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Technologie postepowania z probkami
i wykonywania oznaczen firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest czolowym dostawcg innowacyjnych technologii
postepowania z probkami i wykonywania oznaczen, ktére umozliwiajg izolacje
i detekcje zawartosci dowolnej prébki biologicznej. Nasze zaawansowane
produkty i ustugi o wysokiej jakosci zapewniajg sukces na kazdym etapie —
od pobrania prébki do otrzymania wyniku.

Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

B procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
B oznaczeniach kwasow nukleinowych i biatek;
B badaniach microRNA oraz RNA;;
N

automatyzacji technologii postepowania z probkami i wykonywania
oznaczen.

Naszg misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukceséw
i przetomowych wynikéw badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
www.giagen.com.
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Przeznaczenie

Zestaw artus EBV RG PCR Kit to test amplifikacji kwasu nukleinowego in vitro
przeznaczony do iloSciowego oznaczania DNA wirusa Epsteina-Barr (Epstein-
Barr virus, EBV) w ludzkim osoczu, surowicy, ptynie mézgowo-rdzeniowym lub
komorkach krwi. Ten diagnostyczny zestaw testowy wykorzystuje tancuchowg
reakcje polimerazy (polymerase chain reaction, PCR) i jest skonfigurowany do
uzytku z aparatami Rotor-Gene Q.

Podsumowanie i objasnienie

Zestaw artus EBV RG PCR Kit jest gotowym do uzycia systemem
przeznaczonym do wykrywania materiatu DNA wirusa EBV za pomocag
tancuchowej reakcji polimerazy (polymerase chain reaction, PCR) w aparatach
Rotor-Gene Q. Mieszanina EBV RG Master zawiera odczynniki i enzymy do
swoistej amplifikacji regionu o dtugosci 97 bp (base pair, para zasad) genomu
wirusa EBV oraz do bezposredniego wykrywania swoistego amplikonu

w zielonym kanale fluorescencyjnym aparatu Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene
Q lub Rotor-Gene 6000 lub kanale FAM™ aparatu Rotor-Gene 3000.

Ponadto zestaw artus EBV RG PCR Kit zawiera drugi, heterologiczny system
amplifikacji, stuzgcy do detekcji potencjalnej inhibicji reakcji PCR. Wykrywa sie
ja jako kontrole wewnetrzng (internal control, IC) w zéttym kanale
fluorescencyjnym aparatu Rotor-Gene Q, Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene 6000
lub kanale JOE™ aparatu Rotor-Gene 3000. Granica wykrywalnosci testu
analitycznego PCR pod katem wirusa EBV (patrz czes¢ ,,Czutos¢ analityczna”,
strona 27) nie ulega obnizeniu. Dostarczone zewnetrzne kontrole pozytywne
(EBV RG QS 1-4) umozliwiajg okreslenie ilosci wirusowego DNA. Wiecej
informacji zawiera czes$¢ ,Oznaczenie ilosciowe”, strona 21.

Informacje o patogenie

Zakazenie wirusem Epsteina-Barr (EBV) odbywa sie drogg oralng, gtownie
przez zakazong $line. Zakazenie wirusem EBV na ogét przebiega
bezobjawowo, zwlaszcza jesli dojdzie do niego w dziecinstwie. Objawem
ostrego zakazenia jest mononukleoza zakazna powigzana z gorgczka,
zmeczeniem i anging oraz stanem zapalnym w obrebie weztéw chtonnych

i Sledziony. U niektorych pacjentow objawy sg przewlekte, nawracajgce.
Ciezkie postacie zakazenia wirusem EBV mozna zaobserwowac u pacjentow
Z niedoborem odpornosci oraz u osob z zaburzeniami funkcji limfocytow T.

4 artus EBV RG PCR Kit — Instrukcja obstugi  12/2014



Zasada procedury

Wykrywanie patogenu za pomocg tanncuchowej reakcji polimerazy (PCR)
opiera sie na amplifikacji okreslonych regionéw jego genomu. W przypadku
PCR w czasie rzeczywistym (tzw. real-time PCR) amplifikowany produkt jest
wykrywany za pomocg barwnikéw fluorescencyjnych. Zwykle sg one
przytgczone do sond oligonukleotydowych, ktore wigzg sie swoiscie

z amplifikowanym produktem. Monitorowanie natezenia fluorescencji podczas
przebiegu reakcji PCR (tzn. w czasie rzeczywistym) umozliwia wykrycie

i oznaczenie ilosciowe gromadzgcego sie produktu bez koniecznosci
otwierania probéwek po zakonczeniu reakcji PCR.*

Dostarczone materialy

Zawartosc¢ zestawu

artus EBV RG PCR Kit (24) (96)

Nr katalogowy 4501263 4501265
Liczba reakcji 24 96
Niebieska EBV RG Master rzegklcjzi fe;klcjzi
Czerwony EBV RG QS 1* (5 x 10* kopii/pl) QS 200 pl 200 pl
Czerwony EBV RG QS 2* (5 x 102 kopii/ul) Qs 200 pl 200 pl
Czerwony EBV RG QS 3* (5 x 102 kopii/ul) QS 200 pl 200 pl
Czerwony EBV RG QS 4* (5 x 10 kopii/ul) @S 200 pl 200
Zielona EBV RG ICT IC 1000 pl 2 x 21000 pl
Biaty Water (PCR grade) 1000 pl 1000 pl

Instrukcja obstugi 1 1

* Quantitation standard — wzorzec ilo$ciowy.
T Internal control — kontrola wewnetrzna.

* Mackay, .M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

i okularow ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac sie z kartami charakterystyki (SDS, ang. Safety Data Sheet)
uzyskanymi od producentédw poszczegolnych produktow.

Odczynniki
B Zestaw do izolacji DNA (patrz cze$¢ ,Izolacja DNA”, strona 8)

Materiaty eksploatacyjne
M Jatowe koncowki do pipet z filtrami

B Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, do stosowania w rotorze 72-dotkowym (nr
kat. 981103 lub 981106)

B Zamiennie: PCR Tubes, 0.2 ml, do stosowania w rotorze 36-dotkowym (nr
kat. 981005 lub 981008)

Wyposazenie
B Pipety (z regulacjg)*
B Wytrzgsarka*

B Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci
2 mi

B Aparat Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene* z zielonym
i z6ttym kanatem fluorescencyjnym lub kanatami fluorescencyjnymi FAM
i JOE

B Oprogramowanie aparatu Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q w wersji
1.7.94 lub wyZzszej (oprogramowanie aparatu Rotor-Gene 6000 w wers;ji

1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; oprogramowanie aparatu Rotor-Gene 3000
w wersji 6.0.23)

B Blok chtodzgcy (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, nr kat. 9018901, lub
Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes , nr kat. 9018905)

* Upewni¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci
Do diagnostyki in vitro

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac
odpowiedniego fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych

i okularéw ochronnych. W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
zapoznac¢ sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (safety data sheet,
SDS). Sg one dostepne w Internecie w wygodnym, kompaktowym formacie
PDF pod adresem www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwag,
wyswietla¢ i drukowac karty charakterystyki dla wszystkich zestawow

i sktadnikow zestawdw firmy QIAGEN®.

