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QIAGEN Sample and Assay Technologies

A QIAGEN, élvonalbeli termékkdrrel rendelkezik az innovativ
mintafeldolgozasi és vizsgalati technoldgiak terén, lehetévé téve barmely
biologiai minta tartalmanak izolalasat és detektalasat. Korszer(i, magas
szinvonall termékeink és szolgaltatasaink biztositjak a sikert tigyfeleinknek a
mintaktol az eredmeényekig.

A QIAGEN meghatarozé az alabbi terileteken:

B DNS, RNS és fehérjék tisztitasa

¥ Nukleinsav- és fehérjevizsgalatok

¥ mikro-RNS kutatas és RNSi

¥ Mintafeldolgozasi és vizsgalati technol6giak automatizalasa

Kildetésiink, hogy On kimagaslo sikereket és tudomanyos attorést érjen el.
Tovabbi informaciokért latogasson el honlapunkra: www.giagen.com.
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A kit tartalma

artus HBV RG PCR Kit (24) (96)
Katalogusszam 4506263 4506265
Reakcidk szama 24 96
Kék  HBV RG/TM Master exie 8xi
Piros HBVRG/TMQS1*(1x10%IU/u) Q@S 200 pl 200 pl
Piros HBVRG/TMQS2*(1x10*1U/u) Q@S 200 pl 200 pl
Piros HBV RG/TM QS 3* (1 x 103 [U/ul) Qs 200l 200 pl
Piros HBV RG/TM QS 4* (1 x 102 IU/ul) Qs 200 pl 200 pl
Piros HBVRG/TMQS5*(1x 101 IU/u) Q@S 200 pl 200 pl
Zold  HBV RG/TMIC' IC 1000 pl 2 x 1000 pl
Feher voter (PCR grade) 1000yl 1000 pl

Viz (PCR mindségl)

Handbook (Kézikonyv) 1 1

* Kvantitacios standard.
T Belsd kontroll (Internal Control).

Jelmagyarazat

W A kit tartalma <N> tesztre elegendé
<N>

E Lejarat

IVD In vitro diagnosztikai orvosi eszk6z
REF Katalobgusszam

LOT Tetelszam

MAT Anyagszam
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Az artus HBV RG PCR Kit komponenseit—15°C és —30°C kdz6tt kell tarolni és
szavatossagat a jelzett lejarati id6pontig 6rzi meg. Az ismételt fagyasztas és
felolvasztas (>2 x) elkertlendd, az assay érzékenységének csdokkenése
érdekében. Amennyiben a reagnesek hasznélata nem folyamatos, akkor
alikvotokban kell azokat lefagyasztani. A tarolasuk 2—8°C-on nem haladhatja
meg az 5 oOrat.

Alkalmazasi terilet

Az artus HBV RG PCR Kit a human plazmaban Iévé hepatitis B virus (HBV)
DNS kvantifikalasara szolgalo in vitro diagnosztikai amplifikacios teszt. Ezek a
diagnosztikai teszt polimeraz lancreakcion (PCR) alapulo technolégiat hasznal
és a Rotor-Gene Q készuléekkel egyutt hasznalhato.

Korlatozasok

Minden reagens kizarolag in vitro diagnosztikaban hasznalhato.

Ezt a terméket kizardlag olyan személy hasznalhatja, aki képzett és gyakorlott
az in vitro diagnosztikai eljarasok teriletén

Az optimalis PCR-eredmények elérésehez a felhasznaloi kézikonyv pontos
kovetése szikséges.
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Figyelni kell a dobozon és minden 6sszetevd cimkéjén talalhato lejarati idokre.
Ne hasznaljon lejart reagenst.

A kitben hasznalt primerek és/vagy probak altal lefedett viralis genom célzott
régioiban Iévé potencialis mutaciok megakadalyozhatjak a patogének
jelenlétének kimutatasat. Az assay érzényesege és teljesitményadatai
rendszeresen atvizsgalasra kerulnek.

