LightCycler® VZV Qual Kit
Uzivatelska prirucka

04 846 788 001
Pro diagnostiku In Vitro

Tento vyrobek vyuziva technologii Scorpion licencovanou spole¢nosti DxS pro
diagnostické pouziti in vitro u ¢lovéka.
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1 Uvodni informace o LightCycler® VZV Qual Kit 5 (26)

Co je LightCycler®
VZV Qual Kit?

Co je soucasti této
soupravy?
Tato uZivatelska

pFirucka

Popis postupu testu

Urceni soupravy

Uvodni informace o LightCycler®
VZV Qual Kit

LightCycler® VVZV Qual Kit je test pro diagnostiku in vitro, ktery vyuZziva real-
time PCR amplifikaci nukleovych kyselin pro detekci DNA Virus Varicella
zoster sp. (VZV) v lidskych klinickych vzorcich.

LightCycler® VZV Qual Kit zahrnuje vSechny potfebné reagenty pro Gplnou
analyzu pro VZV od zesileni po analyzu vysledku.

Tato uZivatelska prirucka popisuje postup amplifikace, detekce a analyzy.

Reference: Informace o pfipravé vzorku naleznete ve zvlastni pfiloze pro High
Pure Viral Nucleic Acid Kit, ktera je dodavana s touto sadou.

Tato tabulka popisuje rtizné faze postupu testovani.

Faze Popis

Klinické vzorky musi byt pfipraveny pomoci sady High Pure Viral
Nucleic Acid Kit.

Poznadmka: Musi se pouZit uZivatelska pfirucka "Zvlastni pfiloha
pro High Pure Viral Nucleic Acid Kit" dodany pro tuto sadu.

Pfiprava vzorku

Priprava amplifika- | Amplifikace se provadi podle pokynu v této uzivatelské prirucce.

ce

Vzorky mohou byt zesileny, detekovany a analyzovany na pfistroiji
LightCycler® 2.0.

Reference: Podrobny popis v ¢asti vénované pfistroji Light-
Cycler® 2.0.

Amplifikace/detekce
a analyza vysledku

LightCycler® VZV Qual Kit je uréen pro sledovani DNA viru VZV ve vzorcich
lidske cerebrospinalni tekutiny (CSF) nebo vezikularnino materialu (vytéry ve
fyziologickém roztoku) za vyuziti High Pure Viral Nucleic Acid Kit, pFistroje
LightCycler® 2.0 a této sady v souladu s pracovnim postupem. Je to test pro
diagnostiku invitro, ktery vyuziva zesileni PCR nukleovych kyselin pro detekci
DNA viru VZV.

Neni ur¢eno pro vysetfeni krve. LightCycler® VZV Qual Kit neni uren pro
vySetieni krve nebo krevnich produktd na pfitomnost Virus Varicella zoster.
Pro profesionalni pouziti LightCycler® VZV Qual Kit je uréen pouze pro
pouZziti odborné zpasobilymi nebo fadné vyskolenymi pracovniky.

©Cepheid AB
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2 Pozadavky na vzorky a kontrolni material

2.1

Pozadavky na vzorek
pacienta

Doporucéena média pro
vytéry

Interni kontrola pfi
pripravé vzorku

Skladovani eluent

2.2

Interni kontrola u
produktu Light-
Cycler®VZV Qual Kit

Kontrola slepym
vzorkem (NTC)

Pozitivni kontrola

Pozadavky na vzorky a kontrolni
material

Pozadavky na vzorek

LightCycler® VZV Qual Kit je ur€en pro pouziti se vzorky lidskych vezikular-
nich vytért a CSF.

Pro vytéry jsou doporuceny zkumavky jina pfenosova média na bazi fyziolo-
gického roztoku.

Interni kontrola je vzdy zahrnuta béhem pfipravy vzorku.

Reference: Zvlastni pfiloha pro uZivatelskou pfiru¢ku pro High Pure Viral
Nucleic Acid Kit obsazeny v této sadé LightCycler® VZV Qual Kit.

Eluenty mohou byt uchovavany pri +2 az +8 °C az tfi dny pred analyzou nebo
pfi -15 az -25 °C aZ tfi tydny pred analyzou.

Kontrola kvality

Interni kontrola je do klinickych vzorkl zavedena béhem pFipravy vzorku. In-
terni kontrola je amplifikovana ve stejné reakéni zkumavce jako vzorek. Pokud
neni naméren Zadny signal u interni kontroly a Zadny signal u klinického
vzorku, musi byt cely postup zopakovan, aby byly ziskany spolehlivé vysledky.

Kontrola slepym vzorkem (NTC) je soucasti postupu a provadi se paralelné s
klinickymi vzorky.

