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Alkalmazasi teriilet

Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit egy valos idejd RT-PCR in vitro diagnosztikai teszt,

amely a SARS-CoV-2 RNS-ének kvalitativ kimutatasara szolgal a COVID-19 klinikai és/vagy
epidemioldgiai feltételeinek megfeleld egyénekbdl izolalt és tisztitott nazofaringedlis (NP),

nazalis és orofaringedlis (OP) tamponmintakbdl.*

Az eredmények a SARS-CoV-2 RNS azonositasara szolgalnak. A SARS-CoV-2 RNS altalaban
a fels@ léguti mintakban detektélhaté a fertézés akut fazisaban. A pozitiv eredmények

a SARS-CoV-2 RNS jelenlétére utalnak; a beteg kortorténetének és egyéb diagnosztikai
informacidknak a figyelembe vétele sziikséges a beteg fert6zottségi allapotanak
meghatdrozasahoz. A pozitiv eredmények nem zarjak ki a bakteridlis fertézés vagy mas
virusokkal torténé egyuttes fertdzés jelenlétét. A vizsgalattal azonositott anyag nem biztos,
hogy a betegség okozdja.

A negativ eredmények nem zarjak ki a SARS-CoV-2 fert6zés jelenlétét, és nem hasznalhatok
egyeduli alapként a beteg kezelésével kapcsolatos dontések meghozatalaban. A negativ
eredményeket 6sszefliggésikben kell vizsgalni mas klinikai megfigyelésekkel, a beteg
kortorténetével és az epidemiologiai informaciokkal egyutt.

Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készletet csak képzett és erre képesitett klinikai
laboratoriumi személyzet hasznalja, akik az Agilent rendszer miikddésével és az in vitro
diagnosztikai eljarasokkal kapcsolatban kifejezetten oktatast és képzést kaptak.

* Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit vizsgalat teljesitményét nazofaringealis tamponmintaval, UTM
vagy VCM transzport médium alkalmazasa esetén allapitottak meg. Az orofaringealis tamponminta, az orr
és a kozépsd orrkagyld tamponmintai elfogadhaté mintatipust jelentenek az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR
Dx Kit készlettel végzett vizsgdlathoz, de a teljesitmény ezekkel a mintdkkal még nincs megallapitva. Az
orofaringedlis tamponminték, az orr és a kozépsé orrkagyld tamponmintainak vizsgalata (amelyet sajat
kezlleg vagy egészségulgyi szakember felligyelete alatt gydjtdttek) csak a COVID-19 tlneteiben szenvedé
betegekre korlatozodik.

Hasznélati utasitdas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit



Termékleiras

A termék attekintése/a vizsgalat elve

Az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit egy valos idejl reverz transzkripcios
polimeraz-lancreakcié (QRT-PCR) vizsgdlat. A SARS-CoV-2 primer és proba készlet(ek)
a SARS-CoV-2 RNS-ének kimutatasara szolgalnak COVID-19 gyanu esetén a betegektdl
egészségligyi szakember éltal vett nazofaringedlis (NP), nazalis és orofaringealis (OP)
tamponmintakbol.

A vizsgalat lépéseinek leirasa

A nukleinsavakat (az extrakcios modszertdl fliggden) ~140-200 ul nazofaringedlis (NP)
tamponmintdbdl szarmazo mintabdl izolaljuk automata extrakcios rendszerrel (Qiagen
QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini Kit és QIAsymphony, ThermoFisher MagMAX
Viral/Pathogen Il Kit és KingFisher Flex). A megtisztitott nukleinsavbal (5 pl) reverz
transzkripcioval cDNS készul, majd ezt kovetben egylépéses gRT-PCR reakcidban Agilent Brilliant
Il gRT-PCR reagensekkel amplifikaljuk a tamogatott valds idejl PCR készlilékeken. A folyamat
sordn a proba egy meghatarozott célszekvenciahoz kapcsolodik, amely a forward és reverz
primerek k6zott helyezkedik el. A PCR-ciklus meghosszabbitasi fazisa sorén a Tag polimeraz
5-nukledz aktivitasa lebontja a probat, melynek kdvetkeztében a riporterfesték elvalik a
kioltofestéktdl, és fluoreszcens jel jon létre. Minden ciklus soran tovabbi riporterfesték-molekulak
hasitédnak le a megfeleld probabdl, névelve a fluoreszcencia intenzitdsat. A fluoreszcencia
intenzitast minden PCR-ciklusban monitorozzuk a tamogatott valds idejl PCR készulékekkel
(Agilent AriaMx/AriaDx, ABI 7500 Fast vagy Bio-Rad CFX96).

Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készlettel egyiitt hasznalandé
ellenérz6 anyagok

+ A ,nem” (negativ) kontroll mintdra van szlikség a tesztfolyamat szennyezédésének
ellendrzéséhez, a szennyez&dés ugyanis alpozitiv eredményeket adhat, és a kontrollt
PCR-lemezenként legaldbb egyszer hasznalni kell. A felhasznalo vizet ad hozza az
extrahalt RNS helyett, és ezt negativ kontroll mintaként hasznalja.

+ Pozitiv kontroll mintara van szikség annak biztositasara, hogy a célzott SARS-CoV-2 RNS
kimutatasanak mechanizmusa ne séruljon, és ezt PCR-lemezenként legalabb egyszer
haszndlni kell (50 képia/reakcid). A készlet pozitiv kontrollja a virus célszekvencidknak
megfelel6 szintetikus RNS.

Human kontroll mintdra (Human Specimen Control, HSC) van sziikség annak biztositdsahoz,
hogy az eredeti mintdban lévé RNS megfelelé maradjon az extrakcié soran, és ezt a kontroll
mintat extrakcids tételenként legalabb egyszer hasznalni kell.

+ Belsé kontrollra (human RN&z P-gén) van sziikség annak biztositdsara, hogy az eredeti
mintabol szarmazo RNS kimutathatd legyen a gRT-PCR reakcioban. Varhatdan a HSC-ben,
valamint a legtobb human mintaban detektalhato elegendé celluldris RNS. Human mintakban
eléfordulhat, hogy a belsd kontroll nem mutathato ki, ha a SARS-CoV-2 virus RNS magas
koncentracidban van jelen.

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 7



A készlethez mellékelt kontrollok

1.tablazat Az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit készlethez mellékelt kontrollok

A kontroll tipusa A kontroll neve Beszallit6 neve Beszallit6 cikkszama

Pozitiv Agilent SARS-CoV-2 Agilent K1180-64200
Positive RNA Ctl Dx

A készlethez sziikséges, azzal nem biztositott kontrollok

+  Molekularis minéségu, nukledzmentes viz, amelyet ,nem” (negativ) kontroll mintaként kell
hasznalni

+ Extrakcios kontroll: a CDC ajanlasai alapjan szamos lehetéség all az Ugyfél rendelkezésére
Human kontroll minta, gyartéja a CDC, KT0189

Negativ human minta: a laboratériumok eléallithatnak bizonyos mennyiségl human mintat
(példaul human szérum vagy egyesitett maradék negativ légzészervi minta) a klinikai
mintak extrakcidjahoz és futtatdsahoz extrakcios kontrollként. Ezt az anyagot elegendd
térfogatban kell elkésziteni ahhoz, hogy tobb futtatas soran felhasznalhato legyen.

Az anyagot hasznalat el6tt tesztelni kell mint extrakcios kontrollt annak biztositasara,

hogy az a jelen hasznalati utasitasban felsorolt HSC vart eredményeit hozza létre.

Eléallitott negativ human minta: a laboratériumok eléallithatnak mesterségesen human
mintakat ugy, hogy valamely human sejtvonalat (pl. A549, Hela vagy 293) szuszpendalnak
PBS-ben. Ezt az anyagot elegendd térfogatban kell elkésziteni ahhoz, hogy tobb futtatas
soran felhaszndlhato legyen. Az anyagot hasznalat el6tt tesztelni kell mint extrakcios
kontrollt annak biztositasara, hogy az a jelen hasznalati utasitasban felsorolt HSC vart
eredményeit hozza létre.

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 8



Vizsgalat munkafolyamata

A vizsgalat megkezdéséhez vonjon ki nukleinsavat a nazofaringealis vizsgalati mintakbal,
megfelel6 human kontroll minta mellett.

Ezutan futtasson multiplex gRT-PCR kisérletet a kivont RNS-mintak és a rendelkezésre allé

pozitiv RNS-kontroll felnasznaldsaval. Hasznaljon negativ kontroll mintat (No Template Control,
NTC).

A gRT-PCR futtatas befejezése utan elemezze az adatokat célként N1 és N2 virusok és a human
RN&z P-gén amplifikalasahoz.

Végul jelentse a vizsgalati mintak eredményeit.

A minta lizise, a nukleinsav befogasa és ellcios
transzfer vizsgalati mintak és extrakcio kontroll
segitségével

l

gRT-PCR vizsgalati minta RNS-sel és kontroll
reakciokkal az N1, N2 és RNaz P célok multiplex
detektalasara

|

A gRT-PCR adatok elemzése annak meghatarozasa
érdekében, hogy mely célok vannak jelen az egyes
vizsgalati és kontroll mintakban

A A

Az eredmények jelentése

1. abra A SARS-CoV2 gRT-PCR Dx Assay munkafolyamata

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 9
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Mellékelt anyagok

A 2. tablazat az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készlethez mellékelt anyagokat és azok

hémérsékleti kovetelményeit sorolja fel. Az anyagok taroldsara vonatkozé tovabbi utasitasokkal
kapcsolatban lasd: ,Tarolas és kezelés”, 17. oldal.

2. tablazat Az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit készlethez mellékelt anyagok, cikkszam: K1180A

Anyagok Mennyiség

Osszetevok

Tarolasi h6mérséklet

Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR  Megfeleld a 400 gRT-PCR
Dx reagensek, cikkszam: reakcidkhoz (vizsgalati
K1180-64100* mintak és kontrollok)

Vegyefigyelembe, hogyminden
gRT-PCR reakcidlemeznek
legalabb 3 cellat kell
tartalmaznia a kontroll
reakciokhoz.

Agilent SARS-CoV-2 Positive 8 vizsgalathoz elegendd
RNA Ctl Dx, cikkszam:
K1180-64200%

2x Brilliant Il Ultra-Fast
gRT-PCR Master Mix Dx

RT/RNase Block Dx

Reference Dye Dx"

100 mM DTT Dx

10x SARS-CoV-2 Primer/Probe

Mix Dx"

SARS-CoV-2 Synthetic Positive
RNA Control Dx

Atvétel utan —20 °C-on
tarolandé.
Atvétel utan —20 °C-on
tarolandé.
Atvétel utan —20 °C-on
tarolandoé.
Atvétel utdn —20 °C-on
tarolandoé.
Atvétel utan —20 °C-on
tarolandé.
Atvétel utan —80 °C-on
tarolandé.

* A SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Reagents kit a K1180B Agilent cikkszam alatt kiilon is kaphato.
T Ez a reagens fényérzékeny, és fénytd| védve tarolandd, amikor lehetséges.
T A SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx a K1180C Agilent cikkszam alatt kiilon is kaphato.

Hasznélati utasitdas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Sziikséges, de nem mellékelt reagensek, anyagok, berendezések

és szoftverek

A 3. tablazat felsorolja a protokoll olyan lehetséges RNS kivonasi Iépéseit, amelyeket az
automatizalas érdekében egy készlléken hajtanak végre. Az RNS-extrakcios eljaras leirasat lasd:
»A nukleinsavak kivonasara vonatkozoé utasitasok”, 18. oldal.

3.tablazat RNS-extrakcios lehet6ségek — sziikséges, de nem mellékelt

RNS-extrakcios készlet

Késziilék

QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, cikkszam: QIAGEN QlAsymphony SP,

937055

cikkszam: 9001297 (automatizalas)

Thermo Fisher Scientific MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Thermo Fisher Scientific KingFisher
Isolation Kit, Thermo Fisher cikkszam: A48383 Flex Purification System,

cikkszam: 5400630 (automatizalas)

A 4. tablazat felsorolja a human kontroll minta lehetéségeket. Ez a kontroll minta human
sejttenyészet-készitmény, amelyet extrakcios eljarasi kontrollként hasznalnak a nukleinsav
sikeres kinyerésének, valamint az extrakcids reagens integritdsanak igazolasara.

4. tdblazat Human kontroll minta lehetéségek — sziikséges, de nem mellékelt

Human kontroll minta

Leiras

Human kontroll minta
(Human Specimen
Control, HSC), 10
ampulla x 500 pl, CDC
cikkszam: KT0189

Negativ human minta

El&allitott negativ human
minta

Gyarté és forgalmazdé: CDC.

A CDC HSC nem fert6z6 (béta-propiolaktonnal kezelt) tenyésztett human
sejtekbdl all, amely folyadékként, 0,01 M PBS-ben szuszpendalva, 7,2-7,4 pH-n
érheté el.

A laboratérium késziti.

Ez a tipust human kontroll minta adott mennyiség human minta (példaul
humdn szérum vagy egyesitett maradék negativ légzészervi minta) a klinikai
mintak extrakcidjahoz és futtatasahoz extrakcios kontrollként. Ezt az anyagot
elegendé térfogatban kell elkésziteni ahhoz, hogy tobb futtatas soran
felhaszndlhato legyen. Az anyagot hasznalat el&tt tesztelni kell mint extrakcios
kontrollt annak biztositasara, hogy az a jelen hasznalati utasitasban felsorolt
HSC vart eredményeit hozza létre.

A laboratérium késziti.

Ez a tipusu human kontroll minta mesterségesen eléallitott human minta,
amelyet PBS-ben szuszpendalt valamely human sejtvonal (pl. A549, Hela vagy
293) alkot. Ezt az anyagot elegendd térfogatban kell elkésziteni ahhoz, hogy
tobb futtatas soran felhasznalhato legyen. Az anyagot hasznalat el6tt tesztelni
kell mint extrakcios kontrollt annak biztositasara, hogy az a jelen hasznalati
utasitasban felsorolt human kontroll minta vart eredményeit hozza létre.

Az 5. tablazat és a 6. tablazat tovabbi reagenseket, anyagokat, berendezéseket és készulékeket
sorol fel, amelyek sziikségesek, de nincsenek mellékelve az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit

készlethez.

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 12



5.tablazat Sziikséges reagensek és anyagok, amelyek nincsenek mellékelve

Reagens vagy anyag Forma
Molekuldris mindség, nukleazmentes viz Reagens
10%-0s fehéritészer (1:10-es higitasu 5,25-6%-0s hipoklorit fehéritd) Anyag
DNAZap, Ambion cikkszam: AM9890 vagy ekvivalens fertétlenitészer Anyag
RNase AWAY, Fisher Scientific cikkszam: 21-236-21 vagy ekvivalens fert&tlenitészer Anyag
Eldobhaté pormentes kesztylk és mtéti ruhak Anyag
Steril, nukleazmentes, aeroszol barrier pipettahegyek Anyag
Nukleazmentes, 1,5 ml-es mikrocentrifuga csovek Anyag
Nukleazmentes, 2 ml-es mikrocentrifuga csovek Anyag
Nukledzmentes, 96 cellas lemezek, 200-pl Anyag

Olyan lemezeket hasznaljon, amelyek kompatibilisek a kivdlasztott valds idejd PCR
rendszerrel

Nukledazmentes, 8 tagbdl allé csésor Anyag

Nukleazmentes ragasztdszalag lemezre vagy Anyag
nukleazmentes, 8 tagbdl all6 optikai kupakcsik 96 cellas PCR-lemezekhez

Olyan lezard szalagokat vagy csikokat hasznaljon, amelyek kompatibilisek a kivalasztott
valds idejl PCR rendszerrel

MicroAmp Optical Film Compression Pads, Thermo Fisher Scientific, cikkszam: Anyag
4312639*

*A kompresszids parnakra csak akkor van sziikség, ha ragasztészalagot hasznalnak a lemezek lezarasahoz

az AriaMx/AriaDx Real-Time PCR rendszer esetén.

6. tablazat Sziikséges késziilékek, szoftver és berendezés, amelyek nincsenek

mellékelve
Késziilék, szoftver vagy berendezés Forma
Valos idejl PCR rendszer Készllék
+ Agilent AriaMx Real-Time PCR rendszer (cikkszam: G8830A) vagy AriaDx Real-Time szamitégéppel
PCR rendszer (cikkszam: K8930AA) és szoftverrel

Szoftver: Aria szoftver 1.71-es vagy 1.8-as verzi6 és Electronic Tracking Software
(K8930AA cikkszamu termékhez mellékelve vagy kiilon, G5380AA cikkszamu
termékként)

+ ABI 7500 Fast Real Time PCR készUilék laptoppal (cikkszam: 4351106) vagy asztali
géppel (cikkszam: 4351107)

Szoftver: 7500 szoftver 2.3-as verzi6 és Design & Analysis szoftver 2.4.3-as verzié

+ Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR észlelé rendszer (cikkszam: 1855195) vagy
CFX96 Touch Real-Time PCR észlel6 rendszer kezd6csomaggal (cikkszdm: 1855196)

Szoftver: CFX Maestro 2.0 szoftver 4.1.2-es verzié (az 1855196 cikkszamu
csomagban vagy 6ndlléan, 12004110 cikkszamu termékként)

Szoftver a valds idejd PCR szoftverbdl exportalt adatok megtekintéséhez, pl. Microsoft ~ Szoftver
Excel

Vortex-keveré Berendezés

Mikrocentrifuga Berendezés

Hasznélati utasitdas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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6. tablazat Sziikséges késziilékek, szoftver és berendezés, amelyek nincsenek

mellékelve (continued)

Késziilék, szoftver vagy berendezés Forma

Lemezcentrifuga 96 cellds lemezekhez Berendezés
P10, P20, P200 és P1000 mikropipetta Berendezés
Tobbcsatornds pipettak (5-50 pl) Berendezés
Allvéanyok mikrocentrifuga csévekhez Berendezés
Két (2) 96 cellas hideg allvany Berendezés
Jeges vodor Berendezés

Hasznélati utasitdas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Biztonsagi utmutatasok

1 Ahibas eredmények kockazatanak elkertlése érdekében az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx
Kit munkafolyamatot képzett és erre képesitett klinikai laboratériumi személyzet kell végezze.
Hasznaljon kulon tertleteket a betegmintak és a kontrollok elkészitéséhez az alpozitiv
eredmények megel&zése érdekében.

2 Eztavizsgdlatot csak nukleinsav kimutatdsara engedélyezték a SARS-CoV-2-bél, mas virusok
vagy korokozok esetében nem hasznalhaté.

3 Gondosan olvassa el a teljes hasznalati utasitast.

4 A mintakat és a kontrollokat a biztonsagos laboratoriumi eljarasokkal 6sszhangban
mindig ugy kell kezelni, mintha fert§z6ek lennének és/vagy bioldgiai veszélyt jelentenének.
Lasd a 2019-nCoV-hoz tarsitott mintak kezelésére és feldolgozasara vonatkozé ideiglenes
laboratoriumi bioldgiai biztonsagi irdnyelveket: Interim Laboratory Biosafety Guidelines for
Handling and Processing Specimens Associated with 2019-nCoV.
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/lab-biosafety-guidelines.html

5 A mintak kezelésénél tartsa be a szlikséges ovintézkedéseket. A potencidlisan fert6z4
mintak kezelésére vonatkozo jelenlegi irdnyelveknek megfeleléen haszndljon személyi
véddfelszerelést (personal protective equipment, PPE). Kiomlés esetén azonnal végezzen
fertGtlenitést.