Figyelmeztetések és ovintezkedések

A vegyszerekkel végzett munka soran, mindig viseljen megfeleld laboratoriumi
kdpenyt, eldobhaté kesztyit és védészemiiveget. Tovabbi informacio
érdekében tajékozodjon a megfeleld biztonsagi adatlapokbdl (safety data
sheets, SDSs). Ezek online elérhetbek és PDF formatumban letdlthetéek a
www.giagen.com/safety oldalrél, megtekintheti és kinyomtathatja minden
egyes QIAGEN kit és kit komponens SDS lapjat.

A mintat és a vizsgalat hulladékait a helyi biztonsagi el6irasoknak megfeleléen
tavolitsa el.

Min6ség-ellendrzés

A QIAGEN ISO-mindsitést Minbségiranyitasi Rendszerének megfeleleléen,
az artus HBV RG PCR Kit minden egyes gyartasi tételét leellenérzik, hogy az
megfelel-e az eldirt paramétereknek, ezzel biztositjak a kit egyenletes és
kifogastalan min6éségét.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Bevezetés

Az artus HBV RG PCR Kit egy hasznalatkész HBV DNS-t detektalo rendszer,
mely valdsidejl polimeraz lancreakcion (QPCR) alapulo technologiat hasznal a
Rotor-Gene Q készuléken. A HBV RG/TM Master tartalmazza a reagenseket
és az enzimeket a HBV genom 134 béazisparos régiojanak specifikus
felszaporitdsahoz, valamint a specifikus amplikon kézvetlen kimutatasahoz a
Rotor Gene Q vagy Rotor-Gene 6000 Cycling Green/Z6ld, vagy a Rotor-Gene
3000 Cycling A.FAM™ fluoreszcens csatornajaban.

Emellett az artus HBV RG PCR Kit kit tartalmaz egy heterolog amplifikaciés
rendszert, amellyel felismerheték a lehetséges hibak a vizsgalati folyamat
alatt. Ezt belsé kontrollként (IC) a Rotor Gene Q, Rotor-Gene 6000 Cycling
Yellow/Sarga fluoreszcens csatornaja vagy a Rotor-Gene 3000 A.JOE™
fluoreszcens csatornaja detektalja. A HBV PCR analitikai kimutatasi hatara
(lasd “Analitikai érzékenyseég”, 8. oldal) nem csokken. A kit tartalmaz kilsé
pozitiv kontrollokat (HBV RG/TM QS 1-5), melyek lehetévé teszik a viralis
DNS mennyiségének meghatarozasat. Tovabbi informacioért, kérjik, nézze
meg az “Kvantitativ analizis” fejezetet a 20. oldalon.

Az eljaras (meghatarozas) elve

A patogeén detektalasa a patogén genom specifikus régidinak amplifikalasan
alapul, mely polimeraz lancreakciot (PCR) hasznal. Valos-ideji PCR esetén az
amplifikalt termék detektalasa fluoreszcens festék segitségeével torténik. Ezek
altalaban oligonukleotid probakhoz vannak kotve, melyek specifikusan
kapcsolodnak az amplifikalt termékhez. A PCR futas alatt a fluoreszcens
intenzitas nyomonkovetése (pl. valds-idejii PCR esetén) lehetéveé teszi a
felhalmozdédott termék detektalasat és mennyiségi meghatarozasat a
reakcidcsovek Ujbdli felnyitasa nélkil a PCR futas utan.”

Patogén informacidk

A hepatitisz B virus (HBV) tobbnyire vér és vérkészitmények atjan terjed.
Szexualis, oralis és prenatalis uton torténé fertézés is eléfordulhat azonban.
Ezt kdveti az altalanos kdzérzet romlasa beleértve az étvagytalansagot,
hanyast, gyomorproblémakat, a felnéttek 10-20%-nal eléfordulé lazat,
bérkittést, valamint reumas izlleti-és izom problémakat. 2—-14 nap elteltével
sargasag alakulhat ki, melyet viszketés kisérhet. Az 6sszes fert6zott beteg
1%-anal fordul el heveny majgyulladés. A hepatitisz B betegek 5—-10%-anal
kronikus majgyulladas alakulhat ki, mely majzsugorodashoz vagy primer
majsejt karcinomahoz vezethet.

" Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Teljesitmény jellemzdk

Analitikai érzékenység

Az artus HBV RG PCR Kit analitikai kimutatasi hatarat, valamint a tisztitasi
lépést figyelemebe vevd analitikai kimutatasi hatart (érzékenységi hataréréték)
kiértékelve allapitottak meg. A tisztitas figyelembevételével az analitikai
kimutatasi hatar megallapitasahoz HBV-pozitiv klinikai mintakat hasznaltak
egy adott extrakcios modszerrel kombinalva. Ezzel szemben az analitikai
kimutatasi hatar meghatarozasahoz nem hasznaltak klinikai mintakat és az
fuggetlen a valasztott extrakciés médszertél.

Az artus HBV RG PCR Kit analitikai érzékenységének meghatarozasahoz
névlegesen 10 és 0.0003 HBV IU/ul koncentracio kdzotti higitasi sort allitottak
0ssze az artus HBV RG PCR Kit segitségevel, amelyet Rotor-Gene
készuléken elemeztek. A vizsgalatot harom kulonb6zé napon nyolc
parhuzamos mintaval végezték. Az eredményeket probit-elemzéssel
hataroztak meg. Az artus HBV RG PCR Kit analitikai kimutatasi hatarat a
Rotor-Gene 3000-el kombinaciéban 0.02 1U/ul-ben allapitottdk meg (p = 0.05).
Ez azt jelenti, hogy a 0.02 IU/ul (HBV) 95%-0s valdszinliséggel detektalasra
kerdl.

A Rotor-Gene 3000 és a Rotor-Gene Q/6000 kozotti egyenértékliséget a
miszaki specifikaciok alapjan az analitikai teljesitmény 6sszehasonlitdsaval
erdsitették meg. Egyidejlileg, mind a két rendszeren probit-elemzést végeztek.
A Rotor-Gene Q/6000 analitikai kimutatasi hatara a Rotor-Gene 3000
megbizhatdsagi tartomanyan belil helyezkedik el. Ezért az artus HBV RG
PCR Kit a HBV DNS detektalasakor a Rotor-Gene Q/6000 készulékkel
hasonl6 érzékenységét erhetiink el.

Az artus HBV RG PCR Kit analitikai érzékenységét, figyelembe véve a
tisztitasi Iépést (QlIAamp® DSP Virus Kit), az Els6 Nemzetkozi HBV standard
(WHO) higitasi sordnak, 158 - 0.4 HBV IU/ml (nomindlis értékben) Klinikai
plazma mintakba torténé bejutatasaval (spike), majd ezek vizsgalataval
hataroztak meg. Ezen mintakat a QIlAamp DSP Virus Kit segitségével
extrakcios eljarasnak vetették ala (extrakcids térfogat: 0.5 ml, eldciés térfogat:
26 pl). Mind a hét higitast, harom kilénb6zé napon, nyolc ismétlésben
elemezték az artus HBV RG PCR Kit-el. Az eredmeényeket probit-elemzéssel
hataroztak meg. A probit-elemzés grafikai megjelenitését az 1. abra mutatja.
Az artus HBV RG PCR Kit az analitikai kimutatasi hatara — figyelembe véve a
tisztitast is — a Rotor-Gene 3000 készilékkel 3.8 IU/ml (p = 0.05). Ez azt
jelenti, hogy a 3.8 1U/ul koncentracio 95%-os valosinliséggel detektalasra
keral.
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08 0.58115 ~ 3.8 IU/ml (95%)

Kimutatasi hatar
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1. &bra: Probit-elemzés: HBV (Rotor-Gene 3000). Az artus HBV RG PCR Kit analitikai
érzékenyséege a Rotor-Gene 3000 készuléken, figyelembe véve a tisztitast (QlAamp DSP
Virus Kit, QIAGEN).

Specificitas

Az artus HBV RG PCR Kit specificitasa elsésorban és leginkabb a primerek és
probak kivalasztasan, illetve a szigorian meghatarozott reakciofeltételeken
alapul. A primereket és probakat szekvencia-6sszehasonlitasi elemzés soran
nyilvanosan hozzaférhet6 szekvenciakkal ellendrizték. Az 6sszes torzs
detektalhatésagat az adatbazis egyezéesek alapjan biztositjak. A Rotor-Gene
készuléken a PCR futasok a kovetkez6 torzsek detektalasat teszi lehetéve
(lasd 1. tablazat).

