az 6sszes CMV-minta esetében 0% volt a hibaarany. Emellett
a belsé kontroll megbizhatésagat 100 db CMV-negativ plazmaminta tisztitasaval és
vizsgalataval mérték fel. Ezek alapjan az artus CMV RG PCR Kit megbizhatdésaga >99%.

Reprodukalhatosag

A reprodukalhatésagi adatok Iehetévé teszik az arfus CMV RG PCR Kit
teliesitményjellemz8inek rendszeres mérését, valamint a mas termékekkel torténd
hatékonysagi Osszehasonlitast. Ezek az adatok laboratériumi szakmai alkalmassagi
programokban torténd részvételbél szarmaznak.

A fennallé proficiencia-programokban val6é részvétel mellett egy 10 tagu CMV panelt
(11. tablazat) is teszteltek 3 kiilsé laboratériumban az EZ1 DSP Virus Kit segitségével, az
EZ1 Advanced XL készliléken a nukleinsav-tisztitashoz, és az artus RG PCR Kittel a DNS-
eluatum teszteléséhez.
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11. tablazat: A CMV panel tagjai

Panelszam (Paneltag tipusa) Paneltag Higitas hatasa
1001 (1) Negativ 1. negativ pool
1002 (1) Negativ 2. negativ pool
1003 (2) Erésen negativ 50%-o0s pozitiv
1004 (2) Erésen negativ 50%-o0s pozitiv
1005 (3) Gyengén pozitiv 200 koépia/ml
1006 (3) Gyengén pozitiv 200 koépia/ml
1007 (4) Mérsékelten pozitiv 2000 kopia/ml
1008 (4) Mérsékelten pozitiv 2000 kopia/ml
1009 (5) Erésen pozitiv 200 000 kopia/ml
1010 (5) Erésen pozitiv 200 000 kopia/ml

A 10 tagu panelt két példanyban tesztelte 2 kulén szaktechnikus 6 napon at, minden nap,
minden egyes vizsgalati helyszinen a reagensek és kitek 3 gyartasi tételével. Ennélfogva a
20 minta és a 2 szaktechnikus, a 6 nap és a 3 helyszin szorzata 6sszesen 720 adatpontot
eredményez.

Az artus CMV RGQ MDx teszt teljes reprodukalhatésaga <12% CV-t adott 200 képia/ml és
200 000 koépia/ml kozotti koncentraciéju mintak esetén (lasd 12. tablazat)

12. tablazat: Atfogé 6sszegzés (minden egyes paneltag tipus) — megfigyelt atlagok

Megfigyelések CcVv
panel_tag_tipus szama Atlag Kozépérték Széras szazalék Minimum
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00
2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98
4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16
5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

A szazalékos variancia és a szoras atfogd dsszegzését a log10 IU/ml értékekre, mind az 5
panel esetén (az alabbi szempontok szerint: gyartasi tétel, helyszin, szaktechnikus, nap,

futtatasok kozott és egy futtatdson belll) a 13. tablazat tartalmazza (a kévetkezd oldalon).
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13. tablazat: A szorasnégyzet és a széras atfog6 osszegzése

Minta 1 2 3 4 5
. . Erésen Gyengén Mérsékelte ~ Erbsen
Mintatipus yeng >
P Negativ negativ pozitiv n pozitiv pozitiv
Medfigyelt atlag log10 IU/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 5,03
Tesztek szama 144 144 144 144 144
i I
Mérés %-0s vSaDrlancla
4 0 3,10 0 0 3,00
Tétel ’
ele 0 0,113 0 0 0,016
Hely 0 0 0 0,90 0
0 0 0 0,016 0
Szaktechnikus 4,3 4.6 0 18,8 154
0,033 0,136 0 0,074 0,037
Szoérasnégyzet N 0 0 8.60 6.00 48,10
- ap ’ p
oOsszetevoje 0 0 0,067 0,042 0,065
: - 0 0 4,40 10,90 7,90
Futtatasok kozott ’ :
uratasok kozo 0 0 0,048 0,057 0,026
Egy futtatason 95,7 92,3 87 63,40 25,60
belil 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
& 100 100 100 100 100
Osszesen
0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Diagnosztikai kiertékelés