6 A mintak fertézdek lehetnek. Tartsa be az altalanos ovintézkedéseket ennek a vizsgalatnak
a végrehajtasa soran. A megfelel6 kezelési és artalmatlanitasi modszereket a laboratérium
vezetdjének kell meghataroznia. Csak a fertéz8d anyagok kezelésében megfeleléen képzett
személyzet engedélyezheti a diagnosztikai eljaras elvégzését.

7 Ha a kozegészségugyi hatosagok altal ajanlott jelenlegi klinikai szUrési kritériumok alapjan
felmerdl a 2019-nCoV fertézés gyanuja, a mintakat megfelelé fert6zésszabalyozasi
ovintézkedésekkel kell gydjteni.

8 Csak mellékelt vagy meghatarozott eldobhaté laboratdriumi eszkdzoket hasznaljon.

9 Mindig aeroszol barrierrel ellatott pipettahegyeket hasznaljon. A felhasznalt hegyeknek
sterileknek, valamint DNaz- és RNaz-menteseknek kell lennidk.

10 A PCR-alapu vizsgalatok érzékenyek a korabbi PCR-reakciokbdl szarmazo amplifikacios
termékek véletlenszer( bevezetésére. A vizsgalati mintak vagy reagensek barmilyen
szennyezése hibas eredményt eredményezhet. A laboratériumi munkafolyamatnak
egyiranyuan kell haladniuk. Az alabbi bevalt médszerekkel megakadalyozhatd a mintak
PCR-termékekkel torténé szennyezddése a munkafolyamat soran:

Jeldljon ki kulon PCR elétti és PCR utdani munkaallomasokat, és minden teriletre
hasznaljon dedikalt készleteket és reagenseket. Ne hasznaljon a PCR utani munkahoz
kijelolt anyagokat a munkafolyamat PCR elétti szakaszaihoz. A kijel6lt PCR elétti oldatok
pipettdzasahoz mindig a nukledzmentes, aeroszol-rezisztens hegyekkel ellatott, kijelolt
PCR el6tti pipettakat hasznalja.

Tartsa tisztan a munkaterUleteket. Tisztitsa meg a PCR elétti fellleteket naponta és az
egyes vizsgalatok kozott 10%-os hipodoldattal és/vagy olyan termékkel, mint a DNAZap
vagy az RNase AWAY. Tavolitsa el a maradék hipét 70%-os etanollal.

Viseljen tiszta laborkopenyt és tiszta, hintépormentes kesztydt. Alkalmazzon j6
laboratériumi higiéniat, beleértve a kesztyl cseréjét is, ha barmilyen potencialisan
szennyezett felllettel érintkezik.

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 15



Cserélje ki az aeroszol barrierrel ellatott pipettahegyeket minden kézi folyadéktranszfer
kozott.

A nukleinsav mintakbdl torténd kivonasa soran alkalmazzon megfeleld aszeptikus

technikat a mintak kozotti keresztszennyezédés kockazatanak minimalizalasa érdekében,

és kertilje el a nukledzok véletlen bejutasat a mintakba.
Ha lehetséges, tartsa a reagenseket és a reakciocsoveket lezarva vagy lefedve.

11 Ne egyen, igyon, dohanyozzon, és ne alkalmazzon kozmetikai termékeket a munkateruleteken.

12 A teszt reagenseinek, a tesztprotokollnak vagy az eszkozoknek a modositasa nem
engedélyezett.

13 A reagenseket a 2. tablazat, 11. oldal és a , Tarolas és kezelés”, 17. oldal bekezdésekben
meghatarozott modon kell tarolni és kezelni.

14 Ne hasznadlja a készletet a megadott lejarati id6 utan.
15 A hulladékot a helyi, allami és szovetségi eléirasoknak megfeleléen artalmatlanitsa.
16 A biztonsagi adatlapok a www.agilent.com cimen érheték el.

17 Ne hasznaljon olyan anyagokat a valos idejli PCR készuléken, amelyek guanidin-tiocianatot
vagy barmilyen guanidintartalmu anyagot tartalmazhatnak. Nagyon reaktiv és/vagy toxikus
vegylletek képz&dhetnek, ha ezek natrium-hipoklorittal (hipdval) keverednek.

18 A pozitiv eredmények a SARS-CoV-2 RNS jelenlétére utalnak.

Hasznélati utasitdas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Tarolas és kezelés

Termék csomagolasa

Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit kézhezvételét kovetéen gondosan ellendrizze a termék
dobozat, hogy nincs-e rajta lathaté sérllés. Ha a termék doboza sériilt, forduljon az Agilent
mdszaki dgyfélszolgalatdhoz.

A reagensek tarolasa, kezelése és stabilitasa

Hasznalat el6tt mindig ellendrizze a lejarati datumot. Ne hasznaljon lejart reagenseket.
+ Ovja a fluorogén prébakat a fénytdl.

« A primereket, a probakat (beleértve az alikvotokat is) és az enzim 6 keverékeit fel kell
olvasztani, majd az el6készités és a felhasznalas soran mindig jégen vagy hideg allvanyon
kell tartani.

A kontrollokat fel kell olvasztani, majd az el6készités és a felhasznalas soran mindig jégen
vagy hideg allvanyon kell tartani.

+ Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit reagenseinek tarolasi hdmeérsékleteivel kapcsolatban
|asd: 2. tablazat, 11. oldal.

Minta gydjtése, kezelése és tarolasa

A nem megfeleld vagy helytelen mintagydjtés, tarolds és szallitas valdszinlleg hamis
vizsgalati eredményeket eredményez. A minta mindségének fontossaga miatt erésen
ajanlott a mintagy(jtés oktatdsa. A CLSI MM13-A megfelel forrasként hivatkozhato.

+  MintagyUjtés
Tekintse meg a 2019. évi Uj koronavirus (2019-nCoV) dtmeneti Utmutatoit a vizsgalandd
betegek klinikai mintainak 6sszegyUjtésével, kezelésével és tesztelésével kapcsolatban:
Interim Guidelines for Collecting, Handling, and Testing Clinical Specimens from Patients

Under Investigation (PUIs) for 2019 Novel Coronavirus (2019-nCoV)
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab/guidelines-clinical-specimens.html

A megfelelé mintagydjtési modszerek tekintetében kovesse a mintagy(ijté eszkoz
gyartéjanak utasitasait.

+  Mintak széllitasa
A betegtél 6sszegydjtott klinikai anyag megfelelé szallitérendszerbe kerll. Az Agilent
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit esetén ez NP mintékat jelent virusos transzportkozegben (viral
transport medium, VTM), univerzdlis transzportkdzegben (universal transport medium,

UTM), fiziologids séoldatban, Amies oldatban vagy a mintaszallitd kozegben (specimen
transport medium, STM).

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 17



Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit K1180A
Hasznalati utasitas

3 A nukleinsavak kivonasara vonatkozo utasitasok

Nukleinsavak kivonasa 19

Ez a fejezet utasitasokat tartalmaz az RNS kivonasara a klinikai vizsgalati mintakbal, valamint a
human kontroll mintarol.

Agilent
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Nukleinsavak kivonasa

Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit teljesitménye fligg a human mintabdl tisztitott RNS-minta
mennyiségétdl és minéségétdl. Az alabbi, kereskedelmi forgalomban kaphatd RNS-extrakcids
készleteket és eljarasokat mindsitették és validaltak az RNS kinyerésére és tisztasagara a
készlettel valo hasznalat tekinteteben.

A minta extrakcidja sordn a gyarto altal ajanlott eljarasokat kell kovetni (kivéve az aldbbi
ajanlasokat). A human kontroll mintat minden egyes extrakcios tételnek tartalmaznia kell.

QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, automatizalasi protokoll
Ajanlas: Hasznaljon 140 pl mintat, és elualja 60 ul pufferrel.
MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit, automatizalasi protokoll

Ajanlas: Hasznaljon 200 pl mintat, és elualja 50 pl pufferrel.

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 19



Agilent SARS-CoV-2 gqRT-PCR Dx Kit K1180A
Hasznalati utasitas

4 Utasitasok a qRT-PCR reakciok el6készitéséhez

Allitsa be a qRT-PCR kisérletet a valos idejd PCR rendszeren 21
A gRT-PCR reakciok el6készitése 41

Ez a fejezet utasitasokat tartalmaz a kvantitativ reverz transzkripciés PCR (qRT-PCR) reakciok
elékészitésére a tesztmintakhoz és a kontrollmintakhoz.

Agilent
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Allitsa be a qRT-PCR kisérletet a valés idejii PCR rendszeren

A gRT-PCR reakciolemez bedllitasa eltt allitsa be a kisérletet a valds idejd PCR rendszerben ugy,
hogy a készulék azonnal készen alljon a mikodésre, amint a reakcidlemezt el6késziti.

Kovesse az adott valos idejd PCR rendszer utasitasait.

Agilent AriaMx/AriaDx Real-Time PCR rendszer

* Ha nincs mintafdjlja a szlkséges beallitasokkal, Iasd: ,Hozzon létre és allitsa be az
AriaMx/AriaDx kisérletet (akkor sziikséges, ha még nem hoztak Iétre sablont)”, 21. oldal.

+ Ha rendelkezik mintafajllal, lasd: ,Az AriaMx/AriaDx kisérlet Iétrehozasa mentett
sablonbdl”, 27. oldal.

Kapcsolja be az AriaMx vagy AriaDx készUliléket legalabb 3 éraval a hasznalat
elétt. A készlléket folyamatosan bekapcsolva lehet hagyni, hogy mindig készen
alljon a hasznalatra.

A készlilék specifikacidi szerint az Uzemi kordlmények 20-30 °C, 20—80%-0s
paratartalom és <2000 méter tengerszint feletti magassag.

ABI 7500 Fast Real Time PCR késziilék
Ha nincs mintafajlja a sziikséges beallitasokkal, Iasd: ,,Az ABI 7500 Fast kisérlet Iétrehozasa
és bedllitasa (sziikséges, ha a sablont még nem hozta létre)”, 27. oldal.

+ Ha rendelkezik mintafajllal, lasd: ,Az ABI 7500 Fast kisérlet Iétrehozasa mentett
sablonbél”, 33. oldal.

Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR észlel6 rendszer

+ Hanem rendelkezik a szlikséges bedllitdsokhoz kimentett protokollal és lemezfajlokkal, ldsd:
,Hozza létre és allitsa be a Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR kisérletet (akkor
sziikséges, ha a mentett protokoll és lemezfajlok még nincsenek létrehozva)”, 34. oldal.

Ha rendelkezik mentett protokollal és lemezfajlokkal, lasd: ,A Bio-Rad CFX96 Touch
Real-Time PCR kisérlet Iétrehozasa a kimentett protokollbdl és a lemezfajlokbdl”, 39. oldal.

Hozzon létre és allitsa be az AriaMx/AriaDx kisérletet (akkor
sziikséges, ha még nem hoztak Iétre sablont)

Ha a kisérlethez mar létezik sablon, Iépjen a kdvetkezdre: ,Az AriaMx/AriaDx kisérlet |étrehozasa
mentett sablonbél”, 27. oldal.

1. 1épés: A kisérlet Iétrehozasa

1 Akészlilékhez csatlakoztatott szamitdgépen nyissa meg az Aria szoftver Getting Started
(Elsé 1épések) képernydjét.

2 A New Experiment (Uj kisérlet) lehetéségnél kattintson az Experiment Types (Kisérlet tipusa)
lehet&ségre (ha még nincs kivalasztva).
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3 Aképernyé kozepén vélassza a Quantitative PCR, Fluorescence Probe (Kvantitativ PCR,
fluoreszcens proba) lehetéséget az itt lathatd mddon: 2. abra.

Getting Started Experiment Types
= » New
/ Experiment -~ Quantitative PCR =~ Quantitative PCR
I 'ﬂ DNA Binding Dye Fluorescence Probe
Experiment Types Including Standard Melt
My Templates
From LIMS file...
Q Allele Discrimination |.9- Allele Discrimination
A DMA Binding Dye = '
/ . ) . Fluorescence Probe
- Including High Resolution Melt
— New
— Project
HMultiple
Experiment Analysis A
l.||l Comparative Quantitation 7  User Defined
= saved
Recently Opened Experiment Name |Experiment 1 Create |

Browse...

2. abra Az Aria Getting Started (Els6 1épések) képernyé — Quantitative PCR, Fluorescence Probe (Kvantitativ
PCR, fluoreszcens proba) lehetésége ki van valasztva

4 rja be a kisérlet nevét az Experiment Name (Kisérlet neve) mezébe, és kattintson a Create
(Létrehozas) gombra.

Az Uj kisérlet a Plate Setup (Lemez bedllitdsa) képernyén jelenik meg. Alapértelmezésben a
lemeztérkép minden celldja ki van valasztva.

Akkor valassza kimind a 96 cellat, ha alemez minden celldjaban lesz qRT-PCR-reakcio. Ha a lemez
barmelyik celldja Ures, akkor azok kijelolését torolje ebben a lépésben.

2. |épés: A cellatipusok és -nevek hozzarendelése

5 Aképerny6 jobb oldalan, a Tulajdonsagok panelben nyissa le a Well type (Cellatipus)
legordUlé listat, és valassza ki az Unknown (Ismeretlen) lehetéséget.

A lemeztérképen ekkor minden cella ismeretlenként (Unknown) lesz megjeldlve.
6 Rendelje hozza az A12-es celldhoz a negativ kontroll mintat (No Template Control, NTC).
a Kattintson a lemeztérképen az A12-es celldra, hogy kivalassza az adott cellat.

b Aképernyd jobb oldalan, a Tulajdonséagok panelben nyissa le a Well type (Cellatipus)
legorduld listat, és valassza ki az NTC lehetéséget.

Az A12-es cella NTC megjeldlést kap a lemeztérképen, a tobbi cella tipusa pedig ismeretlen
(Unknown) marad.
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7 Alemeztérképen valasszon ki minden cellat yjra.

A lemeztérkép bal felsé sarkaban a jelol6négyzetre kattintva egyszerre kivalaszthat minden

cellat.

A lemez bedllitdsa most a 3. abra szerinti lesz.
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3. abra

A cellatipus hozzarendelése az Aria Plate Setup (Lemez bedllitdsa) képernyén

8 Rendelje hozza a kontroll celldkhoz azok nevét, és ha szeretné, nevezze el a vizsgalati
mintakat tartalmazo celldkat is. A kontroll cellakhoz a kovetkezd tablazatban lathatd neveket
kell hozzdarendelni: 7. tablazat. Kézzel is hozzarendelheti a neveket a celldkhoz, valamint
a cellak azonositoinak és a hozzajuk tartozd neveknek a listajat tartalmazo Excel tablazat
vagy vesszdvel elvalasztott szovegfajl importaldsaval is elvégezhetd a hozzarendelés.

A celldkhoz a név manualis hozzdrendeléséhez modositsa a Show (Megjelenités) bedllitast
Type (Tipus) lehet6ségrél Name (Név) lehetdségre. Valassza ki a celld(ka)t a lemezen,
majd adja meg a kivalasztott celld(k)hoz tartozd neve(ke)t a Cella neve mezdében.

Ha a nevet Excel vagy szoveges fajlbél rendeli hozza, kattintson a jobb egérgombbal a
lemeztérképre, és vélassza ki az Import Well Name (Cellanév importélasa) lehetéséget.
A megjelend parbeszédpanelben valassza ki az Excel vagy szoveges fajlt. A fajl
formatumaval kapcsolatos kovetelményekkel kapcsolatban olvassa el az Aria sugdjat.

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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7.tablazat Cellanév hozzarendelése a kontroll cellakhoz

Cella azonositoja Cella neve
A12 NTC

B12 HSC*

H12 Pozitiv

* Ha egynél tobb human kontroll mintat szeretne a lemezre tenni, hasznaljon tovabbi celldkat a 12.
oszlopban azokhoz a reakcidkhoz, és annak megfeleléen nevezze el a celldkat (pl. HSC1, HSC2 stb.).
3. |épés: Festékek és célok hozzarendelése

9 A Tulajdonsdgok panelben az Add Dyes (Festékek hozzaadas) lehetéségnél jeldlje be az FAM,
HEX és Cy5 jelolénégyzeteket.

A celldk lemeztérképén az egyes festékeknek megfeleld szinkddolt pont lathato.
10 A Reference Dye (Referencia festék) legordild listan vélassza a ROX lehetdséget.

Az ,R" jeldlésU szinkodolt pont jelenik meg a lemeztérkép minden celldjanal.
11 Kattintson a DTargets (Célok) lehetdség mellett talalhato nyilhegyre.

12 A megjelend Target Name (Cél neve) mezében adja meg a cél nevét az itt [athaté médon:
4. 4bra.

Add Dyes Targets q
Use Dye Mame Target Name

N1
V) [Rox  ~]
@ )@
Qs
Oes
0 Ems

Reference Dye RO -

© OO0 0 0 0

4. abra Festék és cél hozzarendelése az Aria Plate Setup (Lemez bedllitdsa) képernydn

4. |épés: A héprofil bedllitasa
13 A képerny6 bal oldalédn, a Set Up (Bedllitas) lehetéségnél kattintson a Thermal Profile
(Hoprofil) lehetéségre.
Megjelenik a Thermal Profile (H6profil) képernyé, és lathato lesz az alapértelmezett héprofil.
14 A ciklusok el6tt adjon hozza egy RT-szegmenst a program kezdetéhez.

a Akijelzén huzza a kurzort a Hot Start (Meleg kezdete) szegmenshez. Kattintson a + ikonra
(l4sd 5. abra), amely a Hot Start (Meleg kezdete) szegmens bal oldaldn jelenik meg.
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5. abra

Uj szegmens hozzaadésa az Aria Thermal Profile (H8profil) képernyéhoz

A program megnyit egy helyérzét az Uj szegmens szamara, amely felsorolja a
rendelkezésre allé szegmenstipusokat.

b A hely6rzé szegmensben kattintson az RT lehetéségre.

A héprofil megjelenik, 1asd: 6. abra.

Haszndlati utasitas — SARS-
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6. abra Hé&profil az Aria Thermal Profile (Héprofil) képernyén

15 Gy6z8djon meg arrdl, hogy a képernyén lathatd héprofil megfelel-e a héciklus programnak,
l4sd: 8. tablazat.

8. tablazat Az AriaMx/AriaDx Real-Time PCR rendszer héciklus programja

Szegmens szama Ciklusok szama Id6tartam Hoémérséklet
1 1 10 perc 50°C
2 1 3 perc 95°C
3 40 5 masodperc 95°C
10 masodperc 60 °C

5. Iépés: Mentse a kisérletet sablonként
16 Kattintson a File > Save As Template (F3jl > Mentés sablonként) lehetdségre.

Megnyilik a Save As (Mentés masként) parbeszédablak. A f3jl tipusa AriaMx Template Files
(AriaMx mintafdjlok) (fajl kiterjesztése amxt) vagy AriaDx Template Files (AriaDx mintafdjlok)
(fajl kiterjesztése adxt) lesz.