NTC je spojena s interni kontrolou zavadénou béhem pripravy vzorku. Reakce
NTC musi vést k signalu pro interni kontrolu. Pokud je zjistén signal pro cilovou
latku, je celé stanoveni neplatné a musi byt zopakovano s Cerstve pripravenymi
vzorky a NTC.

Poznamka: NTC musi byt zafazena pfi kazdé analyze LightCycler® VZV Qual
Kit.

Pozitivni kontrola (PC) LightCycler® VZV se pouziva pro uréeni treshold u
sledovaného signéalu a kontrolu platnosti analyzy.

©Cepheid AB
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2 Pozadavky na vzorky a kontrolni material 7 (26)

2.2 Kontrola kvality
Pozitivni kontrola

Selektivni amplifikace
UDG

Volitelné: pozitivni
virovy material

Poznamka: LightCycler® VVZV PC musi byt zafazena pfi kazdé analyze Light-
Cycler® VVZV Qual Kit.

Selektivni amplifikace (prevence vzajemné kontaminace) cilové nukleové ky-
seliny z klinickych vzork(l se dosahuje pouzitim uracil-DNA-glykosylazy
(UDG) a privodem deoxyuridin trifosfatu (dUTP) misto deoxythymidin trifos-
fatu (dTTP) v master mixu . UDG rozpoznava a katalyzuje destrukci DNA
vlaken obsahujici dUTP, nikoli vSak DNA s obsahem dTTP. To vede k potla-
¢eni schopnosti amplifikace kontaminujicich amplikont nachylnych k destrukci
UDG pred amplifikaci cilové DNA.

V inkubaénim kroku pfed termalnim cyklem jsou DNA fetézce zlomeny na
pozici dUTP, &imZ je zajisténo, Ze jsou vsechny kontaminujici amplikony po-
tlaeny a nebudou zesileny. BE€hem denaturacniho kroku je UDG deaktivovana
pfi vysokeé teploté, a nemuaze tedy zni€it cilové amplikony.

Cely proces od pfipravy vzorku po ziskani vysledku je mozné kontrolovat po-
moci virového materidlu VZV (kompletni viry) z QCMD panell
(www.gqcmd.org)

©Cepheid AB
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3 Potfebny material

3

3.1

Obsah a usporadani
soupravy

Obsah produktu
LightCycler® VZV
Control Set (kontrolni
sada)

Obsah produktu

tection Set (kontrolni
sada)

Potfebny material

Slozeni reagencni soupravy

Sada obsahuje reagenty pro analyzu maximalné 72 klinickych vzorkua. Soucasti
jsou vSechny reagenty pro zesilovani a detekci, véetné kontrolnich latek. Opti-
malni rozsah stanoveni pro tuto sadu je 12 klinickych vzork( nebo nasobek 12.

Sada muze byt proto pouZita az na Sest samostatnych stanoveni. Kazdy reagent
je proto dodavan v Sesti samostatnych zkumavkach, které jsou rozdéleny na tfi
kontrolni a tfi detek¢ni sadly.

Reference: 5 Pracovni postup

Tato tabulka uvadi obsah kazdé sady LightCycler® VVZV Control Set (kontrolni
sada) a celkovy pocet zkumavek v kompletni soupravé LightCycler® VZV
Qual Kit.

Table 3.1 Obsah produktu LightCycler® VZV Control Set (kontrolni sada)

PoloZka Popis Objem zku- | Pocget zku- | Celkovy
mavky mavek/kon- | pocet zku-
trolni sada | mavek v

souprave
Light-
Cycler®
VZV Qual
Kit

Light- VZV DNA fragment v 10 ul 2 6

Cycler® pufrac¢nim roztoku.

VzZV PC

Light- Pufraéni roztok neobsahuji- | 200 pl 2 6

Cycler® ci sekvence VZV sp.

DNA NTC

Light- Tlumici roztok obsahujici 78 ul 2 6

Cycler® neinfekéni syntetickou DNA

DNA IC s IC sekvencemi.

Tato tabulka uvadi obsah kazdé sady LightCycler® VZV Detection Set (kont-
LightCycler®VZV De- rolni sada) a celkovy podet zkumavek v kompletni soupravé LightCycler® VZV

Qual Kit.

©Cepheid AB
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3 Potfebny material
3.1 Slozeni reagenéni soupravy

Obsah produktu LightCycler® VZV Detection Set (kontrolni sada)

9 (26)

Podminky skladovani

3.2

PoloZzky, které nejsou
obsazeny v této
souprave

Table 3.2 Obsah produktu LightCycler® VZV Detection Set (kontrolni sada)

PoloZzka Popis Objem zku- | Pocet zku- | Celkovy
mavky mavek/de- | pocet zku-
tekéni sada | mavek v
soupravé
Light-
Cycler®
VZV Qual
Kit
Light- Tlumici roztok obsahuijici 80 ul 2 6
Cycler® nukleotidy, primery/sondu,
VZV MMx UDG a DNA polymerazu.
Light- Roztok obsahuijici chlorid 80 ul 2 6
Cycler® hofecnaty, BSA, trihalozu
Mg 18 a Tween 20.
SméSovaci | Prazdnazkumavka pro pfi- | N/A 2 6
zkumavka pravu pracovni matice.
Poznamka: Mohou se pou-
Zit i jiné podobné zkumav-
ky.

