Aplikacni list QIAsymphony® RGQ

Aplikacni list QlAsymphony RGQ Sada artus®
BK Virus QS-RGQ
(typ vzorku: mog, 800 pl)

IE c € Pfed samotnym testem si ovéfte dostupnost novych
revizi elektronického znaceni na adrese
www.giagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkit.aspx. Sou¢asny
stav verze je vyznacen datem vydani (format: mésic/rok).

VSeobecné informace

Sada artus BK Virus QS-RGQ, verze 1, |REF 4514363

Validovany material vzorku Mo¢
Citéni na pfednim konci  Midisada QIAsymphony DSP Virus/Pathogen (kat. &. 937055)

Objem vzorku (véetné
L ) 1000 pl
nadbyteéného objemu)

Sada parametr( artus_BKV_urine800_V4

Vychozi kontrolni sada Complex800_V6_DSP_artus_BKV

Eluéni objem 60 pl

VyZadovana verze .
Verze 4.0 nebo vysSi

softwaru

Objem master mixu 10 pl

Objem templatu 15 pl

Pocet reakci 6-24*

Pro 6 reakci: pfiblizné 8 minut
Doba chodu na modulu AS
Pro 72 reakci: pfiblizné 35 minut

* U nastaveni testu pro BK virus Ize nastavit az 216 (9 x 24) rozbor( v jednom béhu na pfistroji

QIAsymphony AS.
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00000
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Potrebné materialy, jez nejsou souéasti dodavky

Purifikaéni sada

Adaptéry pro
QIAsymphony SP

Spotfebni material pro
QlIAsymphony SP

Adaptéry a drzaky
na reagencie pro
QIAsymphony AS

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (Midisada
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen) (kat. ¢. 937055)
Elution Microtube Rack QS (stojanek na elu¢ni
mikrozkumavky QS) (Cooling Adapter (chladici adaptér),
EMT, v2, Qsym, kat. €. 9020730)

Tube Insert 3B (Vlozka pro zkumavky) (Insert, 2.0ml v2,
samplecarr. (24), Qsym, kat. €. 9242083)

Sample Prep Cartridges, 8-well (kazety pro pfipravu
vzork(, 8-jamkové, kat. €. 997002)

8-Rod Covers (kryty hrotli (po osmi)) (kat. €. 997004)
Filter-Tips (8picky s filtrem), 1500 pl (kat. €. 997024)
Filter-Tips (SpiCky s filtrem), 200 ul (kat. ¢. 990332)
Elution Microtubes CL (elu¢ni mikrozkumavky CL)

(kat. €. 19588)

Tip disposal bags (sacky na likvidaci Spicek)

(kat. €. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H or Micro tubes 2.0 ml Type |
(2ml mikrozkumavky typu H nebo 2ml mikrozkumavky
typu I) (Sarstedt, kat. €. 72.693 a 72.694,

www.sarstedt.com) pro pouZiti se vzorky a internimi

kontrolami

Reagent holder 1 QS (drzak na reagencie 1) (Cooling
Adapter (chladici adaptér), Reagent Holder 1 (drzak na
reagencie 1), Qsym, kat. ¢. 9018090)

Reagent holder 2 QS (drzék na reagencie 2) (Cooling
Adapter (chladici adaptér), Reagent Holder 2 (drzak na
reagencie 2), Qsym, kat. . 9018089)

RG Strip Tubes 72 QS (stripy se zkumavkami) (Cooling
Adapter (chladici adaptér), RG Strip Tubes (stripy se
zkumavkami) 72, Qsym, kat. €. 9018092)
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Spotfebni material pro B Strip Tubes and Caps (stripy se zkumavkami a vicky),
QIAsymphony AS 0.1 ml (kat. €. 981103)
| Tubes, conical, 2 ml (2ml kénické zkumavky), Qsym AS
(kat. €. 997102)* nebo Micro tubes 2.0 ml Type | (2ml
mikrozkumavky typu I) (Sarstedt, kat. ¢. 72.694.005)
[ | Tube, conical, 5 ml (5ml kénicka zkumavka), Qsym AS
(kat. €. 997104)* nebo Tubes with flat base from PP
(polypropylenové zkumavky s plochym podstavcem)
(Sarstedt, kat. ¢. 60.558.001)
[ | Reagent Bottles (Reagenéni lahvicky), 30 ml, Qsym AS
(kat. €. 997108)
Elution Microtubes CL (elu¢ni mikrozkumavky CL)
(kat. €. 19588)
Filter-Tips (Spicky s filtrem), 1500 pl (kat. €. 997024)
Filter-Tips (SpiCky s filtrem), 200 ul (kat. ¢. 990332)
Filter-Tips (8picky s filtrem), 50 pl (kat. €. 997120)
Tip disposal bags (sac¢ky na likvidaci Spicek)
(kat. €. 9013395)
Buffer ATL (Pufr ATL), GPR (kat. €. 939016)

Pro pfipravu vzork( (moc)

* Prosim informujte se o dostupnosti.