17 Vélasszon egy mappat az Uj sablonnak.
18 A fajl neve mezdben irja be, hogy Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.
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19 Kattintson a Save (Mentés) gombra.
A parbeszédablak bezarodik, és a program elmenti az Uj sablonfajit a megadott mappaba.

A jov@ben a vizsgalatokhoz hasznalja a mentett sablont, a segitségével hozzon létre és
allitson be gRT-PCR kisérleteket az ,Az AriaMx/AriaDx kisérlet Iétrehozasa mentett
sablonbdl.” szakaszban leirt modon.

Ekkor folytassa kisérleteket az ,,A qRT-PCR reakcidk el6készitése”, 41. oldal szakasszal.

Az AriaMx/AriaDx kisérlet létrehozasa mentett sablonbdl

Ha a szlkséges lemezbeallitassal és héprofillal még nem készult kisérleti sablon, lasd: ,Hozzon
Iétre és allitsa be az AriaMx/AriaDx kisérletet (akkor sziikséges, ha még nem hoztak létre
sablont)”, 21. oldal.

1 Akésziilékhez csatlakoztatott szamitégépen nyissa meg az Aria szoftver Getting Started
(Elsé 1épések) képernydjét.

2 A New Experiment (Uj kisérlet) lehetéségnél kattintson a My Templates (Sajat sablonok)
elemre.

3 Akisérlet neve mezdbe irja be az Uj kisérlet nevét.
4 Vadlassza az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR sablont, és hozza Iétre a kisérletet.

Ha a sablon az alapértelmezett mappaban van, kattintson kdzvetlendl a sablonra a
kivalasztashoz, majd kattintson a Create (Létrehozas) lehetéségre (vagy kattintson duplan
kdzvetlenll a sablonra). A program létrehozza az Uj kisérletet, és megnyitja a kisérletet a
Plate Setup (Lemez beadllitdsa) képernyén.

Ha a sablon nincs a jelenleg kivalasztott mappaban, kattintson a Browse to Template
(Tallozas a sablonhoz) ikonra (ldsd aldbb) a bongészé ablak megnyitdsahoz. Keresse
meg az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR sablon fajlt tartalmazo mappat. Valassza ki a fajlt,
és kattintson az Open (Megnyitas) gombra. A program létrehozza az Uj kisérletet, és
megnyitja a kisérletet a Plate Setup (Lemez bedllitdsa) képernydn.

[T

Ekkor folytassa kisérleteket az ,,A qRT-PCR reakcidk el6készitése”, 41. oldal szakasszal.

Az ABI 7500 Fast kisérlet lIétrehozasa és beallitasa (sziikséges,
ha a sablont még nem hozta létre)

Ha a kisérlethez mar létezik sablon, Iépjen a kovetkezdre: ,Az ABI 7500 Fast kisérlet |étrehozasa
mentett sablonbdl”, 33. oldal.
1. Iépés: A kisérlet Iétrehozasa

1 Kapcsolja be az ABI 7500 Fast készlléket.
2 Akészilékhez csatlakoztatott szamitdgéprdl nyissa meg a 7500 rendszer szoftvert.

3 Akezdbképernyén a Set Up (Bedllitas) lehetéségnél kattintson az Advanced Setup (Halado
bedllitas) elemre.

Ekkor megnyilik az Experiment (Kisérlet) képernyé.
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4 Aképernyé bal oldaldn, az Experiment Menu (Kisérlet meniben) a Setup (Bedllitas)
lehetségnél kattintson az Experiment Properties (Kisérlet tulajdonsdga) elemre
(ha még nincs kivalasztva).
A kisérlet tulajdonsagainak beallitasai a képernyé kozepén jelennek meg.

5 Valaszoljon a képernydn megjelend kérdésekre az itt lathato valasztasok és bejegyzések
segitségével: 9. tablazat

9. tablazat Kisérlet tulajdonsagai beallitasok

Kérdés Valasztasok/bejegyzések
How do you want to identify this experiment? + Experiment Name (Kisérlet neve):
(Hogy szeretné azonositani ezt a kisérletet?) adjon meg egyedi nevet a kisérletnek

« Barcode (Vonalkod): hagyja Uresen

+ User Name (Felhasznalé neve): adja
meg a nevét

+ Comments (Megjegyzések): szlikség
esetén irjon megjegyzést vagy hagyja

dresen
Which instrument are you using to run the experiment? 7500 Fast (96 cellas)
(Melyik készlléket haszndlja a kisérlethez?)
What type of experiment do you want to set up? Quantitation — Standard Curve
(Milyen tipusu kisérletet szeretne bedllitani?) (SzdmszerUsités — standard gorbe)
Which reagents do you want to use to detect the target TagMan® Reagents
sequence? (Milyen reagenseket szeretne hasznalni a cél (TagMan® reagensek)

szekvencia detektaldsara?)

Which ramp speed to you want to use in the instrument run?  Fast (Gyors)
(Melyik h6mérséklet-valtozasi sebességet szeretné hasznalni
a készlilék hasznélata kdzben?)

2. |épés: A célok és a mintak meghatarozasa

6 A képerny6 bal oldalan Iévé Experiment Menu (Kisérlet) meniben, a Setup (Bedllitds)

lehet&ségnél kattintson a Plate Setup (Lemez bedllitdsa) elemre. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a

Define Targets and Samples (Célok és mintak meghatdrozasa) fil van kivalasztva felll.

A célok és a mintak meghatarozasanak eszkdzei a képernyd kozepén jelennek meg.

7 A Define Targets (Célok meghatarozdsa) tablazatban hozzon létre célokat az N1,N2 és RP
célokra az dbra szerint: 7. dbra. Sziikség esetén kattintson az Add New Target (Uj cél
hozzéadésa) gombra, hogy hozzaadjon egy sort a tablazathoz.

A Quencher (Kiolto) kivalasztasahoz vélassza a NFQ-MGB lehet6séget minden cél esetén.
A Color (Szin) kivélasztasdhoz hasznalja az alapértelmezett szint vagy vélassza ki a kivant
szint.
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Define Targets

| Add Mew Target | Add Saved Target | Save Target | Delete Target ‘ |

Target Mame Reporter Quencher Color

N1 | [Fam ~ INFQ-MGB ~ v
N2 |lvic ~ [NFQ-MGB v v
RP ||cys  [NFQ-MGE v v

7. dbra Céldefinicidk a 7500 szoftver Plate Setup (Lemez bedllitdsa) képernydjén

8 A Define Samples (Mintak meghatérozésa) tablézatban hozzon Iétre mintaneveket az
alabbiak szerint: 8. dbra. Sziikség esetén kattintson az Add New Sample (Uj minta
hozzaadasa) gombra, hogy hozzaadjon egy sort a tablazathoz.

A hdrom minta a human kontroll minta (HSC), a negativ kontroll minta (NTC) és a pozitiv
kontroll (Pos) SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS kontrollal. Vegye figyelembe, hogy a
vizsgdlati mintakhoz nincs hozzarendelve a minta neve.

A Color (Szin) kivélasztasahoz hasznalja az alapértelmezett szint vagy vélassza ki
a kivant szint.

Define Samples

| Add Mew Sample | Add Saved Sample | Save Sample | Delete Sample | |

sample Name Color

HsC | v
INTC | v
os | .

8. dbra Mintadefiniciok a 7500 szoftver Plate Setup (Lemez bedllitdsa) képernysjén

3. Iépés: Célok és feladatok hozzarendelése

9 Aképerny6 felsé részén kattintson az Assign Targets and Samples (Célok és mintdk
hozzérendelése) fiilre. Gyéz6djon meg arrdl, hogy a View Plate Layout (Lemez
elrendezésének megtekintése) fiil van kivalasztva.

A képernyén egy 96 cellds lemez lemeztérképe lathato.
10 A lemeztérképen valassza ki mind a 96 cellat.

A kivalasztott cellak kékkel megjeltlve, fehér ovalis kozépsé résszel lathatok.

Mind a 96 cella kivalasztasa akkor megfeleld, ha a lemez minden celldjaban gRT-PCR reakciot fog
végezni. Ha a lemez barmelyik celldja Uires lesz, akkor azok kijelolését torolje ebben a Iépésben.
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11 Az
ala
rés
Fel

Assign target(s) to the selected wells (Cél(ok) hozzarendelése a kivalasztott celldkhoz)
tt Iathato tablazatban jeldlje be mind a hdarom jelolénégyzetet az oszlop hozzarendelése
zben, hogy jelezze, minden cella esetén mindharom célt figyelni és jelenteni fogjak. A

adat oszlopban ellenérizze, hogy mindharom célnal ,U” van-e kivélasztva. Lasd: 9. abra.

A lemeztérképen a 96 cella mindegyik céljahoz tartozik egy szimbolum.

Assign target(s) to the selected wells.

Assign Target Task Cluantity

N1 | E L

N2 | B L

RP w s s

9. dbra Célfeladatok a 7500 szoftver View Plate Layout (Lemez nézetének elrendezése) flon

12 Valtoztassa meg a negativ kontroll minta cellahoz rendelt feladatot.

a Alemeztérképen vélassza ki az A12 cellat.

b Az Assign target(s) to the selected wells (Cél(ok) hozzarendelése a kivalasztott celldkhoz)
alatt lathatd tablazatban valtoztassa meg a kivalasztast a Feladatok oszlopban —
mindharom cél esetén allitsa ,N"-re. Gy6z&djon meg arrdl, hogy a jelolénégyzetek az Assign
(Hozzarendelés) oszlopban bejelélve maradtak-e.

A lemeztérkép az itt lathatd modon jelenik meg: 10. abra.
I 1 3 4 ] 1] 7 8 g 10 11 12
[ N1 w1 [T ne I [T w1 [T N1 [Mn [T ne I [T w1 [T N1 [T
& ([ vz [ vz [ vz [ w2 [ nz2 [ nz2 [ vz [ vz [ w2 [ nz2 [ nz2 [Nz
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
[ ne (w1 [0 wa [ na [ w1 [ ne [ [ ne [ na [ w1 [ ne [
B ([ n2 2 [ n2 [ n2 I3 [ vz [ n2 [ n2 [ n2 I3 [ vz I n2
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
LT [Mme [ we [ w1 [ w1 [ N1 [Mme [ we [ w1 [ w1 [ N1 [ we
c ([ vz [ n2 [ »2 [ n2 [ »z [ vz [ n2 [ »2 [ n2 I »2 [ vz I n2
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
[ ma [ w1 (N4 [ wa [ we [ w1 [ N1 (N4 [ wa [we [ w1 [ N1
D ([ n2 [ nz [ n2 [ n2 [ nz [ nz [ nz [ n2 [ n2 [ nz [ nz [ nz
mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp
[ ne T (N4 [T w1 [Tne [T w1 [T N1 [na [T w1 [Tne [T w1 [T N1
E ([ n2 [ n2 [0 n2 [ n2 [ nz [ vz [ n2 [0 n2 [ n2 [ nz [ vz [ n2
mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp mnp
[ m1 [ w1 [ w1 [T [T we [T w1 [ nt [l w4 [T [T we [T w1 [ w1
F I w2 [ vz [ vz [ nz | n=z | nz2 [ vz [ vz [ nz | n=z | nz2 [ vz
mnp mnP mnP mnP mnP mnp mnP mnP mnP mnP mnp mnP
[ N1 w1 [T ne I [T w1 [T N1 [Mn [T ne I [T w1 [T N1 [
5 [ N2 [ vz [ vz [ w2 [ nz2 [ nz2 [ vz [ vz [ w2 [ nz2 [ nz2 [ vz
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
[ ne (w1 [0 wa [ na [ w1 [ ne [ [ ne [ na [ w1 [ ne [
H ([ n2 2 [ n2 [ n2 I3 [ vz [ n2 [ n2 [ n2 I3 [ vz I n2
mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP mRP mHP mRP mRP mRP
10.abra  Lemeztérkép a 7500 szoftver Plate Setup (Lemez bedllitdsa) képernydjén
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4. lépés: Kontroll mintak hozzarendelése

13 Rendelje hozza a negativ kontrollt az A12-es cellahoz.
a Valassza ki az A12 cellat a lemeztérképen.
b Az Assign sample(s) to the selected wells (Minta/mintak hozzarendelése a kivalasztott
celldkhoz) alatt lathaté tablazatban jeldlje meg az NTC lehetéséget.
A minta neve (NTC) megjelenik a kivalasztott cellanal.
14 Rendelje hozza a human kontroll mintat a B12-es celldhoz.
a Valassza ki a B12 cellat a lemeztérképen.
Ha egynél tobb human kontroll mintat szeretne a lemezre helyezni, valassza ki a sziikséges
tovabbi celldkat a lemeztérkép 12. oszlopaban.
b Az Assign sample(s) to the selected wells (Minta/mintak hozzarendelése a kivalasztott
celldkhoz) alatt lathaté tablazatban jeldlje meg az HSC lehetdséget.
A minta neve (HSC) megjelenik a kivalasztott cella(k)nal.
15 Rendelje hozza a SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS kontroll mintat a H12-es celldhoz.
a Valassza kia H12 cellat a lemeztérképen.
b Az Assign sample(s) to the selected wells (Minta/mintak hozzarendelése a kivalasztott
celldkhoz) alatt lathatd tablazatban jeldlje meg a Pos lehetéséget.

A minta neve (Pos) megjelenik a kivalasztott cellanal.

5. 1épés: Referencia festék hozzarendelése

16 A Select the dye to use as the passive reference (Festék kivalasztdsa passziv referenciaként)
alatt lathato tablazatban valassza ki a ROX lehetéséget.

6. Iépés: A futtatasi modszer beallitasa

17 A képerny6 bal oldalan Iévé Experiment Menu (Kisérlet ) meniben, a Setup (Bedllitds)
lehet&ségnél kattintson a Run Method (Futtatdsi modszer) elemre. Kattintson a Tabular View
(Tablazatos nézet) fllre a felsé részen.

A reakciotérfogat és a héprofil meghatarozasanak eszkozei a képernyd kozepén jelennek
meg.

18 Ellendrizze, hogy a Reaction Volume Per Well (Reakciotérfogat cellanként) mezé értéke 20 ul
legyen. Ha nem, irja be a 20 értéket a mezdbe.

19 Allitsa a héprofilt az itt lathatok szerint: 11. dbra. A bedllitdsok dsszefoglaldsat lasd:
10. tablazat.

Ha az 50 °C-os reverz transzkripciés |épés érdekében a héprofil elejéhez (j tartasi Iépést kell
hozzaadnia, kovesse az alabbi épéseket.

a Valassza ki a h6profil kép bal szélsé fokozatat.
b Kattintson az Add Stage > Holding (Fokozat hozzdaddsa > Tartds) lehetéségre.

Egy Uj tartasi fokozat kerlil hozzaadasra a héprofil kezdetéhez. Mddositsa a hémérsékletet
és az id6tartamot az itt lathatd mddon: 11. abra.
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Ramp Rate (%)

Temperature ( *C):

Time:

AutoDelta Temp;

AutoDelta Time:

Collect Data on Ramp;

Collect Data on Hold:

Holding Stage Holding Stage Cycling Stage

Mumber of Cycles: 40 =
[] Enable AutoDelta

=

Starting Cycle: |2 =

100.0 = 100.0 = 100.0 = 100.0

13
L3
L3
L3

50.0 95.0 95.0 60.0

4
4
4
4

-

10:00 | 03:00 = 00:05 =

-

00:30 |2

Step 1 Step 1 Step 1 Step 2

11.abra  H6profil a 7500 szoftver Run Method (Futtatési médszer) képernydjén

10. tablazat Héprofil bedllitasai a 7500 Fast Real Time PCR késziiléken

Szegmens szama Ciklusok szama Id6tartam Hoémérséklet
1 1 10 perc 50 °C
2 1 3 perc 95°C
3 40 5 masodperc 95°C
30 méasodperc 60 °C

7. lépés: A kisérlet mentése

20 A képerny6 felsé részén kattintson a Save (Mentés) gomb melletti lefelé mutatd nyilhegyre
a Mentés opcid menujének megnyitasahoz.

21 Vélassza ki a Save As (Mentés mdsként) lehetéséget a meniiben.
Megnyilik a Save As (Mentés masként) parbeszédablak.

22 Valasszon egy mappat az Uj kisérlet fajlnak.

23 A fajl neve mezébe irja be a kisérlet nevét.

24 Gy6z6djon meg arrdél, hogy a féjl tipusa Experiment Document Single files (*.eds)
(Kisérleti dokumentum egyedi fajlok (*.eds)) legyen.

25 Kattintson a Save (Mentés) gombra.

A parbeszédablak bezarodik, és a program elmenti a kisérlet fajlt a megadott mappaba.
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8. Iépés: A kisérlet mentése sablonként jovébeli felhasznalasra

26 Kattintson a Save (Mentés) gomb melletti lefelé mutatd nyilhegyre a mentési lehetéségek

menud megnyitasahoz.

27 A meniiben vélassza ki a Save As Template (Mentés sablonként) lehetéséget.

Megjelenik a Save As Template (Mentés sablonként) parbeszédablak.

28 Valasszon egy mappat az Uj sablonnak.
29 A fajl neve mezdében irja be, hogy Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.
30 Gy6z6djon meg arrdl, hogy a féjl tipusa Experiment Document Template files (*.edt)

(Kisérleti dokumentum mintafajlok (*.edt)) legyen.

31 Kattintson a Save (Mentés) gombra.

A parbeszédablak bezarodik, és a program elmenti az Uj sablonfajlt a megadott mappaba.

A jov@ben a vizsgalatokhoz hasznalja a mentett sablont, a segitségével hozzon létre és
allitson be gRT-PCR kisérleteket az ,Az ABI 7500 Fast kisérlet Iétrehozasa mentett
sablonbdl.” szakaszban leirt modon.

Ekkor folytassa kisérleteket az ,,A qRT-PCR reakcidk el6készitése”, 41. oldal szakasszal.

Az ABI 7500 Fast kisérlet |Iétrehozasa mentett sablonbodl

Ha a szikséges lemezbedllitassal és héprofillal még nem kész(ilt kisérleti sablon, l1asd: ,,Az ABI
7500 Fast kisérlet létrehozasa és beallitasa (sziikséges, ha a sablont még nem hozta
létre)”, 27. oldal.

1.

1

lépés: A kisérlet létrehozasa

Kapcsolja be az ABI 7500 Fast készlléket.

A készllékhez csatlakoztatott szamitogeprdl nyissa meg a 7500 rendszer szoftvert.

A kezd6képernydn a Set Up (Bedllitds) lehetéségnél kattintson a Template (Sablon) elemre.
Megnyilik a Megnyitas parbeszédpanel.

A parbeszédablakban keresse meg a mappat, ahova a sablont mentette.

Kattintson duplan az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.edt fdjlra.

A készulék elindul.

A 7500 rendszer szoftver megnyilik az Experiment (Kisérlet) képernyével, és megjelennek rajta
a lemez bedllitasai.

. lépés: A kisérlet mentése

6 A képerny6 felsé részén kattintson a Save (Mentés) gomb melletti lefelé mutatd nyilhegyre a

Mentés opcid menujének megnyitasahoz.

Vdlassza ki a Save As (Mentés masként) lehetéséget a meniiben.
Megnyilik a Save As (Mentés masként) parbeszédablak.
Valasszon egy mappat az Uj kisérlet fajinak.