Pozostatosci probek i odczynnikow nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Ogolne srodki ostroznosci
Uzytkownik zawsze powinien mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia:
B Uzywac¢ jatowych koncéwek do pipet z filtrami.

B Materiaty pozytywne (probki materiatéw, kontrole pozytywne i amplikony)
przechowywac i ekstrahowac¢ oddzielnie wzgledem innych odczynnikéw
i dodawac je do mieszaniny reakcyjnej w osobnym miejscu.

B Przed rozpoczeciem oznaczenia catkowicie rozmrozi¢ wszystkie
odczynniki w temperaturze pokojowej (15-25°C).

B Po rozmrozeniu wymiesza¢ sktadniki (kilka razy pipetujac w gore
i w dot lub wytrzgsajac pulsacyjnie), a nastepnie krétko odwirowac.

B Pracowac szybko i trzyma¢ sktadniki na lodzie lub w bloku chtodzgcym
(72/96-dotkowy blok tadowania).

Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Sktadniki zestawu artus EBV RG PCR Kit nalezy przechowywaé

w temperaturze od —15°C do —30°C, w ktérej zachowujg stabilno$¢ az do
terminu waznosci podanego na etykiecie. Nalezy unika¢ wielokrotnego
rozmrazania i zamrazania (>2x), poniewaz moze to doprowadzi¢ do obnizenia
czutosci oznaczen. Jesli sktadniki bedg uzywane tylko sporadycznie, nalezy
zamrozi¢ je w porcjach. Czas przechowywania w temperaturze 2—-8°C nie
powinien przekraczac 5 godzin.
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Procedura

|lzolacja DNA

Zestawy firmy QIAGEN przedstawione w Tabeli 1 sg zwalidowane do
oczyszczania wirusowego DNA we wskazanych typach ludzkich prébek oraz
do stosowania z zestawem artus EBV RG PCR Kit. Oczyszczanie wirusowego
DNA nalezy wykonywac¢ zgodnie z instrukcjami zawartymi w instrukcjach
obstugi zestawow.

Tabela 1. Zestawy do oczyszczania zwalidowane do stosowania
z zestawem artus EBV RG PCR Kit

Zestaw do izolacji Numer

Materiat Objetos¢ kwasow katalogowy Nosnik
préobki prébki nukleinowych (QIAGEN) RNA
Surowica,
osocze . _

’ QIAamp® DNA Mini Nie
ph{n 200 Kit (50) 51304 zawiera
mobzgowo-
rdzeniowy
Surowica, QlAamp UltraSens® .
osocze 1 ml Virus Kit (50) 53704 zawiera
Komorki QlAamp DNA Blood Nie
Krwi Ao Mini Kit (50) SILHLA: zawiera

® : :

Osocze 400 pl I(E428%* DSP Virus Kit 62724 Zawiera

* Zestaw EZ1 DSP Virus Kit jest rowniez dostepny jako zestawy EASYartus® EBV RG PCR
Kit oznaczone symbolem certyfikatu CE-IVD, w potaczeniu z zestawemartus EBV RG PCR
Kit (informacje dotyczgce zamawiania znajdujg sie na stronie 31).

Uwaga: Probdéwki do pobierania krwi pokryte aktykoagulantami mogg
powodowac inhibicje reakcji PCR. Jednakze stosowanie zestawow do izolacji
wymienionych powyzej wyklucza kontakt z tymi inhibitorami. Zalecamy unikac
uzywania probek krwi heparynizowane;.

Uwaga: Zestawu artus EBV RG PCR Kit nie nalezy uzywac wraz z metodami
izolacji opartymi na fenolu.
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Korzystanie z zestawu QlAamp DNA Blood Mini Kit lub QlIAamp DNA Mini
Kit

Uwaga: Uzycie nosnika RNA ma kluczowe znaczenie dla wydajnosci izolacji

i, co za tym idzie, dla uzysku DNA/RNA. Nalezy zauwazy¢, ze zdecydowanie
zalecane jest dodanie no$nika (homopolimer RNA — poli[rA], niedofgczony do
zestawu QlAamp DNA Blood Mini Kit ani do zestawu QlAamp DNA Mini Kit)
do izolacji kwaséw nukleinowych z bezkomorkowych ptynow ustrojowych

i materiatéw, ktore zawierajg mate ilosci DNA i RNA (np. ptyn mbézgowo-
rdzeniowy). W takich przypadkach nalezy przygotowac¢ no$nik RNA zgodnie

Z ponizszg instrukcjg.

B Zawiesi¢ liofilizowany nosnik RNA (homopolimer RNA — poli[rA],
niedotgczony do zestawu QIAamp DNA Blood Mini Kit ani do zestawu
QIAamp DNA Mini Kit), uzywajac buforu do elucji (nie uzywac¢ buforu do
lizy) z zestawu do izolacji (bufor AE z zestawu QlAamp DNA Mini Kit
I QlIAamp DNA Blood Mini Kit) i przygotowac rozciehczenie o stezeniu
1 pg/ul. Przygotowany roztwér nosnika RNA podzieli¢ na liczbe porcji
odpowiednig do potrzeb i przechowywac je w temperaturze od —15 do
—30°C. Unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania (>2x) porcji
nosnika RNA.

B Uzy¢ 1 ug nosnika RNA na 100 pl buforu do lizy. Na przyktad, jesli
w protokole izolacji uzywane jest 200 ul buforu do lizy, nalezy dodac¢ 2 pl
no$nika RNA (1 pg/ul) bezposrednio do buforu do lizy (bufor AL z zestawu
QIAamp DNA Mini Kit i zestawu QlAamp DNA Blood Mini Kit). Przed
rozpoczeciem kazdej izolacji nalezy przygotowac swiezg mieszanine
buforu do lizy i no$nika RNA (oraz, tam gdzie to konieczne, kontroli
wewnetrznej, patrz czesc ,Kontrola wewnetrzna”, strona 13) zgodnie ze
schematem pipetowania przedstawionym w Tabeli 2.

1
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Tabela 2. Schemat pipetowania przeznaczony do uzytku z zestawem
QIAamp DNA Blood Mini Kit lub QlIAamp DNA Mini Kit

Liczba probek 1 12
Bufor AL (bufor do lizy)* np. 200 pl np. 2400 pl
Nosnik RNA (1 pg/ul) 2 ul 24 ul
taczna objetosé 202 ul 2424 ul

Objetos¢ na izolowang

probke 200 pl 200 pl na kazda

* Zawiera chlorowodorek guanidyny; informacje dotyczace bezpieczenstwa zawiera
instrukcja obstugi zestawu.