Dodané reagenty je mozné pred pouZitim skladovat pfi teploté -15 az -25 °C.
Alternativné mohou byt vSechny reagenty s vyjimkou LightCycler® VZV MMx
a LightCycler® Mg 18 skladovany pfi teploté +2 az +8 °C.
Poznamka: LightCycler® VZV MMx a LightCycler® Mg 18 se musi pred po-
uzitim skladovat pfi teploté -15 az -25 °C.

Potrebny material, ktery neni soucasti
soupravy

Nasledujici polozky nejsou soucasti soupravy, ale jsou nutné pro provedeni

analyzy:

- High Pure Viral Nucleic Acid Kit. (kat. €. 11 858 874 001; Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Némecko).

Poznédmka: PoZadované znaCeni CE musi platit v celém postupu. Sada se
musi pouzivat spole¢né se zvlastnimi pfilohami pro LightCycler® VZV Qual
Kit.

. Pristroj LightCycler® 2.0 (kat.. €. 03 531 414 201; Roche Diagnostics GmbH,

Mannheim, Némecko) s vyrobnim Cislem 1415001 a vy3Sim se softwarem
verze 4.05 (build 415) nebo vyssi.

Poznamka: PFistroje s nizSim vyrobnim islem by mély byt nejprve schvaleny
pro pouZiti s IVD se speciélni aktualizaci. Kontaktujte svou mistni zékaznickou
podporu, potfebujete-li informace o postupu aktualizace.

©Cepheid AB
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10 (26) 3 Potfebny material
3.2 Potfebny material, ktery neni soucasti soupravy
Polozky, které nejsou obsazeny v této soupravé

. LightCycler® VZV Qual Kit Macro CD-ROM verze 2.0 (kat. €. 04 847 130
001; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko).

. LC Carousel Centrifuge 2.0 (kat. €. 03 709 582 001; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Némecko).

- Spotiebni material pro pfistroj LightCycler® 2.0 LightCycler® Kapilary (20
ul) (kat. €. 11 909 339 001; Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko).

- LW Color Compensation Kit (kat. ¢. 04 847 148 001; Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Némecko).

- LW Color Compensation Kit Macro CD-ROM (Kkat. €. 04 847 121 001; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko).

- Mikropipety s aerosolovou prepazkou, zalepenou Spi¢kou nebo systémem
aktivniho vypuzovani (200 and 50 pl).

. Jednorédzové ochranné rukavice (bez pudru)

©Cepheid AB 2011-06-28 71001214 cs-a377



4 Upozornéni a bezpeénostni zasady 11 (26)

4 Upozornéni a bezpecnostni
zasady

Vseobecna laboratorni - Nepipetujte Usty.

raxe T . .
P -V laboratofi nejezte, nepijte a nekurte.
- Noste jednordzové rukavice, laboratorni plast’ a ochranu o€i, kdyZ zachazite
se vzorky a reagenty.
- Po skonceni prace se vzorky a reagenty si dikladné umyjte ruce.
Zachazeni s mater- - Nemichejte reagenty z rGznych SarZzi.
ialem

- NepouZzivejte sadu po datu expirace.
- NepouZivejte oteviené nebo poSkozene lahvicky s reagenty.

Postup prace v labor-  Postup prace v laboratofi musi byt provadén jednosmérnym zplasobem pocinaje
atori v prostoru pro pfipravu reagentt pres prostor pripravy vzorkd az po prostor
amplifikace a detekce.

. Cinnosti pred amplifikaci musi byt zahajeny pfipravou reagentti a pokraovat
pripravou vzorkd.

. Cinnosti spojené s pFipravou reagentt a vzork( musi byt provadény v samo-
statném, oddéleném prostoru.

- Material a vybaveni musi byt vyhrazeny pro kazdou ¢innost a nesmi byt po-
uZity pro jiné ¢innosti nebo pfesouvany mezi prostory.

- Ve viech prostorach se musi pouZivat rukavice, které musi byt vyménény
pred opusténim tohoto prostoru.

- Vybaveni a material pouzité pro pfipravu reagent( se nesmi pouzivat pro
¢innosti spojené s pripravou vzorkd nebo pro pipetovani nebo zpracovani
amplifikace DNA nebo jiného zdroje DNA.