A fajl neve mezdbe irja be a kisérlet nevét.
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10 Gy6z6djon meg arrdl, hogy a féjl tipusa Experiment Document Single files (*.eds)
(Kisérleti dokumentum egyedi fajlok (*.eds)) legyen.

11 Kattintson a Save (Mentés) gombra.
A parbeszédablak bezarodik, és a program elmenti a kisérlet fajlt a megadott mappaba.

Ekkor folytassa kisérleteket az ,,A qRT-PCR reakcidok el6készitése”, 41. oldal szakasszal.

Hozza létre és dllitsa be a Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR
kisérletet (akkor sziikséges, ha a mentett protokoll és lemezfajlok
még nincsenek Iétrehozva)

Ha mar van megfeleld protokoll és lemezfajl, folytassa a kovetkezdvel: ,A Bio-Rad CFX96 Touch
Real-Time PCR kisérlet |étrehozdsa a kimentett protokollbdl és a lemezfajlokbdl”, 39. oldal.

1. 1épés: A kisérlet Iétrehozasa

1 Kapcsolja be a CFX96 Touch Real-Time PCR készuléket.

2 Akészilékhez csatlakoztatott szamitogéprdél nyissa meg a Bio-Rad CFX Maestro szoftver
alkalmazast.

3 Az Inditasivardzsloban a Select instrument (Késziilék kivdlasztasa) legordilé listaban dllitsa
be a CFX96 értéket, majd kattintson a User-defined (Felhasznalé altal meghatarozott)
lehetéségre.

A Run Setup (Futtatas beallitasa) képernyé megnyitja a Protocol (Protokoll) filet.
Az alapértelmezett héprofil megjelenik a képernyd kozépsé részén.

2. lépés: A héprofil beallitasa
4 Az Express Load (Expressz betoltés) legordilé listdban vélassza a 2-Step_Amp.prcl
lehetéséget.

A héprofil frissll az alapértelmezett bedllitdsokra egy kétlépéses amplifikacids protokollhoz,
amely alkalmas a fluoreszcens prébakkal valé hasznalatra.

Express Load
2-5tep_Amp prcl e

12. dbra Az Expressz betdltés bedllitdsa 2-Step_Amp.prcl a CFX Maestro Protocol (Protokoll)
fulon

5 Kattintson az Edit Selected (Kivalasztott szerkesztése) lehetéségre.

Megnyilik a Protokollszerkeszté ablak.

6 A Protokollszerkeszt® ablakban adjon egy lépést a reverz transzkripcié héprofiljanak
kezdetéhez.

a Valasszakiaz 1. |épést a héprofil képen.

b Az Insert Step (Lépés beillesztése) legorddilé listdban valassza a Before (Ez elé)
lehetéséget.
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¢ Kattintson az Insert Step (Lépés beillesztése) lehetdségre.

A kivalasztott Iépés elé egy Uj 1. Iépés kerul hozzaadasra.
d Szerkessze at az Uj 1épés bedllitasait 50 °C-ra 10 percig.

7 Allitsa be a héprofil tobbi lépését az itt I4thatd mddon: 13. dbra. A bedllitasok 6sszefoglalasat
lasd: 11. tablazat. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a GOTO lépés (5. Lépés) 39-szeres ismétlésre
van allitva.

Protocol Editor - 2-5Step_Amp.prel

File  Settings Tools

H .'% Insert Step | Before | Sample Volume pl | Est. Run Time 00:5%:00

1 2 3 4 5
950 C 550 C
300 0:05
800 C (eI
200 € 0:10 (Ol N
10:00 @ T B
0
£
P
/B x
1 500  C for10:00
'”53“5‘59 2 850 C for3:00
— 3 80 C for0:08
[] Insert Gradient 4 800 C for0:10
+ Plate Read
I:l — 5 GOTO3 .39 more fimes
END
=N

x| I 1B

Delete Step

oK Cancel

13.abra A CFX Maestro protokollszerkeszté ablak héprofilja

11. tablazat A Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR késziilék héciklusainak programja

Szegmens szama Ciklusok szama Id6tartam Hémérséklet
1 1 10 perc 50°C
2 1 3 perc 95°C
3 40 5 masodperc 95°C
10 masodperc 60 °C
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3. Iépés: A protokoll fajl mentése.
8 Kattintson a Save (Mentés) gombra.

Megjelenik a Save As (Mentés masként) parbeszédablak, hogy megkérdezze, menti-e a
protokoll fajlt a kisérlethez. A protokoll fajl tartalmazza a Run Setup (Futtatas bedllitasa)
képernyé Protocol (Protokoll) flilének bedllitasait.

9 Valasszon egy mappat a protokoll fajlbol.

10 A f4jl neve mezdében irja be: Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR.

11 Gy6z6djon meg arrdl, hogy a féjl tipusa Protocol File (*.prcl) (Protokoll fajl (*.prcl)) legyen.
12 Kattintson a Save (Mentés) gombra.

A parbeszédablak bezarodik, és a program elmenti a protokoll fajlt a megadott mappaba.
13 Kattintson az OK gombra a Protokollszerkeszt§ ablak bezarasahoz.
A jovében a vizsgalatokhoz hasznalja a mentett protokoll fajlt, melynek segitségével

bedllithatja a Protocol (Protokoll) fiilet az itt leirt modon: ,,A Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time
PCR kisérlet Iétrehozasa a kimentett protokollbél és a lemezfajlokbdl.”.

4. lépés: A fluoroférok kivalasztasa és célnevek hozzarendelése
14 A Run Setup (Futtatas bedllitasa) képerny6 also részén kattintson a Next (Kovetkezé) gombra.

A Run Setup (Futtatas bedllitasa) képernyén megjelenik a Plate (Lemez) fll. A lemeztérkép
képe megjelenik a képernyd kdzépsé részén.

15 Gydz6djon meg arrdl, hogy a Scan Mode (Szkennelési mad) legordilé lista All Channels
(Minden csatorna) értékre legyen bedllitva.

16 Kattintson az Edit Selected (Kivalasztott szerkesztése) lehetéségre.

Megnyilik a Lemezszerkesztd ablak.

17 A Lemezszerkeszt6 ablakban kattintson a Select Fluorophores (Fluoroférok kivalasztasa)
lehetéségre.

Megnyilik a Fluoroforok kivalasztasa parbeszédablak.

18 A parbeszédablakban jeldlje be az FAM, a HEX és a Cy5 fluoroférok jelolénégyzeteit. A tobbi
fluorofédr jeldlénégyzetének bejeldlését torolje. Lasd: 14. abra.
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Channel Fluorophare Selected Color

1 I © o —
T —

: = v
3 T —

Cal Orange 560 r _

Cal Gold 540 |— _

C o —

: O —
Texas Red r _

Cal Red 610 |— _

r o —

: ©
Quasar 670 r _

g Quasar 705 |_ _
C o —

[ oK Cancel

14. abra  Fluoroférok kivalasztasa a CFX Maestro Fluoroférok kivalasztdsa parbeszédablakban

19 Kattintson az OK gombra.
Bezarul a Fluoroforok kivalasztasa parbeszédablak. A harom kivalasztott fluorofér a
Lemezszerkesztd ablak jobb oldalan lathato felsorolva a Target Names (Célnevek) alatt.

20 Valasszon ki minden cellat a lemeztérképen.
A kivalasztott cellak kékkel kiemelve lathatok.
Mind a 96 cella kivalasztdsa akkor megfeleld, ha a lemez minden celldjaban gRT-PCR reakciot fog
végezni. Ha a lemez barmelyik cellaja Ures lesz, akkor azok kijelolését torolje ebben a lépésben.

21 A Target Names (Célnevek) lehetéségnél gy6zédjon meg arrdl, hogy mind a harom fluorofér
meg van jel6lve, és minden cellaban lathatd mindharom fluorofér neve.

22 A fluoroforok nevei mellett taldlhatd mezékben adja meg a célneveket a fluroférok esetén,
lasd: 15. abra. Nyomja meg az Enter gombot az egyes nevek befrasa utan ahhoz, hogy a név
alkalmazasra kertljon a lemez celldin.

Target Mames

Load FAM |N1 v| 4=
load [ HEX N2 | 4F
load A Cy5  |RP v| g

15.dbra  Célnév hozzarendelése a CFX Maestro lemezszerkesztd ablakban
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5. Iépés: Mintatipusok és nevek hozzarendelése

23 No Template Control (Negativ kontroll, NTC) mintatipus hozzarendelése.
a Valassza ki az A12 cellat a lemeztérképen.

b A Sample Type (Minta tipusa) legordilé listaban valassza az NTC lehet6séget.

Az NTC cimke megjelenik az A12-es cella tetején.

24 Gy6z6djon meg arrdl, hogy a tobbi celldhoz az Unknown (Ismeretlen) minta tipust jellte,
a cella tetején taldlhato Unk cimkének megfeleléen. Lasd: 16. abra.

1 2 3 4 5 [ 7 8 9 10 11 12
Unke Unk Unk Unke Unk Unk Unke Unk Unke Unk Unk NTC

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

A N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unlc Unk Unk Unke Unk Unke Unlc Unk Unke Unk Unke Unk

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

B N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unlc Unk Unk Unke Unk Unke Unlc Unk Unke Unk Unke Unk

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

C N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unlc Unk Unk Unke Unk Unke Unlc Unk Unke Unk Unke Unk

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

D N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unlc Unk Unk Unke Unk Unke Unlc Unk Unke Unk Unke Unk

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

E N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RE RF RP RP RP RP RF RP RP RE

Unlc Unk Unk Unke Unk Unke Unlc Unk Unke Unk Unke Unk

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

F N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RE RF RP RP RP RP RF RP RP RE

Unlc Unk Unk Unke Unk Unke Unlc Unk Unke Unk Unke Unk

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

G N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RE RF RP RP RP RP RF RP RP RE

Unlc Unk Unk Unke Unk Unke Unlc Unk Unke Unk Unke Unk

N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1 M1 N1 N1

H N2 M2 M2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 M2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

16. abra  Mintatipus hozzarendelése a CFX Maestro lemezszerkesztd ablakban

25 Rendelje hozza a minta nevét a human kontroll mintahoz a B12-es cellaban.
a Valassza ki a B12 cellat a lemeztérképen.
Ha egynél tobb human kontroll mintat szeretne a lemezre helyezni, valassza ki a szukséges
tovabbi celldkat a lemeztérkép 12. oszlopaban.
b A Sample Names (Minta neve) alatt Iathatd mezébe irja be a HSC-t, 1asd: 17. abra.
Nyomja meg az Enter gombot.

A minta neve (HSC) megjelenik a kivalasztott cella(k)nal.
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Sample Mames

Load [ [HSC v &

17.abra A HSC név hozzarendelése a CFX Maestro lemezszerkeszt6 ablakban

26 Rendelje hozza a minta nevét a SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS kontroll mintahoz a
H12-es cellaban.

a Valassza ki a H12 cellat a lemeztérképen.

b A Sample Names (Minta neve) alatt [athatd mezdébe irja be a Pos-t. Kattintson az
Enter gombra.

A minta neve (Pos) megjelenik a H12-es cellanal.

6. Iépés: Lemezfajl mentése
27 Kattintson a Save (Mentés) gombra.

Megjelenik a Save As (Mentés masként) parbeszédablak, hogy megkérdezze, menti-e a
lemezfdjlt a kisérlethez. A lemezfdjl tartalmazza a Run Setup (Futtatds bedllitdsa) képernyé
Plate (Lemez) fiilének a bedllitasait.

28 Valasszon egy mappat a lemezfajlnak.

29 A fajl neve mez&ben irja be az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Plate nevet.

30 Gy&z6djon meg arrdl, hogy a féjl tipusa Plate File (*.pltd) (Lemezfajl (*.pltd)) legyen.

31 Kattintson a Save (Mentés) gombra.
A parbeszédablak bezarodik, és a program elmenti a lemezfjlt a megadott mappaba.

32 Kattintson az OK gombra a Lemezszerkeszté ablak bezarasahoz.

33 A Run Setup (Futtatas bedllitdsa) képernyd also részén kattintson a Next (Kovetkez6) gombra.
A Run Setup (Futtatas bedllitasa) képernyén megjelenik a Start Run (Futtatas inditasa) fil.

A jovBben a vizsgalatokhoz hasznalja a mentett lemezfijlt, a segitségével dllitsa be a Plate
(Lemez) fllet az A Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR kisérlet lIétrehozasa a kimentett
protokollbdl és a lemezfajlokbdl.” szakaszban leirt médon.

Ekkor folytassa kozvetlentl az ,A qRT-PCR reakciok elokészitése”, 41. oldal szakasszal.

A Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR kisérlet |étrehozasa a
kimentett protokollbdl és a lemezfajlokbdl

Ha a szikséges lemezbeallitassal és héprofillal még nem készult kisérlet, lasd: ,Hozza létre és
allitsa be a Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR kisérletet (akkor sziikséges, ha a mentett
protokoll és lemezfdajlok még nincsenek létrehozva)”, 34. oldal.

1. 1épés: A kisérlet Iétrehozasa

1 Kapcsolja be a CFX96 Touch Real-Time PCR készuléket.

2 Akészilékhez csatlakoztatott szamitogéprél nyissa meg a Bio-Rad CFX Maestro szoftver
alkalmazast.
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3 Az Inditasi vardzsloban a Select instrument (Készllék kivalasztasa) legordilé listaban allitsa
be a CFX96 értéket, majd kattintson a User-defined (Felhaszndlo altal meghatarozott)
lehetéségre.

A Run Setup (Futtatas bedllitdsa) képernyé megnyitja a Protocol (Protokoll) fiilet.
Az alapértelmezett héprofil megjelenik a képernyé kozépsé részén.

2. |épés: Toltse be a protokoll fajlt

4 Kattintson a Select Existing (Meglévé kivalasztasa) lehetdségre.

Megnyilik a Protokoll kivalasztédsa parbeszédablak.

5 A parbeszédablakban navigaljon abba a mappaba, amelybe az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR
Protocol.prcl f3jlt mentették.

6 Kattintson duplan a protokoll fajlra.

A protokoll fajl bedllitasai betdltésre kerlilnek a kisérletbe.

3. lépés: A lemezfijl betoltése
7 ARun Setup (Futtatds bedllitdsa) képernyé alsé részén kattintson a Next (Kovetkezé) gombra.

A Run Setup (Futtatas bedllitdsa) képernyén megjelenik a Plate (Lemez) fil. A lemeztérkép
képe megjelenik a képerny§ kozépsé részén.

8 Kattintson a Select Existing (Meglévé kivalasztdsa) lehetéségre.

Megnyilik a Lemez kivalasztasa parbeszédablak.

9 A parbeszédablakban navigaljon abba a mappaba, amelybe az Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR
Plate.pltd fajlt mentették.

10 Kattintson duplan a lemezf3jlira.

A lemezfdjl beallitasai betoltésre kerilnek a kisérletbe.
11 A Run Setup (Futtatas bedllitdsa) képernyd also részén kattintson a Next (Kévetkezé) gombra.

A Run Setup (Futtatas bedllitdsa) képernyén megjelenik a Start Run (Futtatas inditasa) fil.

Ekkor folytassa kozvetlentl az , A qRT-PCR reakciok el6készitése”, 41. oldal szakasszal.
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A gRT-PCR reakciok el6készitése

Kdzvetlenll a hasznalat el6tt készitse el a gRT-PCR lemezt, és mindig tartsa jégen vagy
hideg allvanyban, amig a valos idejd PCR készlilékbe nem toltédik.

1. 1épés: A qRT-PCR reagens keverék és a lemez el6készitése a PCR el6tti
munkaallomason

1

Olvassza fel a fagyasztott gqRT-PCR reagenseket jégen. A szukséges reagensek listajat lasd:
12. tablazat. Tartsa a 10x SAR-CoV-2 Primer/Probe Mix Dx és a Reference Dye Dx termékeket
fénytdl védve.

Készitse el a mellékelt Reference Dye Dx 1:500 ardnyu higitasat nukleazmentes vizzel
(a reakciokon belili 30 nM végkoncentracidhoz). Minden referenciafestéket tartalmazo
oldat fénytél védve tarolando.

Ha a higitott Reference Dye Dx festéket fénytél védett csében, 4 °C-on taroljak, akkor egy
napon belil felhasznalhaté tovabbi vizsgalatok beallitaséhoz.

Készitse el® a reagenskeveréket Ugy, hogy az 0sszetevéket az itt lathatd sorrendben adja
hozza: 12. tdblazat. Készitsen egyetlen reagenskeveréket az 6sszes mintahoz (3 kontroll
és legfeljebb 93 vizsgdlati minta) az aldbb felsorolt dsszetevék tobbszorosével. Tartsa a
reagenskeveréket jégen és fénytdl védve. Kbzvetlendl hasznalat el&tt készitse elé a
reagenskeveréket.

Ha 96 reakciot készit, akkor 2 ml-es csében készitse el a reagenskeveréket.
Ha 48 reakciot készit, akkor 1,5 ml-es csében készitse el§ a reagenskeveréket.

Segitségképpen a 12. tablazat tartalmazza az 1, 48 és 96 reakcio eléallitasahoz szlkséges
mennyiségeket.

12. tablazat qRT-PCR Reagent Mixture

Komponens 1 reakciéhoz valé 48 reakciohoz valo 96 reakciéhoz valé

mennyiség mennyiség (ideértve a  mennyiség (ideértve a
felesleget) felesleget)

Nukleazmentes viz 1,5u 81 ul 162 pl

2x Brilliant Il Ultra-Fast gRT-PCR Master 10 Wl 540 ul 1080 pl

Mix Dx

10x SAR-CoV-2 Primer/Probe Mix Dx 2 ul 108 ul 216 ul

100 MM DTT Dx 0.2 l 10,8 pl 21,6

Diluted Reference Dye Dx (a 2. lépés-tél) 0,3 ul 16,2 pl 32,4 ul

RT/RNase Block Dx Tl 54 ul 108 pl

4 Ovatosan, buborékok képzédése nélkiil keverje 6ssze a reagenskeveréket vortex-keverén,

majd forgassa a csovet mikrocentrifugaban 5 masodpercig.
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5 Oszlasson el 15 ul reagenskeveréket a 96 cellas lemez celldiban a kovetkez6 eljarassal.
a Helyezzen egy tiszta 8x csésort a 96 cellas hideg allvanyra.

b Adjon 190 pl reagenskeveréket (ha 96 reakciot hajt végre) vagy 100 pl reagenskeveréket
(ha 48 reakcidt futtat) a 8 csovet tartalmazo csik minden csdvébe. Sziikség esetén
tavolitson el minden nagy buborékot, amely a csovek aljan jelen lehet.

¢ Tegyen at egy tobbcsatornas pipettaval 15 ul reagenskeveréket a 8 cellas csésorbdl

a 96 cellas lemez oszlopaba. A lemezt az egész folyamat soran jégen vagy a 96 cellas
hideg allvanyban, fénytdl védve kell tarolni.

Ha csak 48 reakciot hajt végre, akkor hagyja Uresen az 1-6. oszlopokat.

6 Ha alemez le van fedve, vigye a lemezt a PCR el6tti munkaallomas minta hozzdadasara
kijelolt helyére. Tartsa a lemezt jégen vagy hideg allvanyon.