Az artus CMV RG PCR Kit kiértékelését az artus CMV RG PCR Kit és a COBAS®
AMPLICOR® CMV MONITOR® Test 6sszehasonlitasaval végezték. 156 db retrospektiv és
prospektiv klinikai EDTA-s plazmamintat vizsgaltak. El6zetesen a COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR segitségével rutin diagnosztika keretein belll megvizsgaltak, és pozitivnak vagy

negativnak talaltak minden vizsgalati mintat.
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Az artus CMV RG PCR Kit készlettel térténd vizsgalathoz a CMV DNS-t a QlAamp DSP
Virus Kit készlettel izolaltak. Az izoladlashoz az artus CMV RG PCR Kit belsé kontrolljat is
hozzaadtak. A vizsgalatot Rotor-Gene 3000 késziléken végezték. A mintdkat a COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR Test teszttel a gyarté altal a terméktajékoztatdban megadott
utasitasoknak megfelel6en dolgoztak fel és vizsgaltak meg.

Mind a 11 olyan minta, melyet a COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test pozitivnak talalt,
pozitivnak bizonyult az arfus CMV RG PCR Kit készlettel is. A 145 mintabdl, melyet a
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test teszt negativnak talalt, 123 negativnak bizonyult
az artus CMV RG PCR Kit készlettel is. 22 nem egyez6 minta volt (14. tablazat).

14. tablazat: Az 6sszehasonlité validalasi vizsgalat eredményei

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

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

Ha a COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test tesztet referencianak tekintjuk, az
artus CMV RG PCR Kit minden mintara vonatkozé érzékenysége 100%, a diagnosztikai
specificitasa pedig 84,8%.

A 22 diszkordans minta tovabbi vizsgalata az arfus PCR Kitek eredményét erbsitette meg.
Ezek alapjan valészinl, hogy a kilénbséget az arfus CMV RG PCR Kit magasabb
érzékenysége okozta.
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Hibaelharitasi utmutatd

Ez a hibaelharitasi Uutmutaté barmely felmerllé hiba esetén segithet a megoldasban.
Tovabbi informaciokeért kérjiik, olvassa el miiszaki tamogatasi oldalunkon a gyakran ismételt
kérdéseket: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Megjegyzések és javaslatok

A pozitiv kontrollok (CMV QS 1-4) nem adnak jelet a Cycling Green fluoreszcens csatornaban

a) A PCR-adatok elemzésére kivalasztott Az adatelemzéshez valassza ki a Cycling Green fluoreszcens
fluoreszcens csatorna nem felel meg a csatornat az analitikai CMV PCR-hez és a Cycling Yellow
protokolinak fluoreszcens csatornat a belsé kontroll PCR-hez.

b) A Rotor-Gene készulék hémérsékletprofija Hasonlitsa 6ssze a h6mérsékletprofilt a protokollal. Lasd:
nem megfeleléen van programozva ,Protokoll: PCR és adatelemzés”, 14. oldal.

c) A PCR konfiguraciéja nem megfelel6é Ellenérizze a munkalépéseket a pipettazasi séma alapjan, és
sziikség esetén ismételje meg a PCR-t. Lasd: ,Protokoll: PCR és
adatelemzés”, 14. oldal.

d) A készlet egy vagy tobb részegysége Ellenérizze a reagensek tarolasi kdrilményeit és a lejarati idejét
esetében a tarolasi korlilmények nem (lasd a kit cimkéjét), és szlikség esetén hasznaljon Uj kitet.
feleltek meg a ,A reagensek tarolasa és
kezelése” fejezetben, 10. oldalon
talalhatéaknak.

e) Az artus CMV RG PCR Kit lejart Ellenérizze a reagensek tarolasi kdrilményeit és a lejarati idejét
(lasd a kit cimkéjét), és sziikség esetén hasznaljon Uj kitet.