- Materiél a vybaveni pro amplifikaci a detekci musi trvale zUstat v prostoru
amplifikace a detekce.

Infekéni vzorky a - Se vzorky by mélo byt nakladano jako s infekEnim materidlem, a proto by

kontaminujici material ~ se mély pouZzivat bezpecné laboratorni postupy, napf. postupy popsané v
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories ! a v dokumentu
NCCLS M29-T 2,

©Cepheid AB 2011-06-28 71001214 cs-a377
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4 Upozornéni a bezpec¢nostni zasady
Infekéni vzorky a kontaminujici material

Bezpecnostni zasady
pro pouZivani pfistroje
LightCycler®

Elektrickd bezpe&nost
pristroje LightCycler®

VSeobecné zasady pro
udrZbu pristroje
LightCycler®

Pokyny pro cisténi
pristroje LightCycler®

. Dukladné vycistéte a vydesinfikujte vSechny pracovni povrchy pomoci 10%

béliciho prostfedku. VeSkeré vybaveni nebo materiél, které prisSly do kontaktu
s klinickymi vzorky, sterilizujte pfed vyhozenim v autoklavu.

. Zabrante mikrobialni kontaminaci reagentu pfi odebirani alikvotnich podild

z lahvicek s reagenty. Doporucuje se pouZivat sterilni jednorazove pipety a
pipetovaci Spicky.

- VS8echny nepouZité reagenty a odpad musi byt zneSkodnény v souladu s

platnymi statnimi predpisy.

.

Dodrzujte viechny obecné bezpecnostni zasady, které plati pro elektrické
pristroje.

Nikdy se nedotykejte spinacl nebo napajeci Sidry vihkyma rukama.
Neotvirejte kryt pristroje.

Nikdy necistéte pfistroj, aniZ byste jej vypnuli hlavnim spinaCem a odpojili
napajeci Sndru ze zasuvky.

Béhem provozu neotvirejte termalni komoru.

Viko komory a karusel se vzorky jsou béhem pracovniho cyklu pristroje
horké.

Poznamka: Udrzbu a opravu tohoto pfistroje by méli provadét pouze zpGsobili
servisni pracovnici.

.

.

Pristroj LightCycler® 2.0 je navrZen se stupném ochrany | (IEC).

Pokud je sitova Sntra popraskana, zkroucena, ohorela nebo jinak poskozena,
musi byt ihned vyménéna za ekvivalentni sou¢ast od Roche Diagnostics.

Chcete-li se informovat 0 mozZnostech servisniho kontraktu, kontaktujte mistni
tym technické podpory spolecnosti Roche Diagnostics.

Reference: UzZivatelska prirucka pro pristroj LightCycler® 2.0.

.

.

.

Nelijte kapaliny do termalni komory.

Manipulace a likvidace infek&niho materialu by méla byt provadéna v souladu
s mistnimi bezpec&nostnimi predpisy.

Cistéte kryt pristroje $etrnym bé&znym gisticim prostfedkem. Pokud je to za-
potfebi, pouzijte 70% ethanol pro desinfekci krytu pFistroje.

©Cepheid AB
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4 Upozornéni a bezpeénostni zasady 13 (26)
Pokyny pro &isténi pristroje LightCycler®

- Vycistéte LightCycler® 2.0 Carousel tak, Ze odstranite kapilarni tlomky po-
moci kartacu dodavanych s pristrojem.

Preventivni tdrzba Pravidelné kontrolujte prostor okolo pfistroje. Proudéni vzduchu okolo pfistroje
pFistroje LightCycler® nesmi byt omezeno.

Poznédmka: Knihy, papiry ani dal$i material nesmi ovliviiovat proudéni vzdu-
chu.

©Cepheid AB 2011-06-28 71001214 cs-a377
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5 Pracovni postup

5

VZdy pouzivejte

neoteviené zkumavky

Nejprve pfipravte

Pracovni postup

Pro zabranéni kontaminace vzdy pouZivejte neoteviené zkumavky. DodrZujte
popsany pracovni postup. VSechny reagenty zbylé v otevienych zkumavkach
musi byt zneSkodnény.

Hlavni pracovni mastermix musi byt pfipraven pred pfipravou vzorku, pokud

hlavni pracovnimaster je cely proces proveden v jeden den. Je to dulezité pro minimalizaci rizika

mix.

Pred pouzitim reagenty

rozmrazte

Jak pfipravit hlavni
pracovni mastermix.

kontaminace.

Pouze pokud jsou vzorky pFipraveny den pfed amplifikaci nebo jesté dfive, je
pfipustné opac¢né poradi.

Reference tykajici se pfipravy vzorku: Priprava vzorkd musi byt provadéna
podle zvl&stni pFilohy pro High Pure Viral Nucleic Acid Kit v tomto Light-
Cycler® VZV Qual Kit.