2. |épés: Kontroll és tesztmintak hozzaadasa a PCR el6tti munkaallomas qRT-PCR
lemezéhez (minta hozzaadasi teriilet)

7 Higitsa a SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS-kontrollt 10 munkakészletre/pl.

a Adjon hozza 99 ul nukledzmentes vizet egy tiszta, 1,5 ml-es cs6hoz. Ehhez a cséhoz
adjon 1 pl higitatlan SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS kontrollt. JOI keverje 6ssze
vortex-keverdvel, majd roviden forgassa egy mikrocentrifugaban.

b Adjon hozza 99 ul nukleazmentes vizet egy masik tiszta, 1,5 ml-es cs6hoz. Ehhez a cs6hoz
adjon 1 pl higitott SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS kontrollt, amelyet ekkor készitett el:
a. lépés. Jol keverje dssze vortex-keverével, majd roviden forgassa egy
mikrocentrifugaban.

Ez a cs6 mikodé SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS-kontrollt tartalmaz, koncentracioja
10 kopia/pul.

Ha a munkakeészletet 4 °C-on taroljak, akkor egy napon belil felhasznalhaté tovabbi
vizsgalatok beallitasara. Helyezze vissza a SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS-kontroll
eredeti készletét —80 °C-ra.
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8 Allitsa be a kontroll reakcidkat, 14sd: 18. abra.

A negativ kontroll mintdhoz (No Template Control, NTC) adjon hozza 5 pl nukledzmentes
vizet az A12-es celldhoz.

A human kontroll mintdhoz (Human Specimen Control, HSC) réviden keverje 6ssze a
human kontroll mintabdl szarmazd RNS-t. Ezutan adjon hozza 5 pl RNS-t a B12-es celldhoz.

Ha egynél tobb HSC minta van, amelyet fel kell venni a lemezre, hasznaljon tovabbi cellakat
a 12. oszlopban, ahogyan azt a lemez feldllitasakor a gRT-PCR készUllék szoftverben
jelezte.

A SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS kontrollhoz (Poz) adjon 5 ul higitott SARS-CoV-2
szintetikus pozitiv RNS kontrollt a H12-es cellaba.

9 Allitsa be a reakciokat a vizsgalati mintdkhoz (S1 - S93), lasd: 18. dbra. A szennyezédés
elkerllése érdekében gyakran cserélje a kesztydt.

Roviden keverje meg a vizsgalati mintakbol készitett RNS mintakat. Ezutan centrifugalja
mikrocentrifugaban 5 masodpercig.

Minden mintahoz adjon 5 p-t a gRT-PCR lemez egyik celldjaba. Gondosan kovesse
nyomon, hogy melyik mintat adta az egyes cellakba. Minden hozzaadas utan cserélje
ki a pipettahegyet.

Ha a gRT-PCR lemezt ragasztoszalaggal kell lezarni, akkor a lezaras elétt keverje 6ssze
a reakciodkat ugy, hogy a keverékeket rovid ideig fel és le pipettazza buborékok képz&dése
nélkl.

Ha csak 48 reakciot hajt végre, akkor hagyja Uresen az S1-S48 jelzésU cellakat a
lemezen.

10 Zarja le a lemezt egy ragasztoszalaggal vagy kupakcsikokkal.

11 Ha a lemez kupakcsikokkal van lezarva, roviden keverje 6ssze egy vortex-keverdn.
(Ne hasznaljon vortex-keverét ragasztéval lezart lemezekhez.)

12 Roviden forgassa meg a lemezt egy centrifugaban.

13 Ha Agilent AriaMx/AriaDx valos idejli PCR rendszert hasznal, és a lemezt ragasztdszalaggal
zarta le, akkor helyezzen kompresszids parnat a lemez folé.

14 Folytassa kdzvetlenll a gRT-PCR elvégzésével a valds idejl PCR rendszerén.
Lasd: ,qRT-PCR elvégzése Agilent AriaMx/AriaDx valos idejii PCR rendszeren”, 46. oldal
Lasd: ,qRT-PCR elvégzése az ABI 7500 Fast valos idejii PCR késziiléken”, 55. oldal

Lasd: ,qRT-PCR elvégzése Bio-Rad CFX96 Touch valds idejli PCR kimutatasi
rendszeren”, 62. oldal
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1123|456 |7|8]9(10[11[12
A S1 S9 S17 | S25 | S33 | S41 | S49 | S57 | S65 | S73 | S81 | NTC
B S2 | S10 | S18 | S26 | S34 | S42 | S50 | S58 | S66 | S74 | S82 | HSC
C S3 S11 | S19 | S27 | S35 | S43 | S51 | S59 | S67 | S75 | S83 | S89
D S4 | S12 | S20 | S28 | S36 | S44 | S52 | S60 | S68 | S76 | S84 | S90
E S5 | 813 | S21 | S29 | S37 | S45 | S53 | S61 | S69 | S77 | S85 | S91
F S6 | S14 | S22 | S30 | S38 | S46 | S54 | S62 | S70 | S78 | S86 | S92
G S7 | S15 | S23 | S31 | S39 | S47 | S55 | S63 | S71 | S79 | S87 | S93
H S8 S16 | S24 | S32 | S40 | S48 | S56 | S64 | S72 | S80 | S88 | Pos

18.abra  Lemez bedllitdsa az 1-93 mintak és a kontroll mintak vizsgdlatahoz (negativ kontroll

[No Template Control, NTC], human kontroll minta [Human Specimen Control, HSC] és
szintetikus pozitiv RNS kontroll [Synthetic Positive RNA Control Dx, Pos])

Hasznélati utasitdas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Agilent SARS-CoV-2 gqRT-PCR Dx Kit K1180A
Hasznalati utasitas

5 qRT-PCR elvégzési utasitasok

gRT-PCR elvégzése Agilent AriaMx/AriaDx valos idejd PCR rendszeren 46
gRT-PCR elvégzése az ABI 7500 Fast valos idejd PCR készuléken 55
gRT-PCR elvégzése Bio-Rad CFX96 Touch valds idejd PCR kimutatasi rendszeren 62

Ez a fejezet a gRT-PCR ciklusprogram végrehajtasaval kapcsolatos utasitasokat tartalmazza a
kivalasztott valds idejl PCR késziiléken.

Agilent
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gRT-PCR elvégzése Agilent AriaMx/AriaDx valos ideji PCR
rendszeren

Ez arész leirja a gRT-PCR végrehajtasi eljarasat Agilent AriaMx vagy AriaDx valos idejli PCR
rendszeren.

A gRT-PCR program futtatasa az AriaMx/AriaDx rendszeren

1 Gy6z8djon meg arrdl, hogy az AriaMx/AriaDx készulék be van-e kapcsolva.

2 Akészilékhez csatlakoztatott szamitdgéprdél nyissa meg azt a kisérletet, amelyet kordbban
hozott Iétre az Aria alkalmazasban.

3 Lépjen a Thermal Profile (H&profil) képernyére, a Run Status (Futtatas dllapota) képernyére
vagy a Raw Data Plots (Nyersadat-diagram) képernyére.

4 Kattintson a Run (Futtatds) leheté&ségre.

Megnyilik az Instrument Explorer (Késziilékkeresés) parbeszédablak.

5 Keresse meg azt a késziiléket, amelyet a futtatdshoz hasznalni fog, és kattintson a
Send Config (Konfig. kiildése) lehetdségre. (A készlilékek keresésével és hozzaadasaval
kapcsolatos utasitasokat lasd az AriaMx vagy az AriaDx beallitdsaban vagy felhasznaloi
Utmutatéjaban.)

Ha az Aria program utols¢ megnyitasa 6ta most csatlakoztatott el6szor egy késziléket,
akkor megnyilik a Login (Bejelentkezés) parbeszédablak. Valassza ki a Username
(Felhaszndlonév) lehetéséget a legordild listaba, irja be a bejelentkezési jelszavat a
Password (Jelszd) mezébe, majd kattintson a Login bejelentkezés lehetéségre. Ha mas
felhasznaldi fiokkal kivan belépni, kattintson jobb egérgombbal a készlilék nevére, majd
kattintson a Log off current user (Jelenlegi felhasznald kijelentkeztetése) lehetéségre.
Ezutan bejelentkezhet a kivant felhasznaloi fiokkal.

Ha még nem mentette el a kisérletet, a rendszer a kisérlet mentésére szdlitja fel
tovabblépés elbtt.

6 Vigye a reakciolemezt a készulékhez, és toltse be a héblokkba.

7 Akészilék érintéképernydjén nyissa meg az el6készitett kisérletet a Thermal Profile (H&profil)
képernydn, és nyomja meg a Run Experiment (Kisérlet futtatasa) lehetéséget.

A készlilék elkezdi a kisérlet futtatasat.

8 Térjen vissza a szamitdgépes programhoz. A program a Run Status (Futtatas dllapota)
képernydre vezeti, ahol megfigyelheti a futtatas elérehaladasat.

A futtatas megfigyelése nem szlikséges. Ha a futtatas befejez8dése el6tt bezarja az Aria
szoftvert, jegyezze fel, hogy hova lesz mentve a futtatas utani kisérleti fajl.
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Adatelemzési beallitasok hozzarendelése az AriaMx/AriaDx kisérlethez

1. lépés: Az amplifikaciés diagramok megtekintése minden célnal és minden cellaban

1 A futtatads befejeztével nyissa meg a kisérleti fajlt az Aria szoftverben.

2 Kattintson az Analysis Criteria (Elemzési kritériumok) lehet&ségre a képernyé bal oldaldn.
Megnyilik az Analysis Criteria (Elemzési kritériumok) képernyd, amely tartalmazza az elemzés
bedllitasait pontosito beallitasokat.

3 Gy6zb6djon meg arrdl, hogy minden cellat, cellatipust és célt kivalasztott az elemzéshez, amint
azt a 19. dbra mutatja.

Ha a lemez Ures cellakat tartalmaz, gy6z6djon meg arrdl, hogy azokat a Blank
(Ures) cellatipushoz rendelte hozzd a Plate Setup (Lemez bedllitasa) filon.
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19.abra  Aria Analysis Criteria (Elemzési kritériumok) képernyé

4 Kattintson a Graphical Displays (Grafikus kijelzék) lehet6ségre a képernyé bal oldalan.

Megnyilik a Graphical Displays (Grafikus kijelzék) képernyd, amely megjeleniti az adatokat az
eszkozokkel az elemzési paraméterek beallitasahoz.

5 Gydzddjon meg arrdl, hogy a képernyd megjeleniti az Amplification Plots (Amplifikacios
diagramok) grafikont, és az alapértelmezett elemzési paraméterek megegyeznek a 20. abra
altal mutatottakkal.
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Ha nem latja a 20. dbra szerinti elemzési paraméterek teljes paneljét, kattintson a lefelé
mutato nyilhegyre kozvetleniil a Smoothing (Simitas) bedllitas alatt a panel kinyitdsahoz.

Vegye figyelembe, hogy a kisérletében lévé alapértelmezett Threshold Fluorescence
(KUszobérték fluoreszcencia) értékek valdszintileg eltérnek a 20. abra altal mutatottaktol.
A szoftver a hattér ciklustartomany fluoreszcencia zajszintje alapjan szamitja ki az
alapértelmezett értékeket. Ebbdl kovetkezden az alapértelmezett értékek eltéréek lesznek
a kilonbozé kisérletek esetén.

—

(> Amplification Plots
Fluorescence R Rn | AR BV
Term - T el

Smoothing UL Off
s

Bazeline .
Correction &J
Crosstalk :
Correction I&J

Graph Type - Linear | Log
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] n1 B oo @ ™
[+ mz B oo @ =9
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Background Based Threshold
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20.abra Az Amplification Plots (Amplifikacids diagramok) alapértelmezett bedllitdsai az Aria
szoftverben (a Threshold Fluorescence (Kliszobérték fluoreszcencia) értékek eltéréek
lesznek a kiilonboz6 kisérletek esetén)

6 A Background Based Threshold (Hattér alapu kiiszobérték) lehetéség alatt gyézédjon meg
arrol, hogy az alapértelmezett ciklustartomany 5-9.

7 Ellenérizze az amplifikaciés diagramokat korai amplifikacioval (azaz a 9. ciklus elétt).
A korai amplifikacios tesztmintakat zarja ki az elemzéshdl, és végezzen ismételt tesztelést
alacsonyabb koncentracioval.

A szokatlanul magas virus RNS koncentracioju tesztmintak esetén a viruscélok amplifikalasa
mar nagyon korai ciklusszdmnal (< 9) kimutathato szintet érhet el. A kiindulasi korrekcids
szamitasok részeként a szoftver az ilyen korai amplifikacios jeleket hattérzajként értelmezheti,
és ezekben a mintakban sikertelen lehet a Cq érték hozzarendelése a viruscélokhoz.

Figyelje meg az ilyen tesztmintdk jelenlétét az Amplification Plots (Amplifikdcids diagramok)
megtekintésével a kiindulasi korrekcio nélkil (Fluoreszcencia kifejezés R vagy Rn). Ha
barmelyik tesztmintaban amplifikacio jelei Iathatdk a 9. ciklus elétt, tavolitsa el azokat a
celldkat az elemzésbdl azaltal, hogy az Analysis Criteria (Elemzési kritériumok) képernyén
megszunteti a kivalasztasukat. Futtassa ismét a gRT-PCR reakcidt a mintahoz ugy,

hogy a nukleinsavat 1:100 aranyban higitja a megfelel elucios pufferrel.
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2. |épés: A kiiszobértékek kiértékelése

8 A Graph Type (Grafikontipus) bedllitdsnal a Linear (Linedris) helyett valassza a Log (Log)
lehet&séget. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a Fluorescence Term (Fluoreszcencia kifejezés)
ARn (Rn) értékre van allitva.

Ha az Amplification Plots (Amplifikacids) diagramokat logaritmus értékekkel tekinti meg, azzal
jobb attekintést kap a hattér jelzajrol. A 21. abra egy példat mutat. Minden cél kiiszobvonala
egy vizszintes vonalként jelenik meg.
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21.4dbra  Aria Amplification Plots (Amplifikacids diagramok) logaritmus skaldn —
cél kiiszobértékek vizszintes vonalakként megjelenitve

9 Szemrevételezéssel értékelje az amplifikacios diagramokat és az alapértelmezett
kiszobértéket az N1 célra vonatkozoan.

a Kattintson a grafikon alatt Iév6 célok megjelenitése ikonra. -

b A megnyilé menlben tordlje az dsszes tobbi cél mezdéjét, hogy csak az N1 cél jelenjen
meg az Amplification Plots (Amplifikacios diagramok) grafikonon.

¢ Hatdrozza meg, hogy a kiiszobérték elég magas-e ahhoz, hogy a hattérzaj felett legyen,
illetve elég alacsony-e ahhoz, hogy diagramokat tartalmazzon az exponencialis
amplifikacids fazisban (lasd: 23. abra). Ezen meghatdrozas alapjan Iépjen tovabb a
13. tablazat utasitasai szerint.

10 Ismételje meg a 9. lépés-t az N2 célra, majd az RP célra vonatkozodan.
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11 A Threshold Fluorescence (Kiiszobérték fluoreszcencia) lehetéség alatt gyézédjon meg arrdl,
hogy mindhdrom cél be van jel6lve, és mindhdrom Threshold Fluorescence (Kliszobérték
fluoreszcencia) érték le van zarva, a 22. abra szerint.

12 Kattintson a grafikon alatt lévé célok megjelenitése ikonra. - Gy6z6djon meg arrd,
hogy minden cél ki van vélasztva.

Threshold Fluorescence:
[E M1 0.021 &
(] n2 0.028 8

RP 0.038 *
22.abra  Célok kivalasztva és Threshold Fluorescence (Kiiszobérték fluoreszcencia) értékek
lezarva
Amplification Plots K
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23.abra  Aria Amplification Plots (Amplifikacids diagramok) az N1 célhoz
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13. tablazat Az optimalis kiiszobérték-beallitas ellenérzése az Aria szoftverben

Kiiszobérték
helyzete

Leiras

Megoldas

Optimalis pozicid

Tdl magas

Tul alacsony

A hattérzaj felett,

és tartalmazza az
0sszes diagramot az
exponencialis
amplifikacio fazisban

Bizonyos diagramok nem
érik el a kiiszobértéket
az exponencialis
amplifikacio fazisban

Bizonyos diagramok
nincsenek a hattérzaj
értéke felett.

« Zdrjale a Threshold Fluorescence (Klszobérték fluoreszcencia) értéket a
képernyd jobb oldalan azaltal, hogy a lakat ikonra kattint.

Az érték lezarasakor a lakat ikon zart helyzetbe kerll. Az érték lezarasa
megakadalyozza az érték megvaltozasat, ha barmelyik elemzési kritérium
megvaltozik.

+ Keresse meg a rendkivil magas hattérzaj értékd cellakat. Az ilyen kiugré
értékd cellak miatt a szoftver tul magasra allithatja be a kiiszobértéket.

* Lépjen vissza az Analysis Criteria (Elemzési kritériumok) képernyére,
hogy azt a cellat kizarja az elemzésbdl. A kiugro értékd cella kizarasa
utan a szoftver Ujraszamitja a kiiszobértéket. Masik lehetéségként az egér
segitségével manualisan is athuzhatja a kliszobvonalat a grafikonon
egy Uj pozicioba.

+ Ellenbrizze, hogy az Uj kiiszobérték optimalis pozicioban van-g, és zarja le a
Threshold Fluorescence (Kliszobérték fluoreszcencia) értéket a fent leirtak
szerint.

« Az Uj érték lezdrasa utdn ismét lépjen vissza az Analysis Criteria (Elemzési
kritériumok) képernydre, hogy a kiugro érték( cellat ismét bevegye az
elemzésbe.*

* Ha a kiugro értéku cella amplifikaciés diagramja nem mutat exponencialis
amplifikaciot egyik ciklusszamnal sem, akkor gy6z6djon meg arrdl, hogy az
alacsonyabbra allitott kiiszobérték miatt a szoftver nem rendel-e hozza Cq
értéket a celldhoz (amiatt, hogy a hattér jelzaj keresztezi a kiiszobértéket).
Ha igen, akkor probalja médositani az adott cella egyéb elemzési bedllitasait,
pl. a Baseline Correction (Kiinduldsi korrekcio) beallitast.

+ Emelje a kiiszobértéket éppen a hattérzaj szintje folé.

3. lépés: Az eredmények ellen6rzése az NTC cellaban

13 A Results Table (Eredmények tdbldzatban) keresse meg a negativ kontroll minta (No Template
Control, NTC) reakciét, amely az A12 celldban taldlhatd.

14 Gy6z6djon meg arrdl, hogy a Cq oszlopban mindharom cél esetén ,No Cq” (Nincs Cq) vagy
> 37,00 Cq érték szerepel.

Ha az NTC reakcio esetén a Cq erték < 37,00 barmelyik célra vonatkozoan, akkor a minta
szennyezett lehet. Ervénytelenitse a futtatast, és ismételje meg a vizsgalatot az irdnyelvek

szigoru betartdsaval.
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Adatexportalas az Aria szoftverbdl

1. lépés: Az exportalasi beallitdasok megadasa és mentése

Ha mar mentette az exportalasi beallitasokat, Iépjen kozvetlendl ide: ,2. Iépés: Adatok
exportalasa”, 54. oldal.