Uchovavani a nakladani se vzorky

Sbér vzorkl Lidska mo¢

Preprava vzorku Pfeprava chranici pred otfesy
Pfeprava do 6 hodin

Postovni prfeprava podle pravnich pokynd pro prepravu patogenniho
materialu*

PFiprava vzorku Zamezte vytvoreni pény na nebo ve vzorcich.

Vzorky by mély byt pfed zaCatkem protokolu ekvilibrovany na
pokojovou teplotu (15-25 °C).

* International Air Transport Association (Mezinarodni asociace leteckych dopravcl) (IATA).
Dangerous Goods Regulations (Pfedpisy pro pfepravu nebezpe&ného zbozi).
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Postup

Priprava RNA nosic¢e a pridavek interni kontroly ke
vzorkim
Pouziti sad QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi ve spojeni se sadou artus BK Virus QS-RGQ

vyZaduje zapojeni interni kontroly (BK Virus RG IC) do purifikani procedury, aby se mohla

monitorovat efektivita pfipravy vzorku a naslednych rozbor(.

Interni kontroly se musi pfidavat spolu se smési RNA nosi¢e (CARRIER) a pufru AVE (AVE). Celkovy
objem smési interni kontroly, RNA nosi¢e (CARRIER) a pufru AVE (AVE) zGstava 120 pl.

Tabulka udavéa pfidavek interni kontrolu k izolaci v . poméru 0,1 pl na 1 pl eluéniho objemu.

Doporucujeme pfipravit pro kazdy béh Cerstvé smési bezprostfedné pred pouzitim.

Objem (ul) (zkumavky Objem (ul)

Soucast Sarstedt®)* (zkumavky BD™)t
Zakladni nosi¢ RNA 3 3
(CARRIER)
Interni kontrola* 9 9
Pufr AVE 108 108
Konecny objem na jeden
vzorek (vyjma mrtvého 120 120
objemu)
Celkovy objem pro n

. (n x 120) + 3608 (n x 120) + 600"
vzorku

* 2ml mikrozkumavky typu H a 2ml mikrozkumavky typu I, Sarstedt, kat. €. 72.693 a 72.694.

T Zkumavky 14 ml, 17 x 100 mm polystyrénové zkumavky s kulatym dnem (Becton Dickinson,
kat. &. 352051).

* Vypocet mnozstvi interni kontroly se zaklada na vychozich eluénich objemech (90 pl). Dodatecny
mrtvy objem zavisi na typu pouzité zkumavky na vzorek.

§ Vyzaduje se smés interni kontroly odpovidajici 3 pfidavnym vzorkim (tj. 360 pl). Neplrite vice nez
na celkovy objem 1,92 ml (odpovidajici maximu 13 vzorkd). Tyto objemy jsou specifické pro 2 ml
mikrozkumavky typu H nebo 2 ml mikrozkumavky typu | (Sarstedt, kat. €. 72.693 a 72.694).

T VyZzaduje se smés interni kontroly odpovidajici 5 p¥idavnych vzorka (tj. 600 pl). Neplrite vice nez na
celkovy objem 13,92 ml (odpovidajici maximu 111 vzorkld). Zkumavky 14 ml, 17 x 100 mm
polystyrénové zkumavky s kulatym dnem (Becton Dickinson, kat. €. 352051).
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Nastaveni QIAsymphony SP

Zasuvka ,Waste" (Odpad)

Drzak jednotkové krabice 1-4

Drzak odpadnich sacku

Drzak nadoby na kapalny odpad

Prazdné jednotkové krabice
Odpadni sacek

Vyprazdnéte a vlozte nadobu na tekuty
odpad

Zasuvka , Eluate* (Eluat)

Eluéni stojanek

Eluéni objem*

Pouzijte chladici pozici, slot 1

Predvoleny eluéni objem: 60 pl

Vychozi elu¢ni objem: 90 pl

* Elu¢ni objem je pfedvoleny pro protokol. Toto je minimalni dosazitelné mnozstvi eluatu ve vysledné

eluéni zkumavce. Pdvodni objem eluéniho roztoku je vyZzadovan, aby bylo zajisténo, Ze skute¢ny

objem eluatu odpovida predvolenému objemu.