Uwaga: Do izolacji uzywac swiezo przygotowanej mieszaniny buforu do lizy
i nosnika RNA. Przechowywanie mieszaniny nie jest mozliwe.

Uwaga: Kontroli wewnetrznej zestawu artus EBV RG PCR Kit mozna uzywac
bezposrednio w procedurze izolacji (patrz czesc ,Kontrola wewnetrzna”, strona
13).

Uwaga: Zdecydowanie zalecamy wykonanie dodatkowego wirowania
opisanego w kroku 10 protokotu (QlAamp DNA Mini i Blood Mini — Instrukcja
obstugi (QlIAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook), wydanie trzecie,
kwiecien 2010 r., strony 29 i 32), aby usung¢ pozostatosci etanolu. Zalecamy
wydtuzenie czasu tego wirowania do 3 minut.

Zalecamy wykonanie elucji DNA w 50 pl buforu do elucji, aby uzyskac
najwyzszg czutosc¢ zestawu artus EBV RG PCR Kit.

1
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Korzystanie z zestawu QlAamp UltraSens Virus Kit

Uwaga: Uzycie nosnika RNA ma kluczowe znaczenie dla wydajnosci izolacji
i, co za tym idzie, dla uzysku DNA/RNA. Aby zwiekszyC stabilnos¢ nos$nika
RNA dostarczonego z zestawem QlAamp UltraSens Virus Kit, zalecamy
wykonanie ponizszej procedury, ktora rozni sie od instrukcji podanych

w instrukcji obstugi zestawu.

B Przed pierwszym uzyciem zestawu zawiesi¢ liofilizowany nosnik RNA
w 310 pl buforu do elucji (bufor AVE) dostarczonego z zestawem
(stezenie koncowe 1 ug/pl, nie uzywac buforu do lizy). Przygotowany
roztwor nosnika RNA podzieli¢ na liczbe porcji odpowiednig do potrzeb
i przechowywac je w temperaturze od —15 do —30°C. Unika¢
wielokrotnego zamrazania i rozmrazania (>2x) porcji nosnika RNA.

B Przed rozpoczeciem kazdej izolacji nalezy przygotowac swiezg
mieszanine buforu do lizy i nosnika RNA (oraz, tam gdzie to konieczne,
kontroli wewnetrznej, patrz czes¢ ,Kontrola wewnetrzna”, strona 13)
zgodnie ze schematem pipetowania przedstawionym w Tabeli 3.

Tabela 3. Schemat pipetowania przeznaczony do uzytku z zestawem
QIAamp UltraSens Virus Kit

Liczba probek 1 12
Bufor AC (bufor do lizy)* 800 pl 9600 pl
Nosnik RNA (1 pg/ul) 5,6 ul 67,2 pl
taczna objetos¢ 805,6 pl 9667,2 pl

Objetos¢ na izolowang

probke 800 pl 800 pl na kazda

* Zawiera izopropanol; informacje dotyczgce bezpieczenstwa zawiera instrukcja obstugi
zestawu.

Uwaga: Do izolacji uzywac swiezo przygotowanej mieszaniny buforu do lizy
i nosnika RNA. Przechowywanie mieszaniny nie jest mozliwe.

Uwaga: Kontroli wewnetrznej zestawu artus EBV RG PCR Kit mozna uzywac
bezposrednio w procedurze izolacji (patrz czesc ,Kontrola wewnetrzna®, strona
13).
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Uwaga: Zdecydowanie zalecamy wykonanie dodatkowego wirowania
opisanego w kroku 14 protokotu (QlAamp UltraSens Virus — Instrukcja
obstugi (QlAamp UltraSens Virus Handbook), kwiecien 2010 r., strona 17), aby
usungc¢ pozostatosci etanolu. Zalecamy wydtuzenie czasu tego wirowania do

3 minut.

Zalecamy wykonanie elucji DNA w 50 pl buforu do elucji, aby uzyskac¢
najwyzszg czutos¢ zestawu artus EBV RG PCR Kit.

Zestaw QlAamp UltraSens Virus Kit umozliwia zmiane stezenia prébki.

W przypadku uzywania materiatu innego niz surowica lub osocze nalezy
dodac co najmniej 50% (stezenie objetosciowe) negatywnej surowicy ludzkiej
do probki.

Uzywanie zestawu EZ1 DSP Virus Kit

Uwaga: Uzycie nosnika RNA ma kluczowe znaczenie dla wydajnosci izolacji
i, co za tym idzie, dla uzysku DNA/RNA. Doda¢ odpowiednig ilos¢ nosnika
RNA do kazdej probki poddawanej izolacji zgodnie z instrukcjami zawartymi
w dokumencie EZ1 DSP Virus Kit — Instrukcja obstugi (EZ1 DSP Virus Kit
Handbook).

Uwaga: Kontroli wewnetrznej zestawu artus EBV RG PCR Kit mozna uzywac
bezposrednio w procedurze izolacji (patrz czesc ,Kontrola wewnetrzna”, strona
nizej).

Uwaga: Zdecydowanie zalecamy uzycie oczyszczonych wirusowych kwasow
nukleinowych do reakcji PCR niezwtocznie po wykonaniu izolacji za pomocag
zestawu EZ1 DSP Virus Kit. Eluaty mozna réwniez przechowywac przez
maksymalnie 3 dni w temperaturze 4°C przed wykonaniem analizy PCR.
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Kontrola wewnetrzna

Dostarczana jest kontrola wewnetrzna (EBV RG IC). Dzieki temu uzytkownik
moze kontrolowac procedure izolacji DNA i sprawdzac przebieg reakcji PCR
pod katem potencjalnej inhibicji. W przypadku korzystania z zestawu EZ1 DSP
Virus Kit do izolacji kontrole wewnetrzng nalezy doda¢ zgodnie z instrukcjami
zawartymi w dokumencie EZ1 DSP Virus Kit — Instrukcja obstugi.

W przypadku korzystania z zestawu QlAamp UltraSens Virus Kit, QlAamp
DNA Blood Mini Kit lub QlAamp DNA Mini Kit nalezy doda¢ kontrole
wewnetrzng do izolacji w stosunku 0,1 ul na 1 ul objetosci elucji. Na przyktad
w przypadku korzystania z zestawu QlAamp UltraSens Virus Kit proces elucji
DNA zachodzi w 50 pl buforu AVE. Z tego wzgledu poczatkowo nalezy dodac¢
5 ul kontroli wewnetrznej. llos¢ uzywanej kontroli wewnetrznej zalezy
wytgcznie od objetosci elucii.

Uwaga: Kontrole wewnetrzng i nosnik RNA (patrz ,Izolacja DNA”, strona 8)
nalezy dodawac wytgcznie do mieszaniny buforu do lizy i materiatu prébki lub
bezposrednio do buforu do lizy.