1 Aképernyé bal oldalan, a Results (Eredmények) rész alatt kattintson az Export Data
(Adatok exportdldsa) lehetéségre.

Megnyilik az Export Data (Adatok exportélasa) képernyd.

2 Az Export Configuration (Exportaldsi konfiguracid) panelen vélasszon ki egy fajltipust az
exportalt adatoknak, pl. Excel.

3 Gy6zbdjon meg arrdl, hogy az Items (Elemek) lehetdség alatt a Tabular Results (Tablazatos
eredmények) mezé be van jelolve. Tordlje az egyéb elemek jelolénégyzeteinek bejeldlését.
Lasd: 24. abra.

Items
D Plate 5etup #

D Thermal Profile #
D Amplification Plots
@ Tabular Results  #
D Experiment Motes #

24.abra Aria szoftver Export Data (Adatok exportalasa) képernyé — exportélando elemek

4 Kattintson a Tabular Results (Tablazatos eredmények) lehetéség melletti ceruza ikonra,
hogy személyre szabja az alkalmazando oszlopokat.

Megnyilik a Column Options (Oszloplehetéségek) parbeszédablak.

5 Moddositsa a beallitasokat ugy, hogy a befoglalasra kijelolt oszlopok az itt Iathatdk szerintiek
legyenek: 25. abra.
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A" Column Options x
Select Columns | Select All | | Restore Defaults |
[)well (] Threshold (ARn) (JCq Ava. Treated Ind. (ARn)
[#]well Type ((JBaseline Start Cycle (()Cq 5D Treated Ind. (ARn)
[#]well Hame ((JBaseline End Cycle (JMelt Smoathing #
(Joye (ICq (ARn) (JMelt Norm.
[ITarget (JFinal Call {4Rn) (JTm Product 1 (-Rn'(T})
(JReplicate (JQuantity {nanograms) (JTm Product 2 (-Rn'(T}))
(R Last (JQuantity Ava. {nanograms) (JTm Product 3 (-Rn'(T})
(CJAR Last ((JQuantity SD {nanograms) () Tm Product 4 [-Rn'(T})
(JRn Last (CJRrz (ARn) () Tm Product 5 [-Rn'(T})
(JARn Last (Jslope (4Rn) (JTm Product  [-Rn'(T}))
(JRLast/RFirst (JEfficiency (%)
0K Cancel
25.abra  Aria Column Options (Oszloplehet&ségek) parbeszédablak

Bejelolt oszlopok:

Well (Cella)

Well Type
(Cellatipus)

Well Name
(Cella neve)

Target (Cél)

Threshold
(Kiszobérték)

Cq

6 A modositasok mentéséhez kattintson az OK gombra, €s zarja be a parbeszédablakot.

7 Mentse az exportaldsi beallitasokat Uj meghatarozasként.

a Az Export Configuration (Exportélasi konfiguracio) panelen nyissa le a Definition
(Meghatarozas) legorduld listat.

b Kattintson az Add New (Uj hozzdad4sa) lehetéségre.

Megnyilik az Add New Definition (Uj meghatarozas hozzdadésa) parbeszédablak.

¢ A Definition Name (Meghatarozas neve) mezébe irja be a kdvetkez6t: Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Data. Lasd: 26. abra.

d Gyb6z6djon meg arrél, hogy a Use Current Settings (Aktudlis bedllitasok alkalmazasa)
jelolénégyzet be legyen jeldlve.

e Kattintson az Add (Hozzdadds) lehetéségre.

A add Mew Definition

*

Definition Name: |Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Datd |

Use Current Settings

Add

Cancel

26. abra
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2. |épés: Adatok exportalasa

8 Az Export Configuration (Exportalasi konfiguracio) panelen gyézédjon meg arrdl, hogy a
Definition legordulé lista a kovetkezdre van beallitva: Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Data.

9 Kattintson az Export Data (Adatok exportaldsa) lehetéségre.

A jelentés az alapértelmezett alkalmazasban nyilik meg a kivalasztott fajltipushoz.

10 Tekintse at a Cq adatokat minden tesztmintara és kontrollra vonatkozdan az eredmények
értelmezéséhez. Lasd: 6. fejezet, ,Elemzés és eredmények”.
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gRT-PCR elvégzése az ABI 7500 Fast val6s ideji PCR késziiléken

Ez arész leirja a gRT-PCR végrehajtasi eljarasat Applied Biosystems 7500 Fast valds idejl
PCR készuléken.

A gRT-PCR program futtatasa az ABI 7500 Fast valds idejii PCR
késziiléken

1 Gyd6z8djon meg arrdl, hogy az ABI 7500 Fast készulék be legyen kapcsolva.

2 Akészilékhez csatlakoztatott szamitogéprdl nyissa meg azt a kisérletet, amelyet korabban
létrehozott a 7500 szoftverben.

3 Akésziléken nyomja be a talcaajtét a fedél kinyitasahoz. Toltse be a reakcidlemezt a készilék
héblokkjaba.

4 Nyomija be a télcaajtét a fedél zarasahoz.
5 A szamitogépen kattintson a START RUN (FUTTATAS INDITASA) lehet6ségre.

A készUlék elkezdi a kisérlet futtatasat.

Adatelemzési beallitasok hozzarendelése az ABI 7500 Fast kisérlethez

1. lépés: Az amplifikaciés diagramok megtekintése minden célnal és minden cellaban

1 A futtatas befejeztével nyissa meg a kisérletet a Design & Analysis szoftveralkalmazasban.

2 Aképernyé tetején kattintson a Quality Check (Min&ség-ellendrzés) fiilre, ha még nem
valasztotta ki. Gy6z&djon meg arrdl, hogy a legordiilé listaban az Amplification Plot
(Amplifikacids diagram) ki legyen vélasztva.

A képerny6 megjeleniti az amplifikacios diagramokat, az eredmények tablazatat minden
celldban, valamint a lemeztérkép diagramjat.

Ha a lemez Ures celldkat tartalmaz, hagyja ki az érintett cellak minden céljat az
elemzésbdl, és végezzen ismételt elemzést.

3 Kattintson az Actions > Primary Analysis Setting (MUveletek > Els6dleges elemzési bedllitas)
lehetéségre.

Megnyilik a Primary Analysis Settings (Elsédleges elemzési bedllitdsok) parbeszédablak.
A parbeszédablak alapértelmezett bedllitasai itt Iathatok: 27. abra.

4 Gy6z6djon meg arrdl, hogy a beallitds megegyezik a 27. abra altal mutatottakkal. Sziikség
esetén kattintson a Reset to Default (Visszadllitds az alapértelmezettre) lehetéségre.
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Primary Analysis Setting X

General Well Cg QC Alerts
PCR Stage/Step Stage 3, Step 2 - Algorithm Settings Baseline Threshold v
Target Use Default Auto Threshold Threshold Auto Baseline Baseline Start Baseline End
Default Setting AUTO v AUTO AUTO
N1 v AUTO v AUTO AUTO
N2 v AUTO v AUTO AUTO
RP v AUTO v AUTO AUTO

27.4abra  Alapértelmezett beallitdsok a Design & Analysis Primary Analysis Setting (Els6dleges
elemzési bedllitasok) parbeszédablakban

5 Kattintson a Save (Mentés) gombra.

Bezarul a Primary Analysis Setting (Elsédleges elemzési bedllitds) parbeszédablak.

6 Gy6z6djon meg arrdl, hogy az Analyze (Elemzés) gomb sarkaban z6ld pipa legyen. Ha nincs,
kattintson az Analyze (Elemzés) lehetéségre.

7 Ellenérizze az amplifikacids diagramokat korai amplifikacioval (azaz a 9. ciklus el6tt). A korai
amplifikaciés tesztmintakat hagyja ki az elemzésbdl, és végezzen ismételt tesztelést
alacsonyabb koncentracidval.

A szokatlanul magas virus RNS koncentracioju tesztmintak esetén a viruscélok amplifikalasa
mar nagyon korai ciklusszamnadl (< 9) kimutathato szintet érhet el. A kiinduldsi korrekcios
szamitasok részeként a szoftver az ilyen korai amplifikacios jeleket hattérzajként értelmezheti,
és ezekben a mintakban sikertelen lehet a Cq érték hozzarendelése a viruscélokhoz.

Figyelie meg az ilyen tesztmintak jelenlétét az Amplification Plot (Amplifikacids diagram)
megtekintésével a kiinduldsi korrekcio nélkil (az Y Value (Y értéket) dllitsa a kovetkezdre: Rn).
Ha barmelyik tesztmintaban amplifikacio jelei lathatok a 9. ciklus eldtt, hagyja ki azokat a
celldkat az elemzésbdl azéltal, hogy a Quality Check (Minéség-ellenérzés) képernydn
megszunteti a kivalasztasukat. Futtassa ismét a gRT-PCR reakciét a mintahoz ugy, hogy a
nukleinsavat 1:100 aranyban higitja a megfelel ellcios pufferrel.

2. |épés: A kiiszobértékek kiértékelése
8 Kattintson az Amplification Plot (Amplifikacids diagram) grafikon felett [évé bedllitasok ikonra.

Megnyilik a Settings (Beallitdsok) parbeszédablak a General (Altaldnos) filon.
9 Gydz6djon meg arrdl, hogy a Y Value (Y érték) ARn értékre legyen allitva.
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10 AY Scale (Y skdla) legordilé listaban a vélasztast allitsa Linear (Linedris) értékrél Log (Log)
értékre, amint az a 28. abra mutatja.

Ha az Amplification Plots (Amplifikaciés) diagramokat logaritmus értékekkel tekinti meg, azzal
jobb attekintést kap a hattér jelzajrol. A 29. abra egy példat mutat. Minden cél kiiszobvonala
egy vizszintes vonalként jelenik meg.

General X Axis Y Axis

Plot Title Amplification Plot

Color By Target b

Y Value ® ARn RBn

Y Scale Log -

Show Legend [ | Cq Mark

; Unselected Tooltip
Replicates of selected

Threshold Baseline

Reset Setting

28.abra Az Amplification Plot (Amplifikaciés diagram) Design & Analysis General Settings
(Altaldnos beadllitasok) része

Amplification Plot (Amplifikaciés diagram)

1.00 o

0.100

AHn

0.0100

0.00100

1 T 1 1
Ciklus

N1 N2 RP

29. dbra  Design & Analysis Amplification Plots (Amplifikacids diagramok) logaritmus skaldn —
a cél kuszobértékek vizszintes vonalakként megjelenitve
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11 Szemrevételezéssel értékelje az amplifikacids diagramokat és az alapértelmezett
kiszobérteket az N1 célra vonatkozoan.

a Aképernyé bal oldaldn nyissa le a Targets (Célok) legordUlé listat.
b Csak az N1 cél lehetdséget valassza ki, majd zarja be a legordulé listat.

¢ Hatdrozza meg, hogy a kiiszobérték elég magas-e ahhoz, hogy a hattérzaj felett legyen,
illetve elég alacsony-e ahhoz, hogy diagramokat tartalmazzon az exponencialis
amplifikacids fazisban (Iasd: 30. dbra). Ezen meghatarozas alapjan lépjen tovabb a
14. tablazat utasitasai szerint.

12 Ismételje meg a 11. |épés-t az N2 célra, majd az RP célra vonatkozdan.

13 A képerny6 bal oldalan, a Targets (Célok) lehetéség alatt kattintson a Clear all (Osszes torlése)
lehetéségre, hogy a célok alapjan eltavolitsa a sz(irét.

Amplification Plot (Amplifikaciés diagram)

exponencidlis
amplifikéacié - kiiszobérték

ABn

hattérzaj

5 10 15 20 25 30 35

Ciklus

N1

30. dbra  Design & Analysis Amplification Plots (Amplifikdcids diagramok) az N1 célhoz
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14. tablazat Az optimalis kiiszobérték-beallitas ellenérzése a Design & Analysis szoftverben

Kiiszobérték Leiras Megoldas
helyzete
Optimalis pozicio A hattérzaj felett, + Hagyja a kiiszobértékeket a jelenlegi értékikon.

és tartalmazza az
0sszes diagramot az
exponencialis
amplifikacio fazisban

Tudl magas Bizonyos diagramok nem ¢ Keresse meg a rendkivil magas hattérzaj értékd celldkat. Az ilyen kiugrd
érik el a kiiszobértéket értéky cellak miatt a szoftver tul magasra allithatja be a kiiszobértéket.
az exponencialis + Valassza ki a kiugro értékd cellat a lemeztérképen.
amplifikacio fazisban « Akozvetlenll a lemeztérkép feletti eszkdztarban kattintson a harom pontot

mutaté gombra. A megnyilé meniben kattintson az Omit Wells (Celldk
kihagydsa) lehet6ségre.

+ Kattintson az Analyze (Elemzés) lehet&ségre. A kiugré értékd cella kizardsa
utan a szoftver Ujraszamitja a kiiszobértéket. Masik lehetéségként az egér
segitségével manualisan is athuzhatja a kiiszobvonalat a grafikonon egy Uj
pozicioba.

+ Valassza ki az 0sszes celldt a lemeztérképen az 6sszes amplifikacios
diagram megtekintéséhez. Ellendrizze, hogy az Uj kiiszobérték optimalis
pozicidban van-e.

+ Kattintson Ujra a harom pontot mutaté gombra. A megnyilé mentiben

kattintson az Unomit Wells (Cellak kihagyasanak visszavonasa) lehetéségre,

hogy a kiugro értékd cellakat ismét belevegye az elemzésbe. *

* Ha a kiugro értéku cella amplifikacids diagramja nem mutat exponencialis
amplifikaciot egyik ciklusszamnal sem, akkor gyéz6djon meg arrdél, hogy az
alacsonyabbra dllitott kiiszobérték miatt a szoftver nem rendel-e hozza Cq
értéket a cellahoz (amiatt, hogy a hattér jelzaj keresztezi a kiiszobértéket).

Ha igen, akkor prébalja modositani az adott cella egyéb elemzési beallitasait,
pl. a Baseline Start (Kiindulds inditds) és/vagy a Baseline End (Kiindulds vége)
ciklusszamok beallitasaval.

Tul alacsony Bizonyos diagramok + Emelje a kiiszobértéket éppen a hattérzaj szintje folé.
nincsenek a hattérzaj
értéke felett.

3. Iépés: Az eredmények ellenérzése az NTC cellaban
14 A Well Table (Cella tablazatban) keresse meg a negativ kontroll minta (No Template Control,
NTC) reakcidt, amely az A12 celldban talalhato.

15 Gy6z8djon meg arrdl, hogy a Cq oszlopban mindharom cél esetén ,Undetermined”
(Meghatarozatlan) vagy > 37,00 Cq érték szerepeljen.

Ha az NTC reakcio esetén a Cq érték < 37,00 barmelyik célra vonatkozdan, akkor a minta
szennyezett lehet. Ervénytelenitse a futtatdst, és ismételje meg a vizsgalatot az irdnyelvek
szigoru betartasaval.
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A Well (Cella) tablazat adatainak exportalasa a Design & Analysis
szoftverbdl CSV fajlba

1. Iépés: A Well (Cella) tablazatban Iévé oszlopok testreszabasa

1 Akozvetlenll a Well (Cella) tablazat feletti eszkdztarban kattintson a View (Megtekintés)
lehetéségre.

Ekkor megnyilik egy menti (Iasd: 31. abra), amely felsorolja az 0sszes rendelkezésre 4llo
tablazat oszlopot.

Targye 7
Nl g om
a Sample
Target
RE
Task
1 D';':E
. &8 Cq
M Cq Can
RE

31.adbra A Design & Analysis Well (Cella) tablazat menijének megtekintése — alapértelmezett
oszlopvalasztas

2 Allitsa be a bedllitdsokat ugy, hogy csak a Well (Cella), Sample (Minta), Target (Cél),
Task (Feladat) és Cq oszlopok legyenek bejeldlve. Lasd: 32. abra.

Hasznalati utasitas — SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 60



N1 Omit
Na Sample

Target Bejelolt oszlopok:
" Task Sample (Minta)
b | Eyes Target (Cél)
N & Task (Feladat)
i | Amp Score ¢
N1 Amp Status

Annotated

N2 _
Bazeline Start
R Baseline Enc

N1

N2 lzzuss

32.abra A Design & Analysis Well (Cella) tablazat menijének megtekintése — egyedi

3

2.

oszlopvalasztas

Kattintson a View (Megtekintés) lehetéségre a meni bezarasahoz.

lIépés: Adatok exportalasa

4 Akozvetlenll a Well (Cella) tablazat feletti eszkdztérban kattintson a harom pontot mutato

eszkoztargombra. s=s
A megnyilé meniben kattintson az Export (Exportalas) lehetéségre.

Megnyilik egy parbeszédablak a CSV fajl mentéséhez.

Valasszon ki egy mappat a fajinak.

irja be a fajl nevét a File name (Fajinév) mezébe.

Kattintson a Save (Mentés) gombra.

A parbeszédablak bezarodik, és a program exportalja az adatokat a CSV f4jltipusba,
illetve menti a kijelolt mappaba.

Nyissa meg a fajlt, és tekintse at a Cq adatokat minden tesztmintara és kontrollra
vonatkozoan az eredmények értelmezéséhez. Lasd: 6. fejezet, ,Elemzés és eredmények”.
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gRT-PCR elvégzése Bio-Rad CFX96 Touch valés ideji PCR
kimutatasi rendszeren

Ez arész leirja a gRT-PCR végrehajtasi eljarasat Bio-Rad CFX96 Touch valds idejd PCR
kimutatasi rendszeren.

A gRT-PCR program futtatasa a CFX96 Touch valds ideji PCR
kimutatasi rendszeren

1 Gy6z8djon meg arrdl, hogy a CFX96 Touch készulék be legyen kapcsolva.

2 Akészilékhez csatlakoztatott szamitogéprél nyissa meg azt a kisérletet, amelyet kordbban
hozott létre a CFX Maestro szoftveralkalmazasban.

3 Lépjen a Run Setup (Futtatas bedllitdsa) képernyd Start Run (Futtatas inditasa) fiilére.

Ha a készllék be van kapcsolva, de nem jelenik meg a Block Name (Blokk neve) rész alatt,
akkor kattintson a Detect Instrument(s) (Készlilék(ek) észlelése) lehetéségre a képernyd bal
fels6 sarkaban.

4 Atablazatban vélassza ki a kisérlet futtatdsahoz hasznalando késziléket.
5 Kattintson az Open Lid (Fedél kinyitasa) lehetéségre.

A kész(ilék fedele kinyilik.
6 Toltse be a reakcidlemezt a készllék héblokkjaba.
7 A szamitogépen kattintson a Close lid (Fedél zardsa) lehetéségre.

A készllék fedele bezarodik.
8 Kattintson a Start Run (Futtatds inditdsa) lehetéségre.

9 Mentse a futtatasi fajlt a kivant mappaba. irjon be egy fajinevet, majd kattintson a Save
(Mentés) lehetéségre.

A készlilék elkezdi a kisérlet futtatasat.

Adatelemzési beallitasok hozzarendelése a CFX96 Touch valds ideju
PCR kimutatasi rendszerhez

1. 1épés: Az amplifikacids diagramok megtekintése minden célnal és minden cellaban
1 A futtatas befejeztével nyissa meg a kisérletet a CFX Maestro szoftveralkalmazasban.