Reference: 4 Upozornéni a bezpecnostni zasady

Pouzijte vhodny pocet zkumavek pro kazdé stanoveni. Bezprostfedné pred
pouZitim musi byt vSechny reagenty zcela rozmrazeny (pfiblizné 20 minut pfi
pokojové teplot&) a promichany na vortexu.

Poznamka: Spotrebujte do 30 minut po rozmrazeni a promichani na vortexu.

PFi pfipravé hlavniho pracovniho mastermixu postupujte podle bodu 1 - 3 niZe:
1 Kratce odstredte zkumavky s LightCycler® VZV MMx a LightCycler®
Mg 18.

2 Odpipetujte LightCycler® VZV MMx a LightCycler® Mg 18 do dodané
smésovaci zkumavky podle tabulky nize.

3 Pripravte hlavni pracovni matici promichanim na vortexu (5 sekund) nasle-
dovanym kratkym odstfedénim.
Poznamka: Promichani na vortexu je kriticky dulezZité pro vysledek
stanoveni.

Hlavni pracovni matice je stabilni pfi teploté +2 az +8 °C po dobu 2 hodin.

V tabulce je uvedeno, kolik kazdého reagentu je zapotfebi pro rizny pocet
klinickych vzorku pro jeden pfistroj LightCycler® 2.0 véetné kontrolnich latek.

Table 5.1 Jak pfipravit hlavni pracovni mastermix pro rtizny pocet klinickych vzork.

Pocet klinic- Objem Light- | Pocet potfeb- | Objem Light- | Pocet potfeb-
kych vzorku Cycler® vzv nych zkuma- | Cycler® Mg 18 | nych zkuma-
MMx vek pro Light- vek pro Light-
Cycler® vzv Cycler® Mg 18
MMx
1-12 80 pl 1 80 pl 1

©Cepheid AB
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5 Pracovni postup

Jak pfipravit hlavni pracovni mastermix.
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Jak nastavit reakci
PCR

Jak pfidat vzorek k
PCR reakci

Jak pfipravit Light-
Cycler® Carousel.

Pocet klinic- Objem Light- | Pocet potfeb- | Objem Light- | Pocet potfeb-
kych vzorku Cycler® vzv nych zkuma- | Cycler® Mg 18 | nych zkuma-
MMx vek pro Light- vek pro Light-
Cycler® vzv Cycler® Mg 18
MMx
13-24 160 pl 2 160 pl 2

PFidejte 10 pl hlavni pracovni matice do potfebného poctu zkumavek Kapilary
LightCycler® (extrahované vzorky kontrolni latky) umisténych v predem
ochlazenych adaptérech odstredivky.

Do vyhrazené zkumavky Kapilary LightCycler® pFidejte 10 pl extrahovaného
vzorku, LightCycler® VZV PC nebo extrahovany LightCycler® DNA NTC.

Uzavrete kazdou kapilaru zatkou okamzité po pFidani vzorku pomoci LC
Capping Tool (kat. €. 03 357 317 001).

Dulezité je:
- Budte opatrni pfi pfidavani vzork( do Kapilary LightCycler®, abyste predesli
kfizove kontaminaci mezi vzorky.

. Zabrante vniknuti bublin vzduchu do Kapilary LightCycler®.

1 Vlozte kapilary obsahujici LightCycler® DNA NTC do pozice 1 a kapilary
obsahujici LightCycler® VZV PC do pozice 2 v LightCycler® Carousel.

2 Od pozice 3 v LightCycler® Carousel umist'ujte kapilary obsahujici klinické
vzorky.

3 Preneste michadélko v&etné LightCycler® Carousel do pristroje LC Carousel
Centrifuge 2.0.

4 LC Carousel Centrifuge spustite stiskem tlacitka Start

Po odstfedéni premistéte LightCycler® Carousel do pFistroje LightCycler®
2.0
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6 Pristroj LightCycler® 2.0

6.1 Uvodni informace o pfistroji LightCycler®
2.0

Tato kapitola Tato kapitola popisuje:

- Postupy potrebné pro provedeni analyzy LightCycler® VZV Qual Kit na
pristroji LightCycler® 2.0 od (Roche Diagnostics).

- Analyza a interpretace vysledk( pomoci softwaru LightCycler® verze 4.05
nebo vyssi.

Verze softwaru Vsechny specifikace se vztahuji k softwaru LightCycler® verze 4.05 nebo
VySSi.

Podrobné informace o Reference: Pro podrobné informace o programovani viz navod k obsluze pro
programovani LightCycler® 2.0 (verze softwaru 4.05 nebo vyssi).
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6.1 Uvodni informace o pfistroji LightCycler® 2.0

6.2

6.2.1

Vsechny kroky je nut-
né dodrzet

Jak se prihléasit k Exor
Database (DB)

Musi byt provedena
kompenzace barev

Jak instalovat makro

Makro pro Light-
Cycler®VvzZV Qual Kit
neupravujte

Pfiprava pristroje LightCycler® 2.0

Drive nez zacnete

VSechny kroky je nutné dodrzZet, aby bylo zajisténo spravné provedeni testu na
pristroji LightCycler® 2.0.