A QlAamp DSP Virus Kit készlettel tisztitott negativ plazmaminta belsé kontrollja esetében gyenge jel,
vagy nincs jel (Ct = 27 % 3; kiiszobérték, 0,03) a Cycling Yellow fluoreszcens csatornaban, és ezzel
parhuzamosan nincs jel a Cycling Green csatornaban

a) A PCR-paraméterek nem felelnek meg a Ellenérizze a PCR koérilményeket (lasd fentebb) és szlikség
protokolinak esetén ismételje meg a PCR futtatast a helyes beallitasokkal.
b) A PCR gatolva volt Ugyeljen ra, hogy a megfelels izolalasi protokollt alkalmazza, és

szorosan kdvesse a gyarto utasitasait.

c) A DNS a kinyerés soran elveszett Amennyiben a belsd kontrollt az extrakciohoz adtak hozza, a
belsé kontroll jelének hianya a DNS-nek az extrakcié soran
torténd elvesztését mutathatja. Ugyeljen ra, hogy az ajanlott
izolalasi protokollt alkalmazza (lasd: ,DNS izolalas”, 12. oldal), és
szorosan kdvesse a gyarto utasitasait.
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Megjegyzések és javaslatok

d) A készlet egy vagy tobb részegysége
esetében a tarolasi korilmények nem
feleltek meg a ,A reagensek tarolasa és
kezelése” fejezetben, 10. oldalon

talalhatoaknak.

e) Az artus CMV RG PCR Kit lejart

Ellenérizze a reagensek tarolasi kdrulményeit és a lejarati idejét
(lasd a kit cimkéjét), és sziikség esetén hasznaljon Uj kitet.

Ellenérizze a reagensek tarolasi kdrilményeit és a lejarati idejét
(lasd a kit cimkéjét), és szlikség esetén hasznaljon Uj kitet.

A negativ kontroll esetében jelek talalhatéak az analitikai PCR Cycling Green fluoreszcens csatornajaban.

a) Szennyez6dés tortént a PCR el6készitése

soran

b) Szennyezddés tortént az extrakcié soran

Ismételje meg a PCR reakciot parhuzamos Uj reagensekkel.

Amennyiben lehetséges, zarja le a PCR csovet kdzvetlenll a
vizsgalati minta hozzaadasa utan.

Ugyeljen arra, hogy a pozitiv kontrollokat utolséként pipettazza.

Ugyeljen ra, hogy a munkafeliilet és a késziilékek fertétlenitése
rendszeres id6kdzonként megtorténjen.

Ismételje meg az extrakciét és PCR-reakciot a vizsgalni kivant
mintaval és Uj reagensekkel.

Ugyeljen ra, hogy a munkafeliilet és a késziilékek fertétlenitése
rendszeres id6kdzonként megtorténjen.
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Szimbodlumok

; ; <N> <N> teszthez elegendd reagenst tartalmaz

g Lejarati datum

IVD In vitro diagnosztikai alkalmazasra szolgalé gyogyaszati eszkdz
REF Katalogusszam

LOT Tételszam

MAT Anyagszam
COMP Osszetevsk
CONT Tartalom
NUM Szam

Globalis kereskedelmi aruazonosité szam

Jq/7 Hémérsékleti hatarértékek

Gyarté

Lasd a hasznalati utmutatot
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Rendelési informaciok

Termék Tartalom Katalogusszam
artus CMV RG 24 reakciéhoz: Master, magnézium-oldat, 4503263
PCR Kit (24) 4 kvantifikaciés standard, belsé kontroll, viz (PCR-

szint(i)
artus CMV RG 96 reakcidhoz: Master, magnézium-oldat, 4503265
PCR Kit (96) 4 kvantifikaciés standard, belsé kontroll, viz (PCR-
szint()
EZ1 DSP Virus Kit — a viralis DNS és RNS automatizalt,
parhuzamos tisztitasahoz 1-14 szérum-, plazma- vagy
liquormintabaél
EZ1 DSP 48 viralis nukleinsav preparalashoz: EI6toltott 62724
Virus Kit (48) reagenskazettak, eldobhatd hegytartok, eldobhato
szlir8s hegyek, mintacsovek, eluald csévek,
pufferek, hordozé RNS
QlAamp DSP Virus Kit — a viralis nukleinsavak tisztitasahoz
human plazmamintabdl in vitro diagnosztikai célra
QlAamp DSP 50 preparalashoz: QlAamp MinElute® Spin 60704
Virus Kit Columns, pufferek, reagensek, csovek,
oszloptoldalékok, és VacConnectors csatlakozdk

Rotor-Gene Q MDx és kiegészitok
Rotor-Gene Q  Real-time PCR (val6s ideji PCR) h6kamra 5 9002022
MDx 5plex csatornaval (z6ld, sarga, narancs, piros, karmazsin),

Platform laptop, szoftver, tartozékok: az alkatrészekre és a
kivitelezésre 1 éves garanciat tartalmaz; lizembe
helyezést és oktatast nem tartalmaz.
Rotor-Gene Q  Real-time PCR (val6s idejii PCR) hékamra 9002023

MDx 5plex
System

5 csatornaval (z0ld, sarga, narancs, piros,
karmazsin), laptop, szoftver, tartozékok: az
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Termék

Tartalom

Katalogusszam

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q
MDx 6plex
Platform

Rotor-Gene Q
MDx 6plex
System

Rotor-Gene Q
MDx 2plex
Platform

alkatrészekre és a kivitelezésre 1 éves garanciat
tartalmaz; lzembe helyezést és oktatast tartalmaz.