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1. tablazat: Relevans genotipusok specificitasanak tesztelése

HBV Belsé kontroll
(Cycling (Cycling
Green vagy Yellow vagy A.
Virus  Genotipus Forras A.FAM) JOE)
HBY A (USA) Teragenix* + +
HBV B (Indonesia) Teragenix i+ 0
HBV  C (Indonesia) Teragenix + +
HBV  C (Venezuela) Teragenix + +
HBV D (USA) Teragenix + +
HBV  E (Cote D’lvoire) Teragenix i+ 0
HBV  F (Venezuela) Teragenix + +
HBV G (USA) Teragenix + +
HBV  H (Nicaragua) Teragenix + +

* Teragenix Corporation, Florida, USA.

Tovabbi specificitas tesztelésére a HBV genom pre-core régioiban ismert
szekvencia kulonbségekkel rendelkezé HBV torzseket (HBV Pre-Core Mutant
Panel, Teragenix, Florida, USA) hasznaltak. A panel mind a 9 pre-core mutans
torzsei detektalhatéak az artus HBV RG PCR Kit-el.

A specificitast tovabba 100 kilénb6zé HBV negativ plazma mintaval validaltak.
Ezek nem adtak jelet a HBV specifikus primerekkel/ probakkal, melyeket a
HBV RG/TM Master mix tartalmaz.

Az artus HBV RG PCR Kit lehetséges kereszt-reaktivitasat tesztelték a 2.
tablazatban felsorolt kontroll csoportok felhasznalasaval (11. oldal). A tesztelt
pathogének egyike sem mutatott keresztreaktivitast. Nem jelent meg
keresztreaktivitas a kevert fert6zéseknél sem.

Linearis tartomany

Az artus HBV RG PCR Kit lineéris tartomanyat (analitikai méerés) a HBV
kvantitaciés standardok higitasi soraival hataroztak meg 1 x 108 1U/ul -

1 x 102 IU/ul higitasi ardnyban. A higitasi sort a WHO Els6 Nemzetkdzi HBV
DNS Standarjaval szemben kalibraltak.

Minden egyes higitast ismétlésekben teszteltek (n = 8 a 21 x 10° 1U/pl
koncentracidban; n = 16 a <1 x 10° |U/ul koncentraciéban) az
artus HBV RG PCR Kit és Rotor-Gene készilék kombindlt hasznalataval.
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2. tdblazat: A kit specificitasanak vizsgalata potencialis keresztreaktiv
atogenekkel

HBV Belsd kontroll
(Cycling Green  (Cycling Yellow
vagy Cycling vagy Cycling
Kontroll csoport A.FAM) A.JOE)

Human herpeszvirus 1

(Herpes simplex virus 1)
Human herpeszvirus 2
: . — +

(Herpes simplex virus 2)
Human herpeszvirus 3

. . — +
(Varicella-zoster virus)
Human herpeszvirus 4
(Epstein-Barr virus)
Human herpeszvirus 5 B N
(Cytomegalovirus)
Human herpeszvirus 6 - i
Human immunodeficiencia virus 1 - +
Hepatitis A virus - +
Hepatitis C virus - +
Parvovirus B19 - +
Sargalaz virus - +
Human T sejtes leukémia virus 1- _ N
es és 2-es tipus
Coxsackie virus B3 — +
Dengue virus 1-4 - +
Escherichia coli - +

Az artus HBV RG PCR Kit linearis tartomanya a 0.02 1U/ul-tél legalabb
1 x 108 IU/ul koncentraciodig terjed (2. abra).