Reference: 5. Pracovni tok

Informace o prihlaseni do tohoto softwaru viz ndvod k obsluze pfistroje Light-
Cycler® 2.0, verze softwaru 4.05 nebo vyssi, pro diagnostiku in vitro (Cast A).

Poznamka: Je dulezité se prihlasit k Exor Database (DB) s auditovou zkouSkou
pred spusténim makra.

Poznamka: Pokud jste pFihlaseni v rezimu auditové zkousky k Exor DB, je ve
stavovém radku softwaru zobrazeno slovo Traceable.

PFi prvnim spusténi LightCycler® VZV Qual Kit je nutné vytvofit barevny
kompenzac¢ni objekt pomoci LW Color Compensation Kit (kat. €. 04 847 148
001).

Poznamka: Novy barevny kompenzacéni objekt vytvarejte kazdych Sest mésicu.
Reference: UZivatelska pFirucka pro LW Color Compensation Kit.

Pro informace o instalaci makra viz navod k obsluze pro pfistroj LightCycler®
2.0, verze softwaru 4.05 pro diagnostiku in vitro (Cast A).

Makro obsahuje specifické informace pro danou soupravu. Proto je nutné insta-
lovat spravné makro. Pouze v pfipadé, Ze je nainstalovana spravna (odpovida-
jici) verze makra, je systém pfipraven k vyhodnoceni analyzy. BEhem pripravy
analyzy je uzivatel informovan, pokud neni nainstalovana spravna verze makra.

Poznamka: Je dllezité, aby bylo nainstalovano spravné makro LightCycler®
VZV Qual Kit (kat. €. 04 847 130 001).

Poznamka: Makro obsahuje vSechna nastaveni potfebna pro provedeni analyzy
pomoci LightCycler® VZV Qual Kit.

Makro pro LightCycler® VZV Qual Kit nesmi uzivatelé ménit, s vyjimkou
zmény poctu a ndzvu vzorku.

Pokud dojde ke zméné makra, zobrazi se ve zpravé nasledujici fadka: User
developed or modified test method.

Poznamka: Pokud je makro upraveno, je analyza neplatna a musi byt zopako-
vana.
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6.2 Pfiprava pfistroje LightCycler® 2.0
Makro pro LightCycler® VZV Qual Kit neupravujte
Reference: UZivatelska prirucka pro pristroj LightCycler® 2.0.
6.2.2 Spusténi analyzy s LightCycler® 2.0
Jak umistit Light- Vlozte LightCycler® Carousel vcetné kapilar do pristroje LightCycler® 2.0.
Cycler® Carousel do
pristroje
Jak spustit makro Tato tabulka vysvétluje postup spusténi makra.
Table 6.1 Jak spustit makro.
Krok Cinnost
1 Sput'te makro stisknutim tlacitka Roche Macro na predni strané a zadejte
katalogové Cislo soupravy.
Poznamka: Katalogové ¢islo miiZze byt zadano bud' ru¢né (viz napriklad
prvni strana této uzivatelské pfirucky), nebo nactenim carového kédu.
2 Vyberte spravné makro klepnutim na nejnoveé;jsi verzi v poli Select Ma-
cro.
Poznamka: Spusti se priivodce, ktery vam pomUZe se spusténim makra.

Jak definovat kontrol- Poznamka: Pozice kontrolnich poloZek (PC a NTC) je v makru jiZ definovana.
ni vzorky v makru. Nazvy a pozice nesmi byt ménény.

Jak definovat klinické Tato tabulka popisuje postup definovani klinickych vzorkd v makru.

vzorky v makru.

Table 6.2 Jak definovat klinické vzorky v makru.

Krok

Cinnost

1

Zadejte pocet vzorkd a kontrolnich polozek v ¢asti sample count.

2
3

Zadejte nazvy vzork(l na obrazovce Capillary view.

Zadejte Cislo SarZe soupravy do pole na obrazovce Capillary view ru¢né
nebo pomoci ¢arového koédu.

Jak spustit analyzu Analyzu spustite klepnutim na tla¢itko Start run v privodci.
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6.3

6.3.1

Uvod k této ¢asti

VSechny kroky je nut-
né dodrzet

6.3.2

Jak vytvofit vyslednou
zpravu

Jak zkontrolovat plat-
nost analyzy

Jak najit vysledky

Jak interpretovat
vysledky

Analyza dat v softwaru LightCycler® verze
4.05 nebo vyssi.