Kontroli wewnetrznej nie wolno dodawac¢ bezposrednio do materiatu prébki.
W przypadku dodawania kontroli wewnetrznej do buforu do lizy nalezy
zauwazyc, ze mieszanine kontroli wewnetrznej i buforu do lizy-nosnika RNA
nalezy przygotowac na $wiezo i niezwtocznie uzy¢ (przechowywanie
mieszaniny w temperaturze pokojowej lub w lodéwce przez zaledwie kilka
godzin moze doprowadzi¢ do nieprawidtowego dziatania kontroli wewnetrznej
i obnizenia wydajnosci izolacji).

Uwaga: Nie dodawac kontroli wewnetrznej i nosnika RNA bezposrednio do
materiatu probki.

Opcjonalnie kontroli wewnetrznej mozna uzy¢ wytgcznie do kontroli przebiegu
reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji. Takie zastosowanie wymaga
dodania kontroli wewnetrznej bezposrednio do mieszaniny EBV RG Master,
zgodnie z instrukcjami opisanymi w kroku 2b protokotu (strona 15).
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Protokét: Reakcja PCR i analiza danych

Wazne informacje przed rozpoczeciem

B Przed rozpoczeciem protokotu zapozna¢ sie z obstugg aparatu Rotor-
Gene Q. Patrz instrukcja obstugi aparatu.

B Upewnic sie, ze do kazdej reakcji PCR dotgczono co najmniej jeden
wzorzec ilosciowy, jak rowniez co najmniej jedng kontrole negatywng
(woda odpowiednia do PCR). Aby wyznaczy¢ krzywg wzorcowg, do
kazdej reakcji PCR nalezy uzy¢ wszystkich 4 dostarczonych wzorcow
ilosciowych (EBV RG QS 1-4).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

B Upewnic sie, ze blok chtodzacy (akcesorium aparatu Rotor-Gene Q) jest
wstepnie schtodzony do temperatury 2—-8°C.

B Przed rozpoczeciem catkowicie rozmrozi¢, wymieszac (kilka razy
pipetujgc w gore i w dot lub szybko wytrzgsajgc) i krotko odwirowaé
wszystkie odczynniki.

Procedura

1. Umiesci¢ zadang liczbe probéwek PCR w adapterach bloku
chtodzacego.

2. W przypadku uzywania kontroli wewnetrznej do monitorowania
procedury izolacji DNA i sprawdzania przebiegu reakcji PCR pod
katem potencjalnej inhibicji przejdz do kroku 2a. W przypadku
uzywania kontroli wewnetrznej wylgcznie do sprawdzania przebiegu
reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji przejdz do kroku 2b.

2a. Kontrole wewnetrzng dodano juz do procedury izolacji (patrz czesé
»Kontrola wewnetrzna”, strona 13). W takim przypadku przygotuj
mieszanine Master zgodnie z tabelg 4.

Mieszanina reakcyjna zwykle zawiera wszystkie sktadniki wymagane do
reakcji PCR za wyjatkiem probki.
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Tabela 4. Przygotowanie mieszaniny Master (kontrola wewnetrzna
uzywana do monitorowania izolacji DNA i sprawdzania przebiegu
reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji)

Liczba probek 1 12
Mieszanina EBV

RG Master 30wl 360 ul
Kontrola wewnetrzna

EBV RG IC Ou Ou
taczna objetosé 30 pl 360 pl

2b. Wymagane jest dodanie kontroli wewnetrznej bezposrednio do
mieszaniny EBV RG Master. W takim przypadku przygotuj mieszanine
Master zgodnie z tabelg 5.

Mieszanina reakcyjna zwykle zawiera wszystkie sktadniki wymagane do
reakcji PCR za wyjgtkiem prébki.

Tabela 5. Przygotowanie mieszaniny Master (kontrola wewnetrzna
uzywana wylgcznie do sprawdzania przebiegu reakcji PCR pod katem
potencjalnej inhibicji)

Liczba probek 1 12
Mieszanina EBV

RG Master 30wl 360 ul
Kontrola wewnetrzna

EBV RG IC 2 u 24
taczna objetosé¢ 32 ul* 384 ul*

* Wzrost objetosci spowodowany dodaniem kontroli wewnetrznej jest pomijany podczas
przygotowania testu PCR. Nie obniza to czutosci systemu detekcji.

3. Za pomocy pipety przenies 30 pl mieszaniny Master do kazdej
probowki PCR. Nastepnie dodaj 20 pl préobki DNA po elucji (patrz
Tabela 6). Analogicznie jako kontroli pozytywnej nalezy uzy¢ 20 pl co
najmniej jednego ze wzorcéw ilosciowych (EBV RG QS 1-4), a jako
kontroli negatywnej 20 ul wody (woda odpowiednia do PCR).
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Tabela 6. Przygotowanie reakcji PCR

Liczba probek 1 12

Mieszanina Master 30 ul 30 ul na kazda
Prébka 20 20 ul na kazda
taczna objetosé¢ 50 ul 50 ul na kazda

4. Zamknij proboéwki PCR. Upewnij sie, ze pierscien blokujacy
(akcesorium do aparatu Rotor-Gene) jest umieszczony na gorze
rotora, aby zapobiec przypadkowemu otwarciu si¢ probéwek
podczas wirowania.

5. W celu detekcji DNA wirusa EBV utworz profil temperaturowy
zgodnie z ponizszymi krokami.

Ustawianie ogélnych parametrow badania Rysunki 1, 2, 3
Wstepna aktywacja enzymu typu hot-start Ryc. 4.
Amplifikacja DNA (touchdown PCR) Ryc. 5.
Dostosowywanie czutosci kanatu Ryc. 6.

fluorescencyjnego

Rozpoczynanie reakcji Ryc. 7.

Wszystkie specyfikacje odnoszg sie do oprogramowania aparatu Rotor-
Gene Q MDx/Rotor-Gene Q w wersji 1.7.94, oprogramowania aparatu
Rotor-Gene 6000 w wers;ji 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 i oprogramowania
aparatu Rotor-Gene 3000 w wersji 6.0.23. Dalsze informacje na temat
programowania aparatow Rotor-Gene mozna znalez¢ w instrukcjach
obstugi aparatow. Na ilustracjach ustawienia te otoczono grubg, czarng
ramkg. Przedstawione ilustracje dotyczg aparatéw Rotor-Gene Q. Tam,
gdzie dla aparatu Rotor-Gene 3000 wymagane sg inne wartosci, roznice te
opisano w tekscie.

1
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6. Najpierw otwérz okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego
cyklu) (Ryec. 1). Zaznacz pole wyboru ,,Locking Ring Attached”
(Pierscien blokujgcy zamocowany) i kliknij przycisk ,,Next” (Dalej).

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type
36-Well Rotor

72-\Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Ryc. 1. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu).