Real-time PCR (valds ideji PCR) h6kamra és
nagy felbontasu olvadaspont-analizator (HRM —
High Resolution Melt) 5 csatornaval (zold, sarga,
narancs, piros, karmazsin), HRM-csatorna, laptop,
szoftver, tartozékok: az alkatrészekre és a
kivitelezésre 1 éves garanciat tartalmaz; tdzembe
helyezést és oktatast nem tartalmaz.

Real-time PCR (valds ideji PCR) h6kamra és
nagy felbontasu olvadaspont-analizator (HRM —
High Resolution Melt) 5 csatornaval (zéld, sarga,
narancs, piros, karmazsin), HRM-csatorna, laptop,
szoftver, tartozékok: az alkatrészekre és a
kivitelezésre 1 éves garanciat, izembe helyezést
és oktatast is tartalmaz.

Real-time PCR (val6s idejii PCR) berendezés 6
csatornaval (kék, zdld, sarga, narancs, piros,
karmazsin), laptop és szoftver, tartozékok: az
alkatrészekre és a kivitelezésre 1 éves garanciat
tartalmaz; Gizembe helyezést és oktatast nem tartaimaz.

Real-time PCR (valds ideji PCR) berendezés 6
csatornaval (kék, zold, sarga, narancs, piros,
karmazsin), laptop és szoftver, tartozékok: az
alkatrészekre és a kivitelezésre 1 éves garanciat
tartalmaz; Gzembe helyezést és oktatast tartalmaz.

Real-time PCR (valés ideji PCR) hékamra 2
csatornaval (z0ld, sarga), laptop, szoftver,
tartozékok: az alkatrészekre és a kivitelezésre 1
éves garanciat tartalmaz; tzembe helyezést és
oktatast nem tartalmaz.

9002032

9002033

9002042

9002043

9002002

46
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Termék Tartalom Katalogusszam
Rotor-Gene Q  Real-time PCR (valés ideji PCR) hékamra 2 9002003
MDx 2plex csatornaval (z0ld, sarga), laptop, szoftver,

System tartozékok: az alkatrészekre és a kivitelezésre 1
éves garanciat tartalmaz; izembe helyezést és
oktatast tartalmaz.
Rotor-Gene Q  Real-time PCR (val6s ideji PCR) h6kamra és 9002012
MDx 2plex nagy felbontasu olvadaspont-analizator (HRM —
HRM Platform  High Resolution Melt) 2 csatornaval (z6ld, sarga),
HRM-csatorna, laptop, szoftver, tartozékok: az
alkatrészekre és a kivitelezésre 1 éves garanciat
tartalmaz; Gizembe helyezést és oktatast nem
tartalmaz.
Rotor-Gene Q  Real-time PCR (val6s ideji PCR) h6kamra és 9002013
MDx 2plex nagy felbontasu olvadaspont-analizator (HRM —
HRM System High Resolution Melt) 2 csatornaval (zéld, sarga),
HRM-csatorna, laptop, szoftver, tartozékok: az
alkatrészekre és a kivitelezésre 1 éves garanciat
tartalmaz; izembe helyezést és oktatast
tartalmaz.
Loading Block  Aluminiumblokk a reakciék manualis 9018901
72 x 0,1 ml Osszedllitdsara egycsatornas pipettaval 72 db
Tubes 0,1 ml-es cs6be
Loading Block  Aluminiumblokk a reakciok manualis 9018905
96 x 0,2 ml Osszeallitasara standard 8 x 12-es elrendezésben
Tubes 96 db 0,2 ml-es cs6be
Strip Tubes 250 strip 4 cs6vel és kupakkal 1000 reakciohoz 981103
and Caps,
0,1 ml (250)
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Termék Tartalom Katalogusszam