Drive nez zacnete

V této Casti je popsano, jak se generuji vysledky pomoci makra LightCycler®
VZV Qual Kit a jak tyto vysledky interpretovat.

VSechny kroky je nutné dodrZet, aby byla zajiSténa spravna interpretace vysled-
k.

Interpretace vysledkd

Vysledna zprava je vytvarena automaticky makrem LightCycler® VZV Qual
Kit po skonceni kazde analyzy:

Chcete-li zkontrolovat platnost analyzy, viz ¢ast Results ve zpravé vytvorené
makrem LightCycler® VZV Qual Kit.

V této tabulce je vysvétleno, jak zkontrolovat platnost analyzy.

Table 6.3 Jak zkontrolovat platnost analyzy

Vzorek Kritérium Cinnost
LightCycler® Sloupec Cp pro 530: prazdny ne- | LightCycler® DNA NTC je platny.
DNA NTC bo > 45 Z&dna éinnost neni zapotrebi
a Poznamka: Pokud nejsou nékte-
Sloupec Cp pro 610: <40 ra z téchto kritérii splnéna, Light-

Cycler® DNA NTC je neplatny a
analyza musi byt zopakovana od
pFipravy po zesileni.

LightCycler® Sloupec Cp pro 530: 32-35 LightCycler® VZV PC je platny.
VZV PC a Z&dna éinnost neni zapotfebi
Sloupec Cp pro 610: nelze pouzit | Poznamka: Pokud toto kritérium
neni splnéno, LightCycler® VzZV
PC je neplatny a analyza musi
byt zopakovana od faze zesileni.

Vysledky detekce pro VZV v kazdém klinickém vzorku lze nalézt v €asti Results
sloupec (Cp) zpravy vytvorené makrem LightCycler® VZV Qual Kit.

Tato tabulka vysvétluje postup interpretace vysledku.

©Cepheid AB

2011-06-28 71001214 cs-a377



20 (26)

6 Pristroj LightCycler® 2.0

6.3 Analyza dat v softwaru LightCycler® verze 4.05 nebo vyssi.

Jak interpretovat vysledky

Jak interpretovat
odchylné vysledky

Table 6.4 Jak interpretovat vysledky

Pokud

Potom

Sloupec Cp pro 530: <45
a

Sloupec Cp pro 610: nelze
pouzit

Sloupec Cp pro 530:
prazdny nebo > 45
a

Sloupec Cp pro 610: <45

Ve vzorku byl detekovan VzZV

Ve vzorku nebyl detekovan VZV.

Poznamka: Pro odlisné vysledky viz ¢ast: "Jak interpretovat odchylné vysled-

Tato tabulka vysvétluje, jak interpretovat odchylné vysledky ve zpravé vytvo-
fené makrem LightCycler® VZV Qual Kit.

Table 6.5 Jak interpretovat odchylné vysledky

Pokud

Potom

Cinnost

Sloupec Cp pro 530:
prazdny nebo > 45
a

Sloupec Cp pro 610:
prazdny nebo > 45

Klinicky vzorek neobsahuiji-
ci DNA pro VZV nebo inter-
ni kontrola.

Vysledek klinického vzorku
je neplatny. Opakuijte pfipra-
vu vzorku a zopakujte ana-
lyzu vzorku.
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Pfiprava vzorku a
pFistroje pro studie
charakteristik stan-
oveni

Mez detekce (LOD)

LOD ve fyziologickém
roztoku

LOD v CSF

Analyticka specificita

Klinicka specificita

Robustnost

Charakteristiky stanoveni
LightCycler® VZV Qual Kit

Pro vSechny studie vykonnostnich charakteristik popsané nize byl pouZit High
Pure Viral Nucleic Acid Kit Studie byly provadény na pfistroji LightCycler®
2.0 (Roche Diagnostics).

Mez detekce (LOD) je definovana jako titracni Groven, pri které je pozitivné
uréeno 95 % vSech vzorkd obsahujicich VZV.

LOD ve fyziologickém roztoku byla uréena analyzou kmen 9/84 ve zfedéném
roztoku vzorku VZV. Vzorek byl pétinasobné zfedén ve fyziologickém roztoku.
Kazdy zredény roztok byl pfipraven 24krat pomoci soupravy High Pure Viral
Nucleic Acid Kit. Pro vypocet koncentrace LOD byla pouZita analyza Probit.

LOD byla ur¢ena ve 200 pl fyziologického roztoku na hodnotu 384 kopii/ml
(95% interval spolehlivosti: 275 - 791 kopie/ml).

LOD v CSF byla urCena analyzou kmen 9/84 ve zfedéném roztoku vzorku
VZV. Vzorek byl pétinasobné zfedén v roztoku s chovanim a vlastnostmi pfi-
pominajici lidskou CSF. Kazdy zifedény roztok byl pfipraven 24krat pomoci
soupravy High Pure Viral Nucleic Acid Kit. Pro vypocet koncentrace LOD
byla pouZita analyza Probit.