Feltételezve, hogy a QlAamp DSP Virus Kit-et hasznaljak a DNS extrakciora,
az artus HBV RG PCR Kit altal lefedett linearis tartomany 1.1 IU/ml-t6l
legaldbb 4 x 10° IU/ml koncentracidig terjed.
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2. 4bra: Az artus HBV RG PCR Kit lineéris tartoméanya. Linearis tartomany szamitasa. Az
egyenes vonalat a szamitott koncentracio logio-ének linearis regresszidjaval hataroztak meg,
amelyet a nomindlis koncentracio a logo értéihez hasonlitottak (R?) . A regresszids egyenes
egyenletét az abra tartalmazza.

Pontossag

Az artus HBV RG PCR Kit preciziés adatai altal meghatarozhatjuk a
vizsgalatok teljes variabilitasanak 6sszegét. A teljes variabilitds a vizsgalaton
bellli variabilitasbél (intra-assay variability) (azonos koncentraciéju mintak egy
kisérletben mért eredményeinek variabilitasa), a vizsgalatok kozaotti
variabilitasbdl (inter-assay variability) (egy laboratériumon belll kildnb6z6, de
azonos tipusu készuléken, tobb operator altal végzett vizsalatok
eredményeinek variabilitdsa) és a gyartasi tételek kdzotti variabilitasbol (inter-
batch variability) (kUlonb6zd gyartasi tételek felhasznalasaval végzett
vizsgalatok eredményeinek variabilitdsa) all. A mért adatok alapjan
meghatarozasra kerilt a patogén-specifikus, illetve a belsé kontroll PCR
eredmények szérasa, varianciaja és variacios koefficiense.

sz

kvantitaciés standard (QS 5; 10 IU/ul) hasznélataval hataroztak meg. A
vizsgalatot 8 parhuzamos mintaval végezték. A pontossagi adatokat az
amplifikaciés gorbe CT-értéke alapjan hataroztak meg (Cr: kiiszébciklus, lasd
3. tablazat, 13. oldal). A kvantitativ eredmények pontossagi adatait 1U/pl
egységben hataroztdk meg a megfeleld Cr hasznalataval (4. tAblazat). A fenti
eredmeények alpjan az atfogo (0ssz) statisztikai eltérése az adott mintanak
1.29% (C+) vagy 8.99% (koncentracio), és 1.87% (Cr) a belsé kontroll
detektaldsakor. Ezek az értékek 6sszes — egyedileg meghatarozott —
variabilitasi értékek kombinacidjan alapszanak.

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3. tdblazat: Ct értékeken alapul6 pontossaga adatok

Standard Variacios
deviacié Variancia koefficiens (%)

Vizsgélaton beldli variabilitas:

HBV RG/TM QS 5 0.09 0.01 0.32

Vizsgélaton bellli variabilitas:

Bels6 kontroll 0.10 0.01 1.06

Vizsgéalatok kozotti
variabilitas: 0.14 0.02 0.49
HBV RG/TM QS 5

Vizsgalatok kozotti
variabilitas: 0.29 0.08 1.00
Belsb kontroll

Gyartasi tételek kozotti
variabilitas: 0.38 0.15 1.39
HBV RG/TM QS 5

Gyartasi tételek kozotti
variabilitas: 0.62 0.39 2.23
Belsb kontroll

Teljes variancia:

HBV RG/TM QS 5 0.36 0.13 1.29

Teljes variancia:

Belsé kontroll 0.52 0.27 1.87

4. tablazat: Kvantitativ eredményeken alapulé pontossaga adatok (1U/ul)

Standard Variacios
deviacié Variancia koefficiens (%)

Vizsgalaton beluli variabilitas:

HBV RG/TM QS 5 0.93 0.87 9.28

Vizsgalatok kozotti variabilitas:

HBV RG/TM QS 5 0.79 0.63 7.92

Gyartéasi tételek kozotti
variabilitas: 1.03 1.05 10.21
HBV RG/TM QS 5

Teljes variancia:

HBV RG/TM QS 5 0.90 0.81 8.99
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Robusztussag

Az artus HBV RG PCR Kit robosztussaganak ellenérzése lehetéve teszi a kit
teljes hibaszazalekanak meghatarozasat. A robosztussag ellenérzéséhez, 100
darab HBV negativ plazma mintat 0.05 1U/pl elcios térfogati HBV kontroll
DNS-el kezeltek (az analitikai kimutatasi hatar haromszoros koncentracioja). A
QlAamp DSP Virus Kit-el torténd extrakcidé utan (Iasd “DNS kivonas”, 18.
oldal), a mintdkat az artus HBV RG PCR Kit segitségével vizsgéaltak. Minden
HBV minta esetében a hibaszazalék 0% volt. A belsé kontroll
robosztussagananak értékelése a 100 HBV negativ plazma minta tisztitasa és
vizsgélata alapjan tortént. igy az artus HBV RG PCR Kit robosztussaga >99%.