A kisérlet megnyilik a Data Analysis (Adatelemzés) ablakban.
2 Az ablak tetején kattintson a Quantification (Kvantifikalas) fiilre, ha még nem valasztotta ki.

Az ablak megjeleniti az amplifikacios diagramokat, az eredmények tablazatat minden cellanal,
valamint a lemeztérkép diagramjat.
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3

Alkalmazza a Fluorescence Drift Correction (Fluoreszcencia eltolds korrekcid) funkciot.

A Data Analysis (Adatelemzés) ablakban kattintson a kdvetkezdkre: Settings > Baseline
Settings > Apply Fluorescence Drift Correction (Bedllitasok > Kiinduldsi beallitasok >
Fluoreszcencia eltolds korrekcid alkalmazasa).

A szoftver automatikusan javitja a fluoreszcencia jel eltolodasat, amely jelen lehet
a kiindulasi ciklustartomanyban.

4 Ellenérizze az amplifikaciés diagramokat korai amplifikacioval (azaz a 9. ciklus elétt).

A korai amplifikacios tesztmintakat zarja ki az elemzésbdl, és végezzen ismételt tesztelést
alacsonyabb koncentracidval.

A szokatlanul magas virus RNS koncentracioju tesztmintdk esetén a viruscélok amplifikalasa
mar nagyon korai ciklusszdmnal (< 9) kimutathato szintet érhet el. A kiindulasi korrekcids
szamitasok részeként a szoftver az ilyen korai amplifikacios jeleket hattérzajként értelmezheti,
és ezekben a mintakban sikertelen lehet a Cq érték hozzarendelése a viruscélokhoz.

Figyelje meg az ilyen tesztmintak jelenlétét az amplifikacios diagram megtekintésével a
kiinduldsi korrekcid nélkil (a Baseline Setting (Kiinduldsi bedllitas) értéket dllitsa a
kovetkezére: No Baseline Subtraction (Nincs kiindulasi kivonas)). Ha barmelyik
tesztmintaban amplifikacio jelei lathatok a 9. ciklus elétt, tavolitsa el azokat a celldkat az
elemzésbdl a Plate Editor (Lemezszerkesztés) ablakbdl. Futtassa ismét a qRT-PCR reakciét
a mintahoz ugy, hogy a nukleinsavat 1:100 aranyban higitja a megfeleld eltcids pufferrel.

2. |épés: A kiiszobértékek kiértékelése

5

7

Ellen6rizze a vélasztast a Settings > Baseline Setting (Bedllitdsok > Kiinduldsi beallitas)
részben annak biztositdsa érdekében, hogy Baseline Subtracted Curve Fit (Kiindulasi kivont
gorbe illesztés) értékre legyen allitva.

Kattintson jobb egérgombbal az Amplification (Amplifikacid) grafikonra, és vélassza ki a Show
Threshold Values (Kiiszobértékek mutatédsa) lehetéséget (ha nincs még bejeldlve).

Minden cél kiiszobvonala egy vizszintes vonalként jelenik meg.

Az Amplification (Amplifikacid) grafikon jobb alsé sarka mellett jeldlje be a Log
jelolénégyzetet.

Ha az Amplification Plots (Amplifikacids) diagramokat logaritmus értékekkel tekinti meg,
azzal jobb attekintést kap a hattér jelzajrol.

Az Y tengely minimalis értékeét allitsa 0,0-ra.

a Az Amplification (Amplifikacio) grafikon jobb oldaldn kattintson a Chart Settings
(Diagrambedllitasok) ikonra. g
Megnyilik a Chart Settings (Diagrambeallitdsok) parbeszédablak.

b Kattintson az Axes Scale (Tengelyskala) filre.

¢ Torolje az Auto Scale (Automatikus skala) jelolénégyzetet.

d A Y-Axis (log 10) (Y tengely (log 10)) Min (Min) oszlopdba irjon 0.0 (0,0) értéket,
amint az a 33. dbra mutatja.

e Kattintson az OK gombra.

A parbeszédablak bezarul, és az Y tengely skala 0,0-nal indul, ami lehetévé teszi a jelzaj
megjelenitését a diagramokon. A 34. abra egy példat mutat.
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Chart Settings X

Chart And Axes Fonts  Axes Scale

Scale: [ Auto Scale

¥-ais: (0 | 42 -
Y-fuis Jog 10). (0.0 = (4.0

Grid Lines Minor Ticks

Min Max

4k

Apply QK Cancel

33. 4bra

RFU
=

34. abra

Maestro Chart Settings (Diagrambeadllitdsok) parbeszédpanel — Axes Scale
(Tengelyskala) ful

Amplifikacio
T T T T T T T T T T T T T T T T

| N7 99345

Ciklus

Maestro Amplification (Amplifikacios) grafikon logaritmus skalan — a cél
kiszobértékek vizszintes vonalakként megjelenitve
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9 Szemrevételezéssel értékelje az amplifikacios diagramokat és az alapértelmezett
kiszobérteket az N1 célra vonatkozoan.

a Az Amplification (Amplifikacios) grafikon alatti jelolénégyzetek segitségével csak az FAM
(N1) célt valassza ki megjelenitésre.

b Hatarozza meg, hogy a kliszobérték elég magas-e ahhoz, hogy a hattérzaj felett
legyen, illetve elég alacsony-e ahhoz, hogy diagramokat tartalmazzon az exponencialis
amplifikacids fazisban (Iasd: 35. abra). Ezen meghatdrozas alapjan Iépjen tovabb a
15. tablazat utasitasai szerint.

10 Ismételje meg a 11. lépés-t az N2 célra, majd az RP célra vonatkozdan.

Amplifikacio
w1
103 e
exponencialis
5 amplifikacié 1
T 10 ¢ : 2 kiiszobérték
T hattérzaj
100 A

Ciklus

35.abra  Maestro Amplification (Amplifikaciés) grafikon az N1 célhoz
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15. tablazat Az optimalis kiiszobérték-beallitas ellenérzése a Design & Analysis szoftverben

Kiiszobérték Leiras
helyzete

Megoldas

Optimalis pozicié A hattérzaj felett,
és tartalmazza az
Osszes diagramot
az exponencialis
amplifikacio fazisban

Tul magas Bizonyos diagramok nem
érik el a kiiszobértéket
az exponencidlis
amplifikacio fazisban

Tul alacsony Bizonyos diagramok
nincsenek a hattérzaj
értéke felett.

* Hagyja a kiszobértékeket a jelenlegi értékikon.

+ Keresse meg a rendkivil magas hattérzaj értéku cellakat. Az ilyen kiugré
értékU cellak miatt a szoftver tul magasra éllithatja be a kiiszobértéket.

A Plate Editor (Lemezszerkeszt6) megnyitdsédhoz kattintson a Plate Setup >
View/Edit Plate (Lemez bedllitdsa > Lemez megtekintése/szerkesztése)
lehetéségre.

+ Vadlassza ki a kiugro értékd cellat a lemeztérképen.

+ A Plate Editor (Lemezszerkesztd) jobb oldali paneljén jeldlje be az Exclude
Wells in Analysis (Cella kihagydsa az elemzéshdl) cimkéjli jelolénégyzetet
(a panel aljan talalhato).

+ Kattintson az OK gombra. Ha a rendszer megkérdezi, hogy kivanja-e
alkalmazni a médositasokat, kattintson a Yes (Igen) lehetéségre. A kiugro
értékd cella kizarasa utan a szoftver Ujraszamitja a kiiszobértéket. Masik
lehetéségként az egér segitségével manuadlisan is athiuzhatja a
kiiszobvonalat a grafikonon egy Uj pozicidba.

« Az Amplification (Amplifikaciés) grafikon jobb oldalan kattintson a kiindulasi
kiiszobérték ikonra a Baseline Threshold (Kiinduldsi kiiszobérték)
parbeszédablak megnyitasahoz.

+ A Single Threshold (Egyetlen kiiszobérték) alatt moédositsa a kivalasztast
errél: Auto Calculated (Automatikusan kalkulalt), erre: User Defined
(Felhasznald altal meghatérozott). (Ez megakadalyozza, hogy a szoftver
Ujraszamolja a kiiszobértéket, miutan a kiugro értékd cellat ismét belevette
az elemzésbe.) A parbeszédablak bezdrasahoz kattintson az OK
lehetéségre.

A Plate Editor (Lemezszerkeszt6) ismételt megnyitasahoz kattintson
a Plate Setup > View/Edit Plate (Lemez bedllitdsa > Lemez
megtekintése/szerkesztése) lehetéségre. Valassza ki a kiugré értékd cellat,
és t0rolje az Exclude Wells in Analysis (Celldk kizarasa az elemzésbdl)
jelolénégyzetet. Kattintson az OK, majd a Yes (Igen) lehetéségre.

« Az Amplification (Amplifikaciés) grafikon alatti lemeztérképen vélassza ki az
Osszes cellat, hogy a kiugro értékd cellat ismét belevegye az elemzésbe *

* Ha a kiugro értéku cella amplifikaciés diagramja nem mutat exponencialis
amplifikaciot egyik ciklusszamnal sem, akkor gyéz6djon meg arrdl, hogy az
alacsonyabbra allitott kiiszobérték miatt a szoftver nem rendel-e hozza Cq
értéket a celldhoz (amiatt, hogy a hattér jelzaj keresztezi a kiiszobértéket).

Ha igen, akkor probalja médositani az adott cella egyéb elemzési bedllitasait,
pl. a Baseline Begin (Kiindulds inditas) és/vagy a Baseline End (Kiindulds vége)
ciklusszamok beallitasaval.

« Emelje a kiiszobértéket éppen a hattérzaj szintje folé.
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3. |épés: Az eredmények ellenérzése az NTC cellaban

11 Az eredményeket megjelenité tablazatban keresse meg a negativ kontroll minta (No Template
Control, NTC) reakciot, amely az A12 celldban taldlhato.

12 Gy6z8djon meg arrdl, hogy a Cq oszlopban mindharom cél esetén ,N/A" vagy > 37,00 Cq érték
szerepeljen.

Ha az NTC reakcio esetén a Cq erték < 37,00 barmelyik célra vonatkozoan, akkor a minta
szennyezett lehet. Ervénytelenitse a futtatast, és ismételje meg a vizsgalatot az iranyelvek
szigoru betartasaval.

Adatexportalas a CFX Maestro szoftverbdl

1 A Data Analysis (Adatelemzés) ablak tetején kattintson az Export > Custom Export
(Exportdlds > Egyedi exportalas) lehetéségre.
Megnyilik a Custom Export (Egyedi exportdlas) parbeszédablak.

2 Az Export Format (Exportélasi formatum) mezében vélasszon ki egy fjltipust az exportalt
adatoknak, pl. Excel 2007 (*.xIsx).

Gy6z6djon meg arrdl, hogy szamitogépe rendelkezik a sziikséges szoftverrel a kivalasztott
fajltipus megnyitasahoz.

3 A parbeszédablakban jeldlje be a 36. abra altal mutatott jelolénégyzeteket. Tekintse at az
Exported Columns (Exportalt oszlopok) részt, és gy6z6djon meg arrdl, hogy felsorolja a
kovetkezoket: Well (Cella), Target Name (Cél neve), Sample Name (Minta neve) és Cq.
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Export Format: | Excel 2007 ("xlsx)

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns

{ [ wel Wel

{ |7 Pucrophore Target Name

i |[] Target Name gample Name
[] Content q

[] Replicate Mumber
Sample Name

[] Biclogical Group Name
[] Well Note

Quantification

Cq

[] Starting Guantity

[] Cq Mean

{ |] Cq Standard Deviation

[] Guantity Standand Deviation

[l >

| Melt Curve |

[] Mek Temperature

[] Melt Peak Height

[] Melt Peak Begin Temperature
[] Melt Peak End Temperature

End Point

] End Point Call
] End RFU

Customize Column MNames...

Set as Default Configuration

Export Close

36.abra  Egyedi adatexportalasi beallitasok a CFX Maestro alkalmazashoz

4 Kattintson az Export (Exportdlas) lehetéségre.

Megnyilik a Save As (Mentés masként) parbeszédablak.
5 Valasszon ki egy mappat a fajlnak.
irja be a f&jl nevét a File name (Fajinév) mezdbe, vagy hasznélja az alapértelmezettet.
7 Kattintson a Save (Mentés) gombra.
A parbeszédablak bezarodik, és a program exportalja az adatokat a kivalasztott fajltipusba,
illetve menti a kijelolt mappaba.

8 Nyissa meg a fajlt, és tekintse at a Cq adatokat minden tesztmintara és kontrollra
vonatkozoan az eredmények értelmezéséhez. Lasd: 6. fejezet, ,Elemzés és eredmények”.
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6 Elemzés és eredmények

Az eredmények értelmezése 70

A fejezet a vizsgalati eredmények értelmezésével kapcsolatos informaciokat tartalmazza a
gRT-PCR adatok alapjan.
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Az eredmények értelmezése

Eredmények és értelmezés kontrolimintak esetén

Ha a kontrollok barmelyike nem a 16. tablazat alapjan vart teljesitményt mutatja, akkor
lehetséges, hogy a vizsgalatot nem megfeleléen allitottak be, vagy a reagens, illetve a berendezés
hibas mikodése |épett fel. llyen esetben érvénytelenitse a futtatast, és ismételje meg a
vizsgalatot.

Negativ kontroll minta (NTC)

Az NTC nukledzmentes vizet hasznal a gRT-PCR reakcioban az RNS helyett. A NTC reakcionak
a harom cél egyike esetén sem szabad olyan fluoreszcencia ndvekedési gorbét mutatni, amely
keresztezi a kiiszobvonalat 37,00 cikluson beldl. Ha a NTC reakci¢ olyan novekedési gorbét
mutat, ahol Cq < 37,00, akkor a minta beszennyezédhetett. Ervénytelenitse a futtatast,

és ismételje meg a vizsgalatot az irdnyelvek szigoru betartasaval.

SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx

A SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx (SARS-CoV-2 szintetikus pozitiv RNS kontroll Dx)
gRT-PCR reakcioja pozitiv eredményt ad a 2019-nCoV_N1 és 2019-nCoV_N2 célokkal, mikozben

a Cq érték kisebb vagy egyenld, mint 37,00, mig negativ eredményt ad (nincs kimutatott Cq vagy
Cq > 37,00 eredményként jelentve) a human RNaz P gén céllal.

Human kontroll minta

A human kontroll minta nem fert6zé human sejtekbdl all, és az RNS-kivonas eljarasi
kontrolljaként haszndlatos a sikeres RNS-kivonas, valamint a kivont reagens integritasanak
bizonyitasara. A human kontroll mintabdl kivont RNS gRT-PCR reakciodjanak pozitiv eredményt
kell adnia az RP céllal, mikozben a Cq érték kisebb vagy egyenld, mint 37,00. Az N1 és N2
SARS-CoV-2 céloknak negativ eredményt kell adniuk (amelyet ,nincs kimutatott Cq” vagy

,Cq > 37,00" eredményként jelent a rendszer).

16. tablazat A kontrollok vart teljesitménye

Kontroll Kontroll neve A kovetkez6 N1 céleredmény N2 céleredmény RP céleredmény
tipusa megfigyeléséhez
Pozitiv SARS-CoV-2 Jelentds Pozitiv Pozitiv Negativ
Synthetic Positive reagenselégtelenség,  (Cq<37,00) (Cq<37,00) (Nincs kimutatott
RNA Control Dx beleértve a primer és a Cq vagy Cq > 37,00)
proba integritasat
Negativ NTC Reagens- és/ Negativ Negativ Negativ
vagy kornyezeti (Nincs kimutatott (Nincs kimutatott (Nincs kimutatott
kontamindcid Cqgvagy Cq>37,00) Cqgvagy Cq>37,00) Cqgvagy Cq>37,00)
Kivonas Human kontroll Alizis és extrahalasi Negativ Negativ Pozitiv
minta eljards elégtelensége,  (Nincs kimutatott (Nincs kimutatott (Cq<37,00)

potencidlis Cqgvagy Cq>37,00) Cqvagy Cq>37,00)
kontaminacio
extrahalas kozben
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Eredmények és értelmezés klinikai mintak esetén

A 17. tablazat felsorolja a vizsgalat vart eredményeit. Ha egy laboratérium nem vart
eredményeket kap a vizsgalati kontrollok esetén, illetve hatarozatlan vagy érvénytelen
eredmények esetén, amelyeket nem sikerdl megoldani az ajanlott ismételt tesztelés soran,
akkor vegye fel a kapcsolatot a CDC-vel konzultacié és a minta esetleges bekdiildése céljabal.

Human RNaz P gén (RP) cél

Minden klinikai mintanak olyan fluoreszcencia novekedési gorbét mutatni az RP célra
vonatkozdan, amely keresztezi a kiiszébvonalat 37,00 cikluson belll (Cq < 37,00), igy jelezve
a human RNaz P gén jelenlétét. Ha nem sikerdl kimutatni az RP célt a klinikai mintakban,

az a kovetkezdket jelezheti:

+ A nukleinsav nem megfeleld kivonasa a klinikai anyagokbdl, amely az RNS elvesztéséhez
és/vagy az RNS lebomlasahoz vagy gatlo anyagok atviteléhez vezet.

+  Megfeleld human cellularis anyag hidnya a gyenge begydijtés vagy a minta integritasanak
elvesztése miatt.

+ Avizsgalat nem megfelel6 bedllitasa és végrehajtasa.
+ Areagens vagy a berendezés hibas mukodése.

Ha az RP vizsgdlat nem ad pozitiv eredményt a human klinikai mintakra, azt a kovetkezéképpen
kell értelmezni:

« Haaz N1 és N2 célok pozitivok (Cq < 37,00), még pozitiv RP hidnyaban is, akkor az eredményt
érvényesnek kell tekinteni. Lehetséges, hogy bizonyos mintak nem mutatnak RNaz P
novekedési gorbét az eredeti klinikai minta alacsony sejtszama vagy az RP amplifikacié
hatasossagat csokkentd viralis célok miatt, kiilondsen a magas virusszamu mintakban.

A negativ RP jel nem zarja ki a SARS-CoV-2 virus RNS jelenlétét egy klinikai mintaban.

+ Ha az RP cél negativ (nincs kimutatott Cq vagy Cq > 37,00), mikdzben az N1 és N2 célok
egyike vagy mindketté negativ (nincs kimutatott Cq vagy Cq > 37,00), akkor az eredményt
érvénytelennek kell tekinteni a mintdra vonatkozéan. Ha rendelkezésre all megmaradt minta,
ismételje meg a kivonasi eljarast és a tesztet. Ha az 6sszes cél negativ marad az ismételt
tesztelés utan, jelentse érvénytelenként az eredményeket, és Uj mintat kell begyUjteni, ha
lehetséges.

2019-nCoV_N1 és 2019-nCoV_N2 célok
+ Haaz 6sszes kontroll a vart teljesitményt adja, egy minta akkor tekintheté pozitivnak
SARS-CoV-2-re, ha a kovetkez§ feltételek fennallnak.

Mind az N1, mind az N2 cél novekedési gorbéje keresztezi a hatarvonalat 37,00 cikluson
bellil (Cq < 37,00). Attdl fliggetlentl, hogy az RP cél pozitiv vagy nem (a leirdst lasd fent),
a SARS-CoV-2 eredmény érvényes.