LOD byla urcena ve 200 ul CSF na hodnotu 157 kopii/ml (95% interval spoleh-
livosti: 110 - 303 kopii/ml).

Exkluzivita: Ekluzivita pro LightCycler® VZV Qual Kit byla posouzena ana-
Iyzou in vitro relevantnich patogenu. Nebyla zjisténa kFiZzova reaktivita pro:
HHV-6; HHV-7; HHV-8; HSV-1; HSV-2; HPV16; Adenovirus typ 2; CMV;
HBV; EBV; Aspergillus niger; E.coli; Saureusa S.epidermidis.

Klinicka specificita pro LightCycler® VZV Qual Kit byla uréena analyzou 40
raznych vzorkt vytéru. Zadny vzorek nebyl pozitivni na VZV. Klinické speci-
ficita testu byla tedy 100 %.

Robustnost byla uréena posouzenim celkové miry selhani produktu LightCycler®
VZV Qual Kit. VVzorky byly zfedény ve fyziologickém roztoku na 1050 kopii/ml
(pfiblizné trojnasobek LOD koncentrace ve fyziologickém roztoku) a analzy-
zovany se tremi Sarzemi produktu LightCycler® VZV Qual Kit.
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Robustnost

U 99 vzorku ze 100 byl vysledek pozitivni pro VZV DNA i pro interni kontrolu.
To znamena4, Ze robustnost pro LightCycler® VZV Qual Kit je 299 %.
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8

Virus varicella zoster

Nemoci zplsobené vir-
em varicell zoster

Diagnosa virus vari-
cella zoster

VZV nemoc a diaghosa

Virus varicella zoster (VZV) patfi vzhledem k biologické a strukturni podob-
nosti do podskupiny a-herpesvirinae .

VZV muze zpasobit virové komplikace plic, jater a centralniho nervového
systému u déti s narusenou imunitou a VZV retinitidu, akutni renalni nekrosu
a chronickou progresivni encefalitidu u pacientd s HIV B! 1 Navic muze byt
Herpes zoster (pasovy opar) zaménén za HSV, takZe jsou pro spravnou diagnosu
zapotiebi vhodné laboratornf testy .

Jako hlavnim prostfedek IéCby zavaznych infekci VZV byl pouzivan acyclovir.
Moznosti 1é€by dospélych osob s herpes zoster vsak byly v posledni dobé
rozsifeny o nové antivirové Iéky, véetné valacycloviru a famcicloviru &,

Posouzeni VZV zesilenim PCR v redlném Case a detekci virové DNA z biolo-
gickych vzorkd (napf. vezikularni vytéry) je spolehlivym nastrojem pro detekci
VZV u pacientl s rozvinutou aktivni infekci VZV nebo s rizikem vzniku této
infekce.

PCR se pouziva v mnoha laboratofich pro posouzeni infekce VZV.
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9 Definice parametru real-time PCR

Real-time PCR Real-time PCR umoznuje uZivateli sledovat amplifikaci v kazdém cyklu. To
je umoznéno pomoci fluorescenéné oznacené sondy specifické pro cilovy
subjekt. Real-time PCR zaruCuje presnou analyzu cilového subjektu mérenim
akumulovane fluorescence v logaritmické fazi amplifikace nukleové kyseliny.

Pfiklad stanoveni real- Nasledujici obrazek uvadi pfiklad stanoveni real-time PCR.
time PCR Obrézek 9.1 Priklad stanoveni real-time PCR

Amplification curves

Fluorescence
B o R bk B W @ S R g

123456 T 8 @000 1IIEASRETT 1000300 222020 2520 T D820 200 X200 0500 3 R a0 A T dada 5
Cycles
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Poznamka pro kupujiciho

Zakoupenim tohoto produktu ziskava kupujici pravo pouZit jej pro zesileni sekvence nukleové kyseliny
a pro detekci sekvence nukleové kyseliny pro in vitro diagnostiku u ¢lovéka. Zadné patentové nebo
licencni pravo jakéhokoli typu jiné nez specifikované pravo pouziti neni zakoupenim udélovano.

Obchodni znamky

ROCHE, LIGHTCYCLER a HIGH PURE jsou ochranné zndmky spole¢nosti Roche.

Informace o vyrobci
Cepheid AB
Rontgenvagen 5
SE-171 54 Solna
SVEDSKO

Distribuce:

Roche Diagnostics GmbH
Roche Molecular Diagnostics
68298 Mannheim
NEMECKO

Kontaktni informace
Kontaktujte prosim své mistni zastoupeni Roche
www.roche-diagnostics.com
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