Skip Wizard |

7. Wybierz wartos¢ 50 dla objetosci reakcji PCR, a nastepnie kliknij
przycisk ,,Next” (Dalej) (Ryc. 2).
New Run Wizard @

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

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

Operator : [User

Notes :

Ryc. 2. Ustawianie og6lnych parametrow badania.
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8. KIliknij przycisk ,,Edit Profile” (Edytuj profil) w kolejnym oknie
dialogowym ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) (Ryc. 3), a
nastepnie zaprogramuj profil temperaturowy w sposéb
przedstawiony na Ryc. 3-5.

New Run Wizard ] x|

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

Name | Source | Detector | Gain |
Green 470nm  510nm
Yellow  530nm  555nm
Orange  585nm  610nm
Red 625nm  660nm
680nm

Crimson

s, o,
o d
il
{3 . | @
= =
:g g [ —————

2 : . | Gain Opiiisation.. 3

s
Ryc. 3. Edycja profilu.

8 Edit Profile E]

z ., € H Z

New Open Save As Help
The run will take approzimately 103 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Skip Wizard |

Click on a cycle below to modify it :

1-P Inset aer..

Insert before...
Remove

Hold Temperature : 95 | geg.
2 Hold Time : 10 |mins O [secs

Ryc. 4. Wstepna aktywacja enzymu typu hot-start.

1
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8 Edit Profile
Z . 8 H 2]

New Open Save As Help

!

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

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1 -
Insert before...
Remove
This cycle repeats time(s).

2 - Click on one of the stefs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

= Bl &l

65 deg. _95deg for 15 secs

4 a- 30 seconds
Acquiting to Cycling 4 72 deg. for 20 secs o 5
I B5 deg. for 30 secs I |

on Green, Yellow |

Touchdown(10 cyc 1
4 b L ceal

?

C="F6

Ryc. 5. Amplifikacja DNA. Upewnij sie, ze aktywowano funkcje touchdown dla 10 cykli
na etapie przytgczania starteréw (annealing). Nalezy zauwazy¢, ze w aparacie Rotor-
Gene 3000 oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako ,FAM/Sybr, JOE”.

| (=]
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9. Zakres detekcji kanatéw fluorescencyjnych nalezy okresli¢ na
podstawie natezenia fluorescencji w probéwkach PCR. Kliknij
przycisk ,,Gain Optimisation” (Optymalizacja wzmocnienia) w oknie
dialogowym ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) (patrz Ryc. 3),
aby otworzy¢ okno dialogowe ,,Auto-Gain Optimisation Setup”
(Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego). Ustaw
temperature kalibracji na 65 stopni, aby odpowiadata ona
temperaturze podczas etapu przylgczania starterow programu
amplifikacji (Ryc. 6).

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimisation :

S Auto-Gain Dptimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

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

Set temperature tallf55 j degrees. Il 1

Optimise All I Optimise Acquiring I

™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
[™ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

! ~| Add. |

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... I

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yellow 1 5F 10FI 10 10 Remove |
Remove All I

< I

2 " Manual... Close Help

Ryc. 6. Dostosowywanie czutosci kanatu fluorescencyjnego. Nalezy zauwazy¢, ze
w aparacie Rotor-Gene 3000 oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako
,FAM/Sybr” i ,JOE".
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10. Wartosci wzmocnienia okreslone podczas kalibracji kanatu sa
zapisywane automatycznie i wyswietlane w ostatnim oknie menu
procedury programowania (Ryc. 7). Kliknij przycisk ,,Start Run”
(Rozpocznij cykl).

New Run Wizard @

Summary :

Setting l Value I
Green Gain 4

Yellow Gain 8

Rotor 724/ell Rotor
Sample Layout 1,23

Reaction Yolume (in microliters] 50

=}

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

Skip Wizard ‘ << Back |

Ryc. 7. Rozpoczynanie reakcji. Nalezy zauwazy¢, ze w aparacie Rotor-Gene 3000
oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako ,FAM/Sybr” i ,JOE”.

Interpretacja wynikow

Oznaczenie ilosciowe

Dostarczone wzorce ilosciowe (EBV RG QS 1-4) sg traktowane jak wczesniej
oczyszczone probki. Stosuje sie rowniez te samag objetosc (20 pl). Aby
wyznaczy¢ krzywg wzorcowg w aparatach Rotor-Gene Q, nalezy uzyé
wszystkich 4 wzorcow ilosciowych i zdefiniowac¢ je w oknie dialogowym ,Edit
Samples” (Edytuj probki) jako wzorce o okreslonych stezeniach (patrz
instrukcja obstugi aparatu).

Uwaga: Wzorce ilosciowe sg zdefiniowane w kopiach/ul. Aby przeksztatcic
wartosci wyznaczone z krzywej wzorcowej na kopie/ml materiatu probki,
nalezy skorzystac z ponizszego wzoru:

Wynik (kopie/ul) x Objetosé¢ elucji (pl
Wynik (kopie/ml) - ynik (kopie/pl) x Obje i (W)

Objetosc¢ probki (ml)
Zasadg jest wstawienie poczgtkowej objetosci probki do powyzszego wzoru.
Nalezy tak postgpic, jesli przed izolacjg kwasu nukleinowego zmianie ulegta
objetos¢ probki (np. zmniejszyta sie w wyniku odwirowania lub zwigkszyta sie
przez dodanie objeto$ci wymaganej do izolaciji).

1
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Wyniki
Przyktady pozytywnych i negatywnych reakcji PCR podano na Ryc. 8 i Ryc. 9.

04

035

03

025

Norm, Fluoro.

10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Ryc. 8. Detekcja wzorcéw ilosciowych (EBV RG QS 1-4) w zielonym kanale
fluorescencyjnym. NTC: kontrola bez matrycy (kontrola negatywna).

1
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05

04

035

03

QS 1-QS4+NTC

Norm. Fluoro.

02

015

01

0,05

0

EI s 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Ryc. 9. Detekcja kontroli wewnetrznej (IC) w zéttym kanale
fluorescencyjnym z rownoczesng amplifikacjg wzorcow ilosciowych
(EBV RG QS 1-4). NTC: kontrola bez matrycy (kontrola negatywna).

Wykryto sygnat w zielonym kanale fluorescencyjnym.
Pozytywny wynik analizy: probka zawiera DNA wirusa EBV.

W takim przypadku detekcja sygnatu z kanatu z6ttego nie ma znaczenia,
poniewaz wysokie wyjsciowe stezenie DNA wirusa EBV (pozytywny sygnat
w kanale zielonym) moze prowadzi¢ do obnizenia sygnatu fluorescencyjnego
lub jego braku dla kontroli wewnetrznej w kanale zéttym (w mechanizmie
kompetycyjnym).

Uwaga: W przypadku aparatu Rotor-Gene 3000 w kanale FAM wykrywany
jest sygnat pozytywny, a w kanale JOE wykrywany jest sygnat dla kontroli
wewnetrzne;.