Zasuvka ,,Reagents and Consumables* (Reagencie a spotrebni dily)

Poloha Al a/nebo A2

Poloha B1

Drzak stojanki se Spickami pozice 1-17

Drzak boxu s jednotkami pozice 1-4

Vlozte 1 zasobnik s reagenciemi (RC) pro az
48 vzorkd plazmy nebo 2 nové zasobniky s

reagenciemi (RC) pro az 96 vzorku

Pufr ATL (ATL)

Viozte dostate€né mnoZstvi  stojanku
jednorazovych S$picek s filtrem, 200 ul a
1500 pl (viz ,PoZadovany plastovy materidl

pro 1-4 sady vzorkUd*, stranka 6)

Vlozte jednotkové krabice obsahujici
zasobniky vzorovych preparati a 8-tyCove
kryty (viz ,Pozadovany plastovy material pro
1-4 sady vzorkd", stranka 6)
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Zasuvka , Sample”

Typ vzorku

objemu)

Zkumavky na vzorky

Vlozka

Objem vzorku (véetné nadbytecéného

Mo¢

1000

2 ml mikrozkumavky typu H nebo 2 ml
mikrozkumavky typu | (Sarstedt, kat. ¢.

72.693 a 72.694)

VloZka pro zkumavky 3B (kat. €. 9242083)

PoZadovany plastovy material pro 1-4 sady vzork(

Jedna Sarze,
24 vzorku*

Dvé Sarze,
48 vzorku*

Tri Sarze,

72 vzorku*

Ctyii Sarze,
96 vzork(*

Jednorazové spicky
s filtrem, 200 ™

Jednorazové spicky
s filtrem, 1500 pI™

Zasobniky pro
pfipravu vzorkus

8-tyCové kryty'

34

123

18

60

205

36

86

295

54

112

385

72

12

* Uziti vice nez jedné zkumavky s interni kontrolou na jednu sadu a provedeni vice neZ jedné kontroly

vloZzeného obsahu vyZaduje dodate¢né jednorazoveé $picky s filtrem.

T Jeden stojanek na $picky obsahuje 32 3picek s filtrem.

* Pocet pozadovanych filtraénich $pi¢ek zahrnuje filtraéni $picky pro 1 snimek inventafe na kazetu s

reagenciemi.

§ Je tu 28 kazet s preparaty vzorku v jednotkové krabici.

T Je tu dvanact 8-tyGovych krytl v jednotkové krabici.
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Nastaveni QIAsymphony AS

Spotrebni material

Béhem nastaveni jsou na dotykové obrazovce pfistroje vyznaleny pfislusné pozice pro kazdy

spotfebni dil na modulu QlIAsymphony AS.

Spotiebni material

Nazev na dotekové Pro pouziti s adaptérem/
obrazovce drzdkem nareagencie

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml
(250)

Tubes, conical (konické
zkumavky), 2 ml, Qsym AS
(500) *t

Tube, conical (kénicka
zkumavka), 5 ml, Qsym AS
(500)*t

Reagencni lahvicky 30 ml,
Qsym AS (50)*

Eluéni mikrozkumavky CL
(24 x 96)

QIA#981103 *StripTubes 0.1 RG Strip Tubes 72 QS

QIA#997102 *T2.0 ScrewSkirt*  Drzak na reagencie 1 QS
Drzak na reagencie 2 QS

QIA#997104 *T5.0 ScrewSkirtt  Drzak na reagencie 1 QS
Drzak na reagencie 2 QS

QIA#997108 *Bottle (lahvicka)  DrZzak na reagencie 2 QS
30 mk*

QIA#19588 * EMTR Stojanek na eluéni
mikrozkumavky QS

* Pro komponenty hlavni smési, systémem pfipraveny hlavni smés, standardy a kontroly.

T Alternativné Ize pouzit zkumavky Sarstedt uvedené v &asti ,Potiebné materialy, jeZ nejsou soudasti

dodavky“ na strané 2.

* Pfipona ,(m)“ na dotekové obrazovce ukazuje, Ze vypocet hladiny tekutiny u pfislusné zkumavky byl

optimalizovan pro reagencie tvofici konkavni meniskus.