* Haaz Gsszes kontroll a vart teljesitmenyt adja, egy minta akkor tekintheté negativnak
SARS-CoV-2-re, ha MINDKET kovetkezd feltétel fennall.

Az N1 és az N2 célok novekedési gorbéje NEM keresztezi a hatarvonalat 37,00 cikluson
belll (nincs kimutatott Cq vagy Cq > 37,00).

Az RP cél novekedési gorbéje KERESZTEZI a hatarvonalat 37,00 cikluson beldl
(Cq <37,00).

* Haaz Gsszes kontroll a vart teljesitmenyt adja, egy minta akkor tekinthet6 hatarozatlannak
SARS-CoV-2-re, ha a kovetkezd feltételek BARMELYIKE fennall.
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A 2019-nCoV célok egyikének novekedési gorbéje keresztezi a hatarvonalat 37,00 cikluson
bellil (Cq < 37,00), mikdzben a masik 2019-nCoV cél ndvekedési gorbéje nem keresztezi a
hatarvonalat 37,00 cikluson belil (nincs kimutatott Cq vagy Cq > 37,00). Az RP cél
novekedési gorbéje keresztezi a hatdrvonalat 37,00 cikluson belil (Cq < 37,00).

Hatarozatlan mintak esetén a mintabdl kivont RNS Ujra kell tesztelni. Ha nem all rendelkezésre
megmaradt RNS, vonja ki Ujra az RNS-t a megmaradt mintabdl, és ismételje meg a tesztet.

Ha ugyanilyen eredményt kap, jelentse a hatarozatlan eredményt.

Ha a human kontroll minta pozitiv az N1-re vagy az N2-re vonatkozéan (Cq < 37,00), akkor
kontaminacio kovetkezhetett be az extrahalas vagy a mintafeldolgozas soran.
Ervénytelenitsen minden eredményt a human kontroll mintaval egyiitt kivont mintakra
vonatkozodan. Végezze el a mintak, valamint a human kontroll minta ismételt extrahalasat,

és ismételje meg a tesztet.

17. tdblazat A SARS-CoV-2 qRT-PCR vizsgalat vart eredményei

2019-nCoV_N1 2019-nCoV_N2 Human RNaz P  Eredmény Jelentés Teend6k
gén értelmezése*
Pozitiv Pozitiv Pozitiv VAGY  SARS-CoV-2 Pozitiv Jelentse az eredményeket a
(Cq<37,00) (Cq<37,00) negativ kimutatva SARS-CoV-2  CDC-nek és a kildének
Negativ Negativ Pozitiv SARS-CoV-2 Nincs Jelentse az eredményeket a
(Nincs kimutatott (Nincs kimutatott (Cq<37,00) nincs kimutatva  kimutatva kildének. Fontolja meg
Cqgvagy Cq>37,00) Cqvagy Cq>37,00) egyéb légzészervi virusok
tesztelését.’
Pozitiv Negativ Pozitiv Hatarozatlan Hatarozatlan Ismételje meg a kivont minta
(Cq<£37,00) (Nincs kimutatott (Cg<37,00)  eredmény tesztelését, és/vagy
Cq vagy Cq > 37,00) ismételje meg az extrahalast
és a gRT-PCR-t.
Negativ Pozitiv Pozitiv Hatarozatlan Hatdrozatlan Ismételje meg a kivont minta
(Nincs kimutatott (Cq<37,00) (Cg<37,00)  eredmény tesztelését, és/vagy
Cq vagy Cq > 37,00) ismételje meg az extrahalast
és a qRT-PCR-t.
Ha a 2019-nCov célok egyike vagy Negativ Ervénytelen Ervénytelen  Ismételje meg az extrahdldst
mindketté negativ (nincs kimutatott (Nincs eredmény és a gRT-PCR-t. Ha a

Cqg vagy Cq > 37,00)

kimutatott Cq
vagy Cq > 37,00)

megismételt eredmények
tovabbra is érvénytelenek,
fontolja meg Uj minta
gyUjtését a betegtdl.

* A laboratériumoknak a diagnosztikus eredményeket a specifikus jelentési rendszeriiknek megfelel6en kell jelentenilk.

T Még nem hatdroztak meg az optimalis mintatipusokat és az idézitést a virus csticskoncentraciojara vonatkozéan a 2019-nCoV
altal okozott fertézés sordn. A virus kimutatasahoz szikség lehet tébb minta begyUjtésére ugyanattol a betegtél. Az dlnegativ
eredmény lehetéségét kilonosen meg kell fontolni, ha a beteg friss expozicidja vagy klinikai tinetei 2019-nCoV fertézés
lehet&ségét vetik fel, és minden egyéb betegség (pl. egyéb Iégzdszervi betegségek) diagnosztikus vizsgalati eredménye negativ.
Ha még mindig fennall a 2019-nCoV fertézés gyanuja, meg kell fontolni az ismételt tesztelést a kozegészseégiigyi hatdsagokkal

vald konzultacio utan.
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7 MinGség-ellendrzés

Min&ség-ellendrzés 74

Ez a fejezet a vizsgalat mindség-ellenérzési intézkedéseivel kapcsolatos informaciokat tartalmaz.
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Minéség-ellenérzés

+ A min6ség-ellendrzési kovetelményeket a helyi, allami és szovetségi eldirasok vagy
akkreditacios kovetelmények, valamint a felhasznalo laboratériumanak standard
mindség-ellenérzési eljarasainak megfeleléen kell végezni.

+ A mindség-ellendrzési eljarasok célja a reagens és a vizsgalat teljesitményének megfigyelése.

+ Tesztelje az 6sszes pozitiv kontrollt, mielétt a diagnosztikus mintakat Uj készlettétellel
futtatng, annak biztositasa érdekében, hogy minden reagens és készletosszetevd megfeleléen
mukodik.

+ Ahelyes laboratériumi gyakorlat (cGLP) ajanlasai szerint pozitiv extrakciés kontrollt kell
hasznalni minden nukleinsav-izolacios tételnél.

« A human kontroll mintanak nukleinsav-kivonason kell atesnie minden tesztelend mintatétel
esetén.

+ Mindig legyen negativ kontroll minta (no template control, NTC) és SARS-CoV-2 szintetikus
pozitiv RNS kontroll minden amplifikacids és detektalasi futtatasnal.

« A human RNS-szintdz P gén proba/primer készlete (amely a 10x SARS-CoV-2 primer/préba
keverék része) szabdlyozza a minta minéségét és extrahalasat.
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8 A vizsgalat korlatjai

Korlatozasok 76

Ez a fejezet leirja az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készlettel végzett vizsgalat korlatjait.
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Korlatozasok

1 Avizsgalatot csak az eljarasban képzett személyzet végezheti. Az utasitasok be nem tartasa
hibas eredményekhez vezethet.

2 A megbizhato eredmények a megfelelé mintagydjtéstdl, -szallitastdl, -tarolastél és
-feldolgozastol fliggenek.

3 A helyes laboratoriumi gyakorlat, valamint a jelen hasznalati utasitasban meghatdarozott
eljarasok betartasaval kerUlje el a szennyez&dést.

4 A negativ eredmény nem zarja ki a SARS-CoV-2 fertézést, és nem hasznalhaté a kezelés vagy
egyéb kezelési dontések kizardlagos alapjaként.

5 A pozitiveredmény a relevans virusbél szarmazoé nukleinsav kimutatédsat jelzi. A nukleinsav
meég akkor is fennmaradhat, amikor a virus mar nem életképes.

6 Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit vizsgdlat teljesitményét nazofaringedlis tamponminta
tipussal hataroztak meg UTM és VCM szallitokozegben. Az orofaringealis tamponminta, az orr
és a kozépsd orrkagylo tamponmintai elfogadhaté mintatipust jelentenek az Agilent
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készlettel végzett vizsgalathoz, de a teljesitmény ezekkel a
mintakkal még nincs megallapitva. Az orofaringedlis tamponmintak, az orr és a kozépsé
orrkagylé tamponmintdinak vizsgdlata (amelyet sajat kezlileg vagy egészségligyi szakember
felligyelete alatt gytjtottek) csak a COVID-19 tlineteiben szenvedd betegekre korlatozodik.

7 Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit nem tartalmaz hasznalati mintat human kontroll
mintaként. Az ilyen kontrollként hasznalt mintat a laboratériumnak kell validalnia.
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Teljesitményjellemzok

Teljesitmeényjellemzék 78

Ez a fejezet az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit teljesitményjellemzéit tartalmazza.
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Teljesitményjellemzék

A kovetkez6 adatok bemutatjak az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit teljesitményjellemzéit.
Minden hasznalt mintakivonat a ,Nukleinsavak kivonasa” részben (19. oldal) javasolt minta
bemeneti térfogatokat és az ellcios térfogatokat hasznalja.

Analitikai érzékenység (kimutatasi hatar)

Az Agilent elvégzett egy kimutatdsi hatar (Limit of Detection, LoD) vizsgdlatot, hogy
meghatarozza azt a legalacsonyabb SARS-CoV-2 viruskoncentraciét (a virus genom kopiak
szamdban kifejezve), amelyet az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit legalabb az esetek
95%-aban ki tud mutatni minden tamogatott nukleinsav-kivonasi eljarassal, mindharom
tamogatott valds idejl PCR rendszeren.

Az LoD vizsgalati mintapaneleket egy kereskedelmi forgalomban kaphato, kvantifikalt
SARS-CoV-2 standard poolozott negativ klinikai mintakkal (negativ matrix) valo higitasaval
nyerték ki, hogy elérjék a kivant SARS-CoV-2 célkoncentracio-sorozatot. Minden klinikai minta
nazofaringealis tamponminta volt, amelyet korabban sirgésségi hasznalati jovahagyassal
rendelkez6, majd az Agilent altal is megerdsitett SARS-CoV-2 vizsgalattal teszteltek
SARS-CoV-2-re.

Az el6zetes teljes vizsgalati LoD-kisérletben szamos viruskoncentraciot hasznaltak,
koncentracionként harom replikdtummal. Az eldzetes kisérletben vizsgalt koncentraciotartomany
0,75—-3 kopia/ul kozotti. Az elézetes kisérlet eredményei azt mutattak, hogy a végsé LoD nagy
valdszinliséggel ebbe a tartomanyba esik, és a kivonasi modszertd|, illetve a valos idejd PCR
rendszertél fiigg.

A végsd teljes vizsgalati LoD igazolo kisérletet harom cél bemeneti szinten végezték: 0,75, 1 és 1,5
kopia/ul. E harom cél bemeneti szint mindegyike esetén 20 egyedi kivont replikatumot teszteltek
az 0sszes lehetséges kivonasi modszer/valds idejd PCR rendszer kombinaciojaval.

A 18. tablazat bemutatja a kisérlet pozitiv kimutatdsi aranyat. A 20/20-as kimutatasi arany azt
jelzi, hogy mind a 20 kivont replikatum kimutathaté volt az adott kivonasi médszer és valos idej(
PCR rendszer kombinaciojaval.

18. tablazat Végs6 kimutatasi hatar megerdsitése — pozitiv kimutatasi aranyok* minden nukleinsav-kivonasi
modszerrel minden valds idejli PCR rendszer esetén (Agilent AriaMx, ABI 7500 és Bio-Rad CFX96)

A SARS-CoV-2 virus cél QIAsymphony DSP Virus/Pathogen MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic

bemeneti szintje a kivonas Midi Kit készlet (QIAsymphony Acid Isolation Kit (virus/patogén

el6tt (kopia/pl) DSP virus/patogén midi készlet) nukleinsav-izolal6 készlet) KingFisher
QIAsymphony-val (automatizalt kivonas) Flex-szel (automatizalt kivonas)
IAriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96

1,5 19/19 (1) 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20

1 1/10 (10) 20/20 17/18 (2) 19/19 (1) 18/19 (1) 18/18 (2)

0,75 3/13 (7) 15/16 (4) 18/18 (2) 15/16 (4) 19/19 (1) 16/16 (4)

* A kimutatasi aranyok a pozitiv replikatumok szamaként vannak kifejezve a pozitiv és negativ replikatumok teljes szamabal.
A zéroéjelben lévé szamok (ha vannak) a hatarozatlan replikdtumok szamat jelolik. Ilyen esetekben a pozitiv és negativ
replikatumok teljes szama kevesebb, mint 20.
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A 19. tablazat minden kivonasi modszer/valds idejl PCR rendszer kombinacio esetén
osszefoglalja a végs6 LoD értékeket. Ezek a szamok a uliterenkénti nukleinsav-kivonatban lévé
virusképiak szamat jelzik, amelyeket az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit legalabb az esetek
95%-aban kimutat.

19. tablazat Végs6 kimutatdasi hatar 6sszefoglalasa -- LoD minden nukleinsav-kivonasi médszer és minden valds
idejli PCR rendszer esetén (Agilent AriaMx, ABI 7500 és Bio-Rad CFX96)

Nukleinsav-kivonasi moédszer Teljes vizsgalati kimutatasi hatar (kopia/pl)
AriaMx 7500 CFX96
QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit készlet (QIAsymphony DSP 1,5 1 1,5

virus/patogén midi készlet) QIAsymphony-val (automatizalt kivonas)

MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit (virus/patogén 1 1,5 1,5
nukleinsav-izolald készlet) KingFisher Flex-szel (automatizalt kivonas)

Analitikai inkluzivitas

Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készletben az N1 és N2 viruscélok, valamint a human
RN&z P gén oligonukleotid primerek és prébak szekvencidi megegyeznek a kizardlag stirgésségi
hasznalatra szolgalé CDC 2019-Uj koronavirus (2019-nCoV) valds idejli RT-PCR diagnosztikus
panel esetén hasznalt szekvenciaval. Ezen panel inkluzivitasat korabban meghataroztak.

Keresztreaktivitas

Az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készletben az N1 és N2 viruscélok, valamint a human
RNaz P gén oligonukleotid primerek és prébak szekvenciai megegyeznek a kizarélag sirgésségi
hasznalatra szolgalé CDC 2019-Uj koronavirus (2019-nCoV) valds idejli RT-PCR diagnosztikus
panel esetén hasznalt szekvenciaval. Ezen panel keresztreaktivitasat korabban meghataroztak.

Klinikai értékelés
Klinikai értékelési vizsgalatot végeztek az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készlettel,
human nazofaringealis tamponmintak (NP) hasznalataval. Minden tesztfeltétel esetén 6sszesen
80 mintat teszteltek: 40 negativ NP mintat és 40 pozitiv NP mintat. Az egyes mintak pozitiv
vagy negativ statuszat egy slirgésségi haszndlatra jovahagyott (EUA) gRT-PCR SARS-CoV-2
vizsgdlattal hataroztak meg. A klinikai értékelés célkitlizése az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx

Kit készlettel nyert teszteredmények klinikai jovahagyasanak (pozitiv/negativ) értékelése volt a
komparator EUA gRT-PCR SARS-CoV-2 vizsgalathoz képest.

A nukleinsav-kivonast mindegyik minta esetén mindkét tamogatott automatizalt kivonasi
platformmal (QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit QIAsymphony SP-vel (QIAGEN
QIAsymphony DSP virus/patogén midi készlet QIAsymphony SP-vel), valamint a Thermo Fisher
Scientific MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit KingFisher Flex Purification
Systemmel (Thermo Fisher Scientific MagMAX virus/patogén Il nukleinsav-izolalo készlet
KingFisher Flex tisztitd rendszerrel)) elvégezték, a gyartd protokollja és a jelen hasznalati
utasitasban megadott ajanlasok segitségével. A kivont mintat ezutan mindharom tamogatott
valds idejd PCR rendszerrel tesztelték (Agilent AriaMx, ABI 7500 és Bio-Rad CFX96) a jelen
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hasznélati utasitasban leirtaknak megfeleléen. igy minden mintét hat (6) kiilonbdzé feltétellel
teszteltek a vizsgalatban. Elfogadhatésagi kritériumként legaldbb 95%-os pozitiv és negativ
egyezésre volt szukség az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készlet és a komparator vizsgalat
kozott. Az egyezmény eredmeényeit a 20. tablazat foglalja dssze.

20. tablazat Pozitiv szazalékos egyezés (PPA), negativ szazalékos egyezés (NPA) és teljes egyezés (0A)
az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit készlet és a komparator EUA qRT-PCR SARS-CoV-2
vizsgalat k6zott

Kivonasi platform: QlAsymphony QIAsymphony QIAsymphony KingFisher KingFisher KingFisher
Valés idejii PCR AriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96
rendszer:

PPA 97,4% 100,0% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%

NPA 100,0% 97,5% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%

OA 98,7% 98,8% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%
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Agilent SARS-CoV-2 gqRT-PCR Dx Kit K1180A
Hasznalati utasitas

10 Hivatkozasok
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Ez a fejezet az Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit termékcimkéit tartalmazza.
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Termékcimkék

= . 4= . c E gi] agilent.com/chem/ sars-cov-2-gper-dx-kit
...:-:.- Aglle“t +44 161492 7054

Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Reagents

K1180-64100 & 2022-04-29 1 \/ 400
ABC123 -25°C
5301 Stovens Croek BN, Santa Claa, CA 95051, USA e e
Manufactured at 2600 Glostrup, Denmark

1834 Sfate Hwy 71 W, Cedar Creek, TX 78612, USA
wawagilent.com

uD @ (01) 0 5700574 03375 0(10) ABC123 (17) 220429

37.4dbra  K1180-64100 dobozcimkéje

2X Brilliant 111 C€
gRT-PCR Master Mix Dx Ji’ _15°C
[rReF]5191-6866 -25°C
ABC123

2 ml £ 2020-12-31

38.abra  5191-6866 dobozcimkéje

RT/RNase Block Dx (€

15°C
[REF]5191-6870 secf
ABC123
400 pl 23 2020-12-31

39.dbra  5191-6870 tubuscimkéje
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Reference Dye Dx C€

YJSDC
[REF]5191-6871 -25°C
ABC123

100 gl 1 mM £ 2020-12-31

40.abra  5191-6871 tubuscimkéje

100 mM DTT Dx C€ [vo]

JYJSDC
[REF]5191-6872 -25°C
ABC123

100 p 0d 2020-12-31

41.abra  5191-6872 tubuscimkéje

10X SARS-CoV-2 ¢
Primer/Probe Mix Dx

*-15"0
[ReF]5191-6867 -—25°C
ABC123

800 £ 2020-12-31

42.4dbra  5191-6867 tubuscimkéje
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Agilent SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx

K1180-64200 & 2022-04-29 o \/ 8
ABC123 -85°C

Agilent Technologies, Inc., Agilent Technologies Denmark ApS
5301 Stevens CreekBvd, Santa Clara, CA 95051, U SA Produldionsvej 42

Manufactured at 2600 Glostrup, Denmark
1834 Sfate Hwy 71 W, Cedar Creek, TX 78612, USA
wawagilent.com

uD

3 (01) 0 5700574 03376 7 (10) ABC123 (17) 220429

43.abra K1180-64200 dobozcimkéje

SARS-Cov-2 Synthetic €€
Positive RNA Control Dx ji’ 75°C
[rReEF]5191-6868 -85°C
ABC123

16 pl tJ 2020-12-31

44.dbra  5191-6868 tubuscimkéje
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