Brak sygnatu w zielonym kanale fluorescencyjnym. W tym samym czasie
w z6itym kanale fluorescencyjnym otrzymano sygnat z kontroli
wewnetrznej.

W prébce nie ma wykrywalnej ilosci DNA wirusa EBV. Wynik mozna
uznac¢ za negatywny.

W przypadku negatywnego wyniku reakcji PCR pod kgtem EBV wykryty
sygnat z kontroli wewnetrznej wyklucza mozliwos$¢ inhibicji reakcji PCR.
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Uwaga: W przypadku aparatu Rotor-Gene 3000 w kanale JOE wykrywany jest
sygnat z kontroli wewnetrznej, a w kanale FAM obserwowany jest brak
sygnatu.

Brak sygnatu w zielonym i z6ttym kanale fluorescencyjnym.
Wynik jest niejednoznaczny.

Informacje dotyczgce przyczyn bteddw i ich rozwigzywania mozna znalez¢
w czesci ,Rozwigzywanie problemoéw”, strona 24.

Uwaga: W przypadku aparatu Rotor-Gene 3000 odpowiednie kanaty to kanat
FAM i kanat JOE.

Rozwigzywanie problemoéw

Ta czesc¢ instrukcji moze okazac sie pomocna podczas rozwigzywania
jakichkolwiek zaistniatych problemoéw. Aby uzyskaé wiecej informaciji, nalezy
takze zapoznac sie ze strong czesto zadawanych pytan w witrynie naszego
Centrum pomocy technicznej pod adresem:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z dziatu serwisu firmy
QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania dotyczgce informacji

i protokotdw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a takze technologii
prébek i testéw (informacje kontaktowe znajdujg sie na tylnej stronie oktadki
lub pod adresem www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu dla kontroli pozytywnych (EBV RG QS 1-4) w zielonym
kanale fluorescencyjnym lub kanale FAM

a) Wybrany do analizy Do analizy danych wybrac zielony kanat
danych PCR kanat fluorescencyjny lub kanat FAM dla analitycznej
fluorescencyjny nie reakcji PCR pod katem wirusa EBV oraz zo6tty
spetnia wymagan kanat fluorescencyjny lub kanat JOE dla kontroli
protokotu wewnetrznej PCR.

b) Nieprawidtowe Poréwnac profil temperaturowy z protokotem.
zaprogramowanie Patrz czesc ,Protokét: Reakcja PCR i analiza
profilu danych”, strona 14.
temperaturowego
w aparacie
Rotor-Gene

c) Nieprawidtowa Sprawdzi¢ etapy pracy wedtug schematu
konfiguracja reakcji pipetowania i w razie potrzeby powtérzyc
PCR reakcje PCR. Patrz czesc¢ ,Protokot: Reakcja

PCR i analiza danych”, strona 14.
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Komentarze i wskazowki

d) Warunki Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
przechowywania co waznos$ci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow
najmniej jednego i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

z odczynnikéw
wchodzgcych w sktad
zestawu nie byly
zgodne z zaleceniami
zawartymi w czesci
,Przechowywanie i
sposoOb postepowania
z odczynnikami”

(strona 7).
e) Uptyneta data Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
waznosci zestawu waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow

artus EBV RG PCR Kit i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

Staby sygnat lub brak sygnatu z kontroli wewnetrznej w z6itym kanale
fluorescencyjnym lub kanale JOE przy rébwnoczesnym braku sygnatu
w zielonym kanale fluorescencyjnym lub kanale FAM

a) Warunki reakcji PCR Sprawdzi¢ warunki reakcji PCR (patrz wyzej)

nie sg zgodne i, w razie potrzeby, powtérzy¢é PCR z
z protokotem prawidtowymi parametrami.
b) Wystgpita inhibicja Upewnic sie, ze stosowana jest zalecana
reakcji PCR metoda izolacji, i $cisle przestrzegac instrukcji
producenta.

W przypadku korzystania z zestawu QlAamp
DNA Mini Kit, QlAamp DNA Blood Mini Kit lub
QIAamp UltraSens Virus Kit nalezy upewnic sie,
ze podczas izolacji DNA wykonano zalecany
krok dodatkowego wirowania przed elucjg w
celu usuniecia wszelkich pozostatosci etanolu
(patrz czes¢ ,1zolacja DNA”, strony 9 11).

c) Podczas izolacji Jesli do izolacji dodano kontrole wewnetrzng,
utracono DNA brak sygnatu z kontroli wewnetrznej moze
wskazywac na utrate DNA podczas izolaciji.
Upewnic sie, ze stosowana jest zalecana
metoda izolacji (patrz ,Izolacja DNA”, strona 8)
| Scisle przestrzegac instrukcji producenta.
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Komentarze i wskazowki

d)

Warunki
przechowywania co
najmniej jednego

z odczynnikéw
wchodzgcych w sktad
zestawu nie byly
zgodne z zaleceniami
zawartymi w czesci
,Przechowywanie i
sposoOb postepowania
z odczynnikami”
(strona 7).

Uptyneta data
waznosci zestawu
artus EBV RG PCR Kit

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
waznos$ci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow
i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow
I, W razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

Sygnaty dla kontroli negatywnych w zielonym kanale fluorescencyjnym
lub kanale FAM podczas analitycznej reakcji PCR

a)

b) Podczas izolacji doszto

Podczas
przygotowywania
reakcji PCR doszio do
zanieczyszczenia
probki

do zanieczyszczenia

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania jakoscig
firmy QIAGEN kazda seria zestawu artus EBV RG PCR Kit jest testowana pod
katem wstepnie ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia powtarzalnej
jakosci produktu.

26

Powtorzy¢ reakcje PCR z nowymi odczynnikami
w powtdrzeniach.

Jesli to mozliwe, zamkngc¢ probéwki PCR
niezwtocznie po dodaniu prébki badanej.

Upewnic¢ sie, ze kontrole pozytywne sg
dodawane za pomocg pipety jako ostatnie.

Upewnic sie, ze przestrzen robocza oraz
aparaty sg regularnie poddawane
dekontaminacji.

Powtorzyc izolacje i reakcje PCR probki
testowej, korzystajgc z nowych odczynnikéw.
Upewnic sie, ze przestrzen robocza oraz

aparaty sg regularnie poddawane
dekontaminacji.
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Ograniczenia
Wszystkie odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Z produktu moze korzystac¢ jedynie personel odpowiednio poinstruowany
I przeszkolony w zakresie procedur diagnostycznych in vitro.

W celu osiggniecia optymalnych wynikéw reakcji PCR nalezy $cisle
przestrzegac instrukcji obstugi.

Nalezy zwracac¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na pudetku
I etykietach wszystkich sktadnikow zestawu. Nie uzywac przeterminowanych
sktadnikéw.