Adaptéry a drzaky na reagencie

Stojanek/drzak na Nazev Pozadovany poéet?
reagencie
Stojanek pro vzorky Stojanek na eluéni mikrozkumavky QS 1
Drzaky na reagencie Drzak na reagencie 1 QS 1
Stojanky pro rozbor RG Strip Tubes 72 QS 1
§ Vypocitano pro rozbor se 72 reakcemi.
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Spicky s filtrem
VlozZte stojanky na Spi¢ky pocinaje drazkami 1, 2 a 3 do zasuvky ,Eluate and Reagents* (Eluat

a reagencie) a poté vlozte drzaky na Spic¢ky do drazek 7, 8 a 9 v zasuvce ,Assays” (Analyzy).

Nazev na
Spotiebni dotekové Minimalni pocet Minimalni pocet
material obrazovce pro 24 reakci pro 72 reakci
Filter-Tips, 1500 pl
1500 pl 3 4
(1024)
Filter-Tips, 200 pl
200 pl 5 5
(1024)
Filter-Tips, 50 pl
50 pl 25 73
(1024)
Odpadni sacky na
E) d - 1 1
Spicky
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RT-PCR na Rotor-Gene Q

DalSi informace viz list protokolu specifického pro software ,Settings to run artus QS-RGQ Kits"
(Nastaveni pro spusténi sad artus QS-RGQ) naleznete na adrese
www.giagen.com/products/artusbkvirusrgperkit.aspx.

Specificka nastaveni pro sadu artus BK Virus QS-RGQ
Rotor-Gene AssayManager automaticky nastavuje parametry pro sadu artus BK Virus QS-RGQ.

Specificka nastaveni softwaru Rotor-Gene 2.1 jsou uvedena nize.

Reakéni objem (pl) 50
Vydrz Teplota vydrze: 95 stupfia

Doba vydrze: 10 minut

Cyklovani 45krat

95 stupfii po 15 s
65 stupriti po 30 s
72 stupnu po 20 s

Ujistéte se, Ze je dotykova funkce u kroku

zihani aktivovana pro 10 cykl{.

Nastaveni optimalizace automatického 65 stupria

zesileni . .
(Vzorky: zelena; IC: oranZova)

Interpretace vysledku

Tato €ast popisuje interpretaci vysledk( na Rotor-Gene Q. Provérte také informace o stavu vzorku ze
souborl s vysledky QIAsymphony SP/AS k analyze uplného pracovniho toku od vzorku k vysledku.

Je nutné pouzivat pouze vzorky s platnym stavem.

Rotor-Gene AssayManager automaticky interpretuje vysledky PCR a poskytuje zavér a kvantitativni

vysledek.

Nasledujici ¢asti popisuiji interpretaci vysledkl pomoci softwaru Rotor-Gene 2.1 nebo vySSim.
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Detekce signalu a zavéry — mo¢ 800 pl

Signal
v kanalu
Cycling
Green

Signal

v kanalu
Cycling
Orange

Kvantitativni
vysledek
(kopie/ml)

Interpretace

Ano

Ano

Ano

Ano

Ne

Ne

Ano

Ano

Ano

Ano

Ano

Ne

<785

>278,5a
<100

2100 a
<1x10°

>1x10°

Platny vysledek: detekovana DNA
BK viru, < 100 kopii/ml
Kvantifikace neni mozn4, protoze
vysledek kvantifikace je pod mezi
detekce. Reprodukovatelnost
pozitivniho vysledku neni zajiSténa.

Platny vysledek: detekovana DNA
BK viru, < 100 kopii/ml
Kvantifikace neni mozna, protoze
vysledek kvantifikace je pod
linearnim rozsahem rozboru.

Platny vysledek: Detekovana DNA
BK viru pfi vypocitané koncentraci
Kvantitativni vysledek je v linearnim

rozmezi rozboru.

Platny vysledek: Detekovana DNA
BK viru, > 1 x 10° kopii/ml
Kvantifikace neni mozn4, protoze
vysledek kvantifikace je nad
linearnim rozsahem rozboru.*

Platny vysledek: Neni
detekovatelna zadna DNA BK viru.t

Neplatny vysledek: Neni mozné
ucinit zavér.*

* Pokud se poZaduje kvantifikace, nafedte vzorek moc€i bez BK viru a znovu zpracujte. Kvantifika&ni

vysledek z opakované zpracovaného vzorku vynasobte faktorem fedéni.

T Pokud je ovéem hodnota Cr interni kontroly negativniho vzorku po vice nez 3 cykly vy3si nez
hodnota Cr interni kontroly beztemplatové kontroly (Ct ic sampe — Ctic nTc > 3), mél by byt tento

vzorek povazovan za neplatny. Neni mozné ucinit zavér.