Reprodukalhatoséag

A reprodukalhatosagi adatok lehetéve teszik az artus HBV RG PCR Kit
teljesitmény-jellemzéinek rendszeres mérését, valamint mas termékekkel
torténé hatékonysagi 6sszehasonlitast. Ezek az adatok laboratoriumi szakmai
alkalmassagi programokban torténd részvételbdl szarmaznak.

Diagnosztikai kiértékelés

Két fuggetlen laboratorium tanulmanyaban az artus HBV RG PCR Kit-et a
COBAS® TagMan® HBV Assay-el hasonlitottak dssze. Erre a célra 287
visszakereshet6 és mar meglévé plazma mintakat teszteltek.

Az artus HBV RG PCR Kit teszteléséhez a HBV DNS-t QlIAamp DSP Virus Kit-
el izolaltadk és a vizsgalatot Rotor-Gene 3000 készuléken végezték el. A
COBAS TagMan HBV Assay-el tortén6 dsszehasonlité vizsgalathoz a HBV
DNS izolalasat a gyarté elbirasainak megfeleléen végezték el. A kapott
eredmeények felhasznalasaval az artus HBV RG PCR Kit-et dsszehasonlitottak
a COBAS TagMan HBV Assay-vel.

A COBAS TagMan HBV Assay, mint referencia assay-bol gyUjtott adatokat
0sszehasonlitva, az artus HBV RG PCR Kit diagnosztikai érzékenyséege
100%, mig az dsszes plazma minta teljes egészere meghatarozott
diagnosztikai specificitas 97%. Az eredményeket az 5. tdblazat mutatja.

5. tablazat: Osszehasonlité validacios tanulmany eredményei

COBAS TagMan HBV Assay

+ - Teljes
artus HBV RG + 186 3 189
PCR Kit
— 0 98 98

A 3 nem egyezd minta tovabbi tesztelése megerésitette az artus HBV RG
PCR Kit eredményeit. Ezért abbdl lehet kiindulni, hogy az eltérés alapja az
artus HBV RG PCR Kit nagyobb érzékenysegébdl adodik.
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Mind a két rendszer kvantitativ eredményeinek 6sszefliggését lineéaris
regresszidval elemezték. Mindkét kit 6sszehasonlitasi eredményét a 3. abra
mutatja.

E 10 4
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Ry y = 1.0738x + 0.1928
> R® = 0.9556
ko)
&
T 44
.
S
&
2_
0

0 2 s 6 5 10
QIAGEN, HBV log1o koncentracie (1U/ml)

3. &bra: COBAS TagMan HBV Assay (Roche, HBV; High Pure system hasznalatra a
minta tisztitAshoz) 6sszehasonlitasa az artus HBV RG PCR Kit-el (QIAGEN, HBV;
QlAamp DSP Virus Kit hasznélatra a minta tisztitasahoz). Mind a két rendszer kvantitativ
eredményeinek dsszefliggését linearis regresszioval elemezték (5. tablazat). (Mindkét kitbdl
az eredményeket az XY tengelyen, log-log skalan abrzoltak.)

__________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
artus HBV RG PCR Kit Kézikonyv 2017/03 15



A felhasznal6 altal biztositandoé eszkdzok és
reagensek

Kémiai anyagokkal torténé munka soran mindig viseljen megfelel6
laboratériumi kdpenyt, eldobhatd kesztyit és védészemiiveget. Tovabbi
informacio érdekében tajékozodjon a megfeleld biztonsagi adatlapokbdl
(safety data sheets, SDSs), melyek a termék forgalmazaojanal elérhetbek.