Cho¢ wystepujg rzadko, mutacje w obrebie wysoce konserwatywnych rejonéw
genomu wirusowego, do ktorych przytgczajg sie startery i/lub sondy zestawu,
moga w takich przypadkach by¢ przyczyng niedoszacowania miana wirusa lub
niewykrycia obecnosci wirusa. Nalezy regularnie weryfikowac¢ walidacje i
dziatanie oznaczenia.

Charakterystyka dziatania testu

Czulos¢ analityczna

W celu okreslenia czutosci analitycznej zestawu artus EBV RG PCR Kit
przygotowano serie rozcienczen od 31,6 do 0,01 i od 100 do stezenia
nominalnego 0,03 ekwiwalentow kopii wirusa EBV/ul i przeanalizowano
odpowiednio w aparacie Rotor-Gene 6000 i Rotor-Gene 3000 w potgczeniu

z zestawem artus EBV RG PCR Kit. Testy wykonywano w 3 réznych dniach
w 8 powtdrzeniach. Wyniki okreslono poprzez analize probitowa. Ryc. 10
zawiera graficzne przedstawienie analizy probitowej wykonywanej w aparacie
Rotor-Gene 6000. Analityczna granica wykrywalnosci zestawu artus EBV RG
PCR Kit w potgczeniu z aparatem Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 i aparatem
Rotor-Gene 3000 wynosi odpowiednio 1,02 kopii/pl (p = 0,05) i 3,8 kopii/pl

(p = 0,05). Oznacza to, ze istnieje 95-procentowe prawdopodobienstwo
wykrycia wirusa przy stezeniu 1,02 kopii/ul lub 3,8 kopii/pl.
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Ryc. 10. Analiza probitowa: EBV (Rotor-Gene 6000). Czuto$¢ analityczna zestawu artus
EBV RG PCR Kit w aparacie Rotor-Gene 6000.

Swoistos¢

Swoistos¢ zestawu artus EBV RG PCR Kit wynika przede wszystkim z doboru
starterow i sond oraz z zachowania rygorystycznych warunkow reakciji.
Startery i sondy sprawdzono za pomocg analizy porownawczej pod kgtem
mozliwego wystepowania obszaréw homologicznych ze wszystkimi
sekwencjami opublikowanymi w bankach genéw. W ten sposob zapewniono
wykrywalnos¢ wszystkich odnosnych genotypdw.

Ponadto swoistos¢ testu poddano walidacji za pomocg 6 réznych probek
osocza negatywnych wzgledem wirusa EBV. Nie generowaty one zadnego
sygnatu ze swoistymi dla EBV starterami i sondami, wchodzgcymi w skfad
mieszaniny EBV RG Master.

Potencjalng reaktywnosc krzyzowg zestawu artus EBV RG PCR Kit
przebadano za pomocg grupy kontrolnej wymienionej w tabeli 7. Zaden
z badanych patogendw nie byt reaktywny.

1
28 artus EBV RG PCR Kit — Instrukcja obstugi  12/2014



Tabela 7. Test swoistosci zestawu z patogenami mogacymi wywotaé
reakcje krzyzowa

Kontrola
EBV wewnetrzna
(zielony kanat (zotty kanat
fluorescencyjny fluorescencyjny

Grupa kontrolna lub kanat FAM) lub kanat JOE)
Ludzki herpeswirus typu 1 _ N
(wirus opryszczki pospolitej 1)
Ludzki herpeswirus typu 2 5 +
(wirus opryszczki pospolitej 2)
Ludzki herpeswirus typu 3
(wirus ospy wietrznej - +
i potpasca)
Ludzki herpeswirus typu 5 _ +
(cytomegalowirus)
Ludzki wirus biataczki z komérek

- +
T typu 1
Ludzki wirus biataczki z komorek

— +
T typu 2

Odtwarzalnos¢

Dane dot. odtwarzalnosci umozliwiajg regularng ocene dziatania zestawu artus
EBV RG PCR Kit, jak réwniez poréwnanie wydajnosci w stosunku do innych
produktow. Dane te uzyskuje sie, uczestniczgc w ustalonych programach
badan biegtosci.

Literatura

Firma QIAGEN udostepnia obszerng, aktualng internetowg baze danych
publikacji naukowych dotyczgcych produktéw QIAGEN. Zaawansowane opcje
wyszukiwania umozliwiajg znajdowanie potrzebnych artykutéw wedtug stéw
kluczowych lub zastosowan, obszarow badan, tytutow itp.

W celu uzyskania listy pozyciji literaturowych nalezy odwiedzi¢ internetowg
baze danych firmy QIAGEN pod adresem www.qiagen.com/RefDB/search.asp
lub skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej firmy QIAGEN Iub
lokalnym dystrybutorem firmy QIAGEN.
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Symbole

W Zawiera gdczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia
<N> <N> testow
g Termin waznosci
IVD Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro
REF Numer katalogowy
LOT Numer serii
Numer materiatu
Sktadniki
Zawiera
NUM Numer

Globalny Numer Jednostki Handlowe]

Zakres temperatury

Producent

SR~

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej lub szczegdtowych informaciji nalezy
odwiedzi¢ witryne naszego Centrum Pomocy Technicznej pod adresem
www.giagen.com/Support lub skontaktowac sie z jednym z dziatbw pomocy
technicznej firmy QIAGEN lub lokalnym dystrybutorem (patrz ostatnia strona
oktadki lub strona www.giagen.com).
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
artus EBV RG PCR Kit Na 24 reakcje: Mieszanina Master, 4501263
(24) 4 wzorce ilosciowe, kontrola
wewnetrzna, woda (odpowiednia do
PCR)
artus EBV RG PCR Kit Na 96 reakcje: Mieszanina Master, 4501265
(96) 4 wzorce ilosciowe, kontrola
wewnetrzna, woda (odpowiednia do
PCR)
Zestawy EASYartus EBV RG PCR Kit — do zintegrowanego
zautomatyzowanego oczyszczania probek i wykrywania
patogenow w petni zgodnego z certyfikatem CE-1VD
EASYartus EBV RG Na 48 przygotowan wirusowych EA10123
PCR Kit 1 kwasow nukleinowych i 24 testy:
1 x EZ1 DSP Virus Kit, 1 x artus EBV
RG PCR Kit (24)
EASYartus EBV RG Na 48 przygotowan wirusowych EA10124
PCR Kit 2 kwasow nukleinowych i 48 testow:
1 x EZ1 DSP Virus Kit, 2 x artus EBV
RG PCR Kit (24)
Zestaw EZ1 DSP Virus Kit — do zautomatyzowanego
rownoczesnego oczyszczania wirusowego DNA i RNA
w 1-14 probkach surowicy, osocza lub ptynu mézgowo-
rdzeniowego
EZ1 DSP Virus Kit (48) Do 48 przygotowan wirusowych 62724
kwasow nukleinowych: wstepne
napetnione kartridze z odczynnikami,
uchwyty na jednorazowe koncowki,
jednorazowe koncowki z filtrem,
probowki na probki, probéwki do elucji,
bufory, nosnik RNA
Zestaw QlAamp DNA Mini Kit — do oczyszczania
genomowego i wirusowego DNA w tkankach i innych
probkach
QIAamp DNA Mini Kit ~ Na 50 przygotowan DNA: 50 kolumn 51304
(50) QIAamp Mini Spin, proteinaza K firmy
QIAGEN, odczynniki, bufory, probowki
do pobierania prébek (2 ml)
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