* Informace ohledné& zdroju chyb a jejich feSeni Ize nalézt v dokumentu ,Troubleshooting guide
(Pravodce odstranovanim zavad) v pfiruéce pro sadu artus BK Virus QS-RGQ (artus BK Virus QS-
RGQ Kit Handbook).
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Nastaveni mezni hodnoty pro analyzu PCR

Optimalni nastaveni mezni hodnoty pro danou kombinaci pfistroje Rotor-Gene Q a sady artus
QS-RGQ by mélo byt empiricky stanoveno testovanim kazdé individualni kombinace, protoze se jedna
o relativni hodnotu zavislou na celkovém diagnostickém pracovnim postupu. Mezni hodnota mGze byt
nastavena na uvodni hodnotu 0,04 pro analyzu prvniho PCR béhu. Tato hodnota by ale méla byt
doladéna v komparativni analyze dal$ich béhd v pracovnim schématu. Mezni hodnota by méla byt
nastavena manualné tésné nad signal pozadi negativnich kontrol a negativnich vzorkd. Primérna
mezni hodnota vypocitana z téchto pokusd by méla s velkou pravdépodobnosti platit i pro vétsinu
nasledujicich béhl. Uzivatel by pfesto mél generované mezni hodnoty pravidelné kontrolovat. Mezni
hodnota se pohybuje obvykle mezi 0,03-0,05 a méla by se zaokrouhlovat na maximalné tfi desetinna
mista.

Kvantifikace

S kvantifika¢nimi standardy (BK Virus RG QS 1-4) dodavanymi se sadou artus BK Virus QS-RGQ se
zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve stejném objemu (15 pl). Standardni kfivku
na pfistroji Rotor-Gene Q vytvofite tak, ze vlozite vSechny &tyfi kvantifikacni standardy, definujete je v
okné menu ,Edit Samples*” pfistroje Rotor-Gene Q jako standardy a zadate uvedené koncentrace (viz

uzivatelsky manual pfistroje).

Poznamka: Kvantifikaéni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro pfepocet hodnot ziskanych
pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se pouziva nasledujici vzorec.

Vysledek vysledek (kopie/l) x plivodni eluéni objem (90 pl)*

(kopie/ml)

objem vzorku (ml)

Do vySe uvedeného vzorce se dosazuje zasadné puvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-
li objem vzorku pfed izolaci nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo

jeho zvySeni naplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

* VypocCet se zaklada na vychozich elu€nich objemech (90 pl).
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Priklady pozitivnhich a negativnich reakci PCR

03 QS 2

o
i
%

Marm . Fluoro.

Qs1

015

15
Threshold
! —
) 10 18 20 25 30 35 an 45
Cycle

Prakaz kvantifikacnich standard (BK Virus RG QS 1-4) ve fluorescenénim kanalu Cycling

Green. NTC: Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

055

o0s

QS1-QS4+NTC /#

Horm, Fhuoro
o
=1
i

5 P
Thresnold __/
0

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cyele

Prakaz interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange p¥i sou¢asné amplifikaci
kvantifikaénich standardi (BK Virus RG QS 1-4). NTC: Beztemplatova kontrola (negativni
kontrola).
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Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny

v pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiruéce uZivatele. Pfirucky k soupravam QIAGEN a uZivatelské

prirucky jsou k dispozici na strankach www.qgiagen.com nebo si je Ize vyzadat od technickych sluzeb

spole¢nosti QIAGEN nebo mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group);
BD™ (Becton, Dickinson and Company); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).

© 2012 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.

www.giagen.com

Australia = 1-800-243-800
Austria = 0800/281010
Belgium = 0800-79612

Brazil = 0800-557779

Canada = 800-572-9613
China = 021-3865-3865
Denmark = 80-885945
Finland = 0800-914416
France = 01-60-920-930
Germany = 02103-29-12000

Hong Kong = 800 933 965

Ireland = 1800 555 049
Italy = 800-787980

Japan = 03-6890-7300
Korea (South) = 1544 7145
Luxembourg = 8002 2076

Mexico = 01-800-7742-639

The Netherlands = 0800 0229592

Norway = 800-18859
Singapore = 65-67775366

Spain = 91-630-7050

QIAGEN

Sweden = 020-790282

Switzerland = 055-254-22-11

UK = 01293-422-911

USA = 800-426-8157
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