B DNS izolal6 kit (lasd “DNS kivonés”, 18. oldal)
Pipettak (allithato)*

Filterrel rendelkezd steril pipetta hegyek
Vortex mixer*

Asztali centrifuga* 2 ml reakcio csoves rotorral

Rotor-Gene Q vagy Rotor-Gene készllék* Cycling Green és Cycling
Yellow vagy Cycling A.FAM és Cycling A.JOE fluoreszcens csatornakkal

Rotor-Gene Q szoftver verzié 1.7.94 (Rotor-Gene 6000 szoftver verzio
1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; Rotor-Gene 3000 szoftver verzi6 6.0.23) vagy
Ujabb

B Strip csOvek és teték, 0.1 ml, 72-well rotor hasznalatakor (kat.szam
981103 vagy 981106)

B Vagy: PCR csoévek, 0.2 ml, 36-well rotor hasznalatakor (kat.szam 981005
vagy 981008)

B Hatoblokk (Adapter blokk 72 x 0.1 ml csovek, kat.szam 9018901, vagy
Adapter blokk 96 x 0.2 ml csovek, kat.szam 9018905)

* Bizonyosodjon meg réla, hogy a készlilék a gyarté ajanlasai szerint ellenbrizve és
kalibralva legyen.
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Fontos megjegyzések

Altalanos 6vintézkedések
A felhasznalé mindig tartsa szem el6tt az alabbiakat:

Hasznaljon szlrds, steril pipettakat.

A pozitiv anyagokat (mintak, pozitiv kontrollok és amplikonok) minden
mas reagenstél elklldnitve tarolja és dolgozza fel, és a reakciomixhez
térben elkllonitett helyen adja hozza.

Olvassza fel az 6sszes komponenst szobahémérsékleten (15-25°C) a
vizsgalat el6tt.

Amikor felolvadt, keverje 6ssze a komponenseket (fel-le pipettazassal,
vagy vortex-el) és roviden centrifugélja le

Dolgozzon gyorsan és tartsa a PCR reagenseket bemérés el6tt jégen
vagy a hitéblokkban (72/96-well adapter blokk).

Minta gyiijtés, tarolas és szallitas

@ Minden mintat potencialisan fert6zott anyagként kell kezelni.

® Jelenlegi tanulmanyok alapjan az EDTA-s vagy citratos plazmat tekintik
a legmegfelel6bb minta-anyagnak a HBV detektalasahoz. Ezért az ilyen tipusu
mintak hasznalatat javasoljuk az artus HBV RG PCR Kit-hez.

Az artus HBV RG PCR Kit bels6 validalasi folyamatat human EDTA-s plazma

mintakkal végezték. Mas minta-anyag nem lett validalva. Kérjuk, kizardlag a

javasolt izolal6 kitet hasznalja (lasd “DNS kivonas”, 18. oldal) a minta
el6készitésehez.

Mas minta-anyag hasznalatakor kiildndsen a gydjtésre, szallitasra és tarolasra
vonatkozo utasitasokat szigoruan be kell tartani.

Mintagydijtés

Minden egyes veérvétel a véredények (artériak, vénak, kapillarisok) sérilését

okozhatjak. Kizarolag artalmatlan és steril anyagok hasznalhatoak. A
vérvetelre eldobhato eszkdzok alljanak rendelkezésre. A véna szurashoz nem
szabad tul vékony kapillaris tit hasznalni. Vénas vérvételt a konyodkhajlat,
alkar, vagy kézfej megfeleld részén kell elvégezni. A vért szabvanyos

mintagyjté csébe kell levenni (piros kupak, Sarsted vagy azzal megegyez6

mas gyarto csoéveébe). 5-10 ml EDTA-s vérmennyiséget kell levenni. A
csoveket kdzvetlenll a mintavétel utan meg kell forgatni (8x, ne razzuk).

@ A heparin terapiat kapo paciensek mintajat nem lehet hasznalni. (lasd

“Interferalé anyagok”, alabb).
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Minta tarolasa

A teljes vért 6 6ran belll plazmara és sejtes elemekre kell valasztani 20
perces 800-1600 x g-n torténd centrifugalassal. Az elvalasztott plazmat egy
steril polipropilén cs6be helyezzik at. Az assay érzékenysége csokkenhet, ha
a mintat rutinszerlen lefagyasztja vagy hosszabb ideig tarolja. A kapszulalt
virus DNS napokig stabil marad 4°C-on,—20°C-on val¢ tarolas esetén hetekig
is,—70°C-on torténd tarolaskor hénapokig, évekig is stabil maradhat.”

Minta szallitasa

A minta-anyag szallitasa térésallé szallitétartalyban térténjen. igy a ferté6zédés
lehetséges veszélye, valamint a minta szivargasa is elkerilhetd. A mintat a
patogén anyag helyi és nemzetkozi elbirasainak megfeleléen kell szallitani. T

A mintat 6 6ran belil szallitsuk el a feldolgozas helyére. Nem javasoljuk a
minta tarolasat a mintagydjtés helyén. Ha a minta bekuldése postai uton is
lehetséges kbvesse a jogi utasitasokat a patogen anyag szallitasara
vonatkozéan. A minta szallitasahoz futart javaslunk. A vérmintakat hiitve (2—
8°C), az elvalasztott plazmat fagyasztva (-15 to —30°C) kell szallitani.

Interferalé anyagok

Az emelkedett bilirubin szint (€15 mg/dl) és lipidek (<800 mg/dl), valamint a
hemolitikus mintak nem befolyasoljak a rendszert. A heparin (=10 IU/ml) a
PCR-t befolyasolja. Heparinos antikoagulaciés mintavételi csébe gyujtott
mintat ne dolgozzunk fel. Heparinizalt betegtél szarmazo6 mintat se hasznaljuk.

DNS kivonas

A QlAamp DSP Virus Kit (QIAGEN, kat.szam 60704) a human plazmabdl
torténd viralis DNS izolalasara validalt kit, az artus HBV RG PCR Kit-el egyuitt
hasznélatos. A viralis DNS tisztitdsat az QlAamp DSP Virus Kit
Kézikbnyvének utasitasai alapjan végezzuk.

" Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452—456.
t International Air Transport Association (IATA). Dangerous Goods Regulations.
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® A hordozé (carrier) RNS alkalmazasa kritikus az extrakcio
hatekonysagara es ennek kbvetkeztében a DNS/RNS kinyerésre. A hordozo
RNS stabilitasanak novelését a QlAamp DSP Virus Kit-el biztosithatjuk,
valamint a hordoz6 RNS feloldasahoz és tarolasahoz kdvesse a megadott
hasznalati utasitasokat (“Reagensek és pufferek elkészitése”).

@ Az artus HBV RG PCR Kit belsé kontrolljat az izolalasi eljarasban
kozvetlendl is lehet hasznalni (lasd “Belsd kontroll”, alabb). Gy6z6djon meg
arrol, hogy a negativ plazma mintat egyutt dolgozzak fel a tisztitasi Iépésben.
Az ezeknek megfelel6 belsé kontroll jelei a tisztitas értékelésének alapjaul
szolgalnak.

Belso kontroll

A belsé kontrollt (HBV RG/TM IC) a kit tartalmazza. igy lehetévé valik a
felhasznalé szamara a DNS izolalasi eljaras és a lehetséges PCR géatlas
ellenérzése. Ennek az ellenérzésére adja a belsd kontrollt az izolalando
mintahoz 0.1 pl per 1 pl eltcids térfogat aranyban. Példaul, a QlAamp DSP
Virus Kit hasznalatakor a DNS-t 60 pl Elution Buffer (AVE)-be elualjuk. Ennél
fogva el6szor 6 pl belsd kontrollt adjunk az mintahoz. A belsé kontroll
mennyisége kizarolag az elucios térfogattol fligg.

@ A belsd kontrollt és a hordozé RNS-t (lasd a “DNS kivonas” fejezetet,
18. oldal) csak a lizispuffer és a minta keverékéhez vagy kdzvetlenil a
lizispufferhez kell adni.

A belsd kontrollt ne adja