Zestaw QlAamp UltraSens Virus Kit — do zwiekszania
stezenia i izolacji wirusowego DNA i RNA z surowicy

I 0socza
QIAamp UltraSens Do 50 przygotowan wirusowych 53704
Virus Kit (50) kwasow nukleinowych: 50 kolumn

QIAamp Mini Spin, proteinaza K,
nosnik RNA, probowki do pobierania
prébek (2 ml), bufory

Zestaw QlAamp DNA Blood Mini Kit — do oczyszczania do
12 pg genomowego, mitochondrialnego lub wirusowego
DNA we krwi i pokrewnych ptynach ustrojowych

QIAamp DNA Blood Na 50 miniprzygotowan DNA: 51104
Mini Kit (50) 50 kolumn QIAamp Mini Spin,

proteaza K firmy QIAGEN, odczynniki,

bufory, probéwki do pobierania probek

(2 ml)
Aparat Rotor-Gene Q MDx i akcesoria
Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR z 5 kanatami 9002022
5plex Platform (zielony, zoétty, pomaranczowy,

czerwony, purpurowy), komputer typu
laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci
i robocizne, nie obejmuje instalacji

I przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR z 5 kanatami 9002023
5plex System (zielony, zétty, pomaranczowy,

czerwony, purpurowy), komputer typu

laptop, oprogramowanie, akcesoria:

obejmuje roczng gwarancje na czesci

i robocizne, instalacje i przeszkolenie

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR w czasie 9002032
5plex HRM Platform rzeczywistym i analizator High

Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,

z0tty, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy) i kanatem HRM, komputer

typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria: obejmuje roczng gwarancje

na czesci i robocizne, nie obejmuje

instalacji i przeszkolenia
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR w czasie 9002033
5plex HRM System rzeczywistym i analizator High

Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,

z06tty, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy) i kanatem HRM, komputer

typu laptop, oprogramowanie,

akcesoria: obejmuje roczng gwarancje

na czesci i robocizne, instalacje

i przeszkolenie

Rotor-Gene Q MDx Aparat do reakcji PCR z 6 kanatami 9002042
6plex Platform (niebieski, zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy),

komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria: obejmuje

roczng gwarancje na czesci

i robocizne, nie obejmuje instalacji

I przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx Aparat do reakcji PCR z 6 kanatami 9002043
6plex System (niebieski, zielony, zotty,

pomaranczowy, czerwony, purpurowy),

komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria: obejmuje

roczng gwarancje na czesci

i robocizne, nie obejmuje instalacji

I przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR z 2 kanatami 9002002
2plex Platform (zielony, zotty), komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci
i robocizne, nie obejmuje instalacji
I przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR z 2 kanatami 9002003
2plex System (zielony, zotty), komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci
i robocizne, instalacje i przeszkolenie
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Produkt

Zawartosc

Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM System

Loading Block
72 x 0.1 ml Tubes

Loading Block
96 x 0.2 ml Tubes

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

PCR Tubes, 0.2 ml
(1000)

PCR Tubes, 0.2 ml
(10000)

Cykler do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym i analizator High
Resolution Melt z 2 kanatami (zielony,
z6tty) i kanatem HRM, komputer typu
laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci
i robocizne, nie obejmuje instalacji

I przeszkolenia

Cykler do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym i analizator High
Resolution Melt z 2 kanatami (zielony,
z6tty) i kanatem HRM, komputer typu
laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci
I robocizne, instalacje i przeszkolenie

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakciji
jednokanatowg pipetg

w 72 probéwkach 0,1 ml

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakciji

w standardowej matrycy 8 x 12 przy
uzyciu 96 probdéwek 0,2 ml

250 paskéw po 4 probowki i zatyczki
na 1000 reakgciji

10 x 250 paskow po 4 probowki
i zatyczki na 10 000 reakcji

1000 cienkosciennych probowek na
1000 reakcji

10 x 1000 cienkosciennych probéwek
na 10 000 reakcji

9002012

9002013

9018901

9018905

981103

981106

981005

981008

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci
dla poszczegdlnych produktow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi
lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub

podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w witrynie

www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.
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Nabycie tego produktu umozliwia nabywcy stosowanie go na potrzeby ustug diagnostycznych in vitro $wiadczonych dla pacjentéw. Niniejszym nie
udziela si¢ praw patentowych ani innych licencji zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajgcym z nabycia produktu.

Znaki towarowe: QIAGEN®, QIAamp®, artus®, EASYartus®, EZ1®, Rotor-Gene®, UltraSens® (QIAGEN Group); FAM™, JOE™ (Life Technologies);
SYBR® (Molecular Probes, Inc.).

Ograniczona umowa licencyjna

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie przez nabywce zgody lub uzytkownika zestawu artus EBV RG PCR Kit na nastepujgce warunki:

1.

Zestawu artus EBV RG PCR Kit mozna uzywa¢ wytgcznie zgodnie z dokumentem artus EBV RG PCR Kit — Instrukcja obstugi i tylko razem
ze sktadnikami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do uzytkowania
niniejszego zestawu z elementami nienalezacymi do zestawu, z wyjgtkiem przypadkéw opisanych w dokumencie artus EBV RG PCR Kit —
Instrukcja obstugi oraz dodatkowych protokotach dostgpnych na stronie www.giagen.com.

Za wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji, firma QIAGEN nie udziela gwarancji, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie narusza praw stron
trzecich.

Zestaw oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywacé, regenerowac ani
odsprzedawac.

Firma QIAGEN nie udziela innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

Nabywca i uzytkownik tego zestawu zgadzajg sie nie podejmowac ani nie pozwala¢ stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére mogtyby
prowadzi¢ do czynno$ci zabronionych okreslonych powyzej lub utatwia¢ takie czynnos$ci. Firma QIAGEN moze egzekwowac¢ zakazy niniejszej
Ograniczonej umowy licencyjnej w sadzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, w tym wynagrodzen
prawnikow, w odniesieniu do wszelkich dziatan, ktére bedg miaty na celu wykonanie postanowien niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej
lub praw do wiasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencyjne dostgpne sg na stronie www.giagen.com.

© 2009-2014 QIAGEN. Wszelkie prawa zastrzezone.



www.qgiagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325

Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-214416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400

Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436
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Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 ‘ ‘ ' ‘ .

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN
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