Strip Tubes 10 x 250 strip 4 csével és kupakkal 10 000 981106
and Caps, reakciohoz

0,1 ml (2500)

PCR Tubes, 1000 vékonyfalu csé 1000 reakcidhoz 981005
0,2 ml (1000)

PCR Tubes, 10 x 1000 vékonyfald cs6 10 000 reakcidhoz 981008

0,2 ml (10000)

A licenccel kapcsolatos legfrissebb informaciok és a termékspecifikus jogi nyilatkozatok a
megfelelé QIAGEN kit kézikényvében vagy felhasznal6i kézikdnyvében talalhaték. A
QIAGEN kitek kézikdnyvei és felhasznaldi kézikonyvei a www.qiagen.com webhelyen
érheték el, illetve a QIAGEN miszaki ugyfélszolgalattél vagy a teriletileg illetékes

forgalmazétol szerezheték be.
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A dokumentum atdolgozasi el6zményei

Atdolgozas Médositasok

6. atdolgozas, 2021. marcius A Linearis tartomany, Zavar6 anyagok és
Reprodukalhatésag cimi fejezetek hozzaadasa.

Az Alkalmazasi teriilet és Kvantifikalas cimi
szakaszok frissitése.

A tébbé mar nem tamogatott QIAGEN
berendezésekre vald hivatkozasok eltavolitasa.

Korlatozott licencszerzédés az artus CMV RG PCR Kit esetében

A termék hasznélataval a termék vasarldja vagy felnasznaléja elfogadja a kdvetkezo feltételeket:

1. A terméket kizardlag a hozza tartozoé protokollok és a jelen kézikdnyv szerint, valamint a kithez tartozé komponensekkel egyiitt szabad hasznalni. A QIAGEN
a szellemi tulajdonat képez6 termékek egyikének esetében sem engedélyezi, hogy a kithez tartozé komponenseket a termékhez mellékelt protokollokban, a
jelen kézikdnyvben és a www.qiagen.com webhelyen elérhet6 tovabbi protokollokban leirtak kivételével mas, nem a kithez tartozé komponensekbe beépitsék,
vagy azokkal egytt hasznaljak. A tovabbi protokollok némelyikét a QIAGEN felhasznaldi bocsatjak mas QIAGEN felhasznalok rendelkezésére. A QIAGEN
nem végezte el ezeknek a protokolloknak az alapos vizsgalatat és optimalizalasat. A QIAGEN nem vallal garanciat ezekért a protokollokért, és nem garantalja
azt sem, hogy azok nem sértik harmadik felek jogait.

Az itt leirt licenceken kiviil a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a kit és/vagy ennek hasznélata nem sérti harmadik felek jogait.
A kit és komponenseinek licence csak egyszeri hasznalatra jogosit; Ujrafelhasznalasuk, feltjitasuk vagy Ujraértékesitésiik tilos.
A QIAGEN az it leirtakon kiviil kifejezetten kizar minden mas konkrét vagy vélelmezett jogot.

oD

A kit vasarldja és felhasznaldja elfogadja, hogy semmilyen olyan Iépést nem tesz, és masnak sem engedélyezi semmilyen olyan Iépés megtételét, amely a
fentiekben elSirtak megszegéséhez vezet vagy azt elsegiti. A QIAGEN jogosult a jelen korlatozott licencszerzédésben foglalt tilaimak barmely birésagon
keresztiili érvényesitésére és az azzal kapcsolatban felmeriilé 6sszes vizsgalati és perkoltség kévetelésére, beleértve a korlatozott licencre vonatkozo jelen
szerz8dés vagy a kittel és/vagy komponenseivel kapcsolatos barmilyen szellemi tulajdonjog érvényesitése céljabdl inditott peres eljaras tigyvédi koltségeit.

A legujabb licer é 6l a www.qgiagen.com oldalon tajé 6dhat.

Ennek a terméknek a megvasarlasa feljogositja a vevét a kit human in vitro diagnosztikai szolgaltatasok végrehajtasa céljabol valé hasznalatara. A vasarlassal
megszerzett hasznalati jogon kiviil semmilyen altalanos szabadalmi vagy barmilyen mas licenc engedélyre nem jogosit ez a megallapodas.

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

HB-0046-008 1123965 R6 2021/03© 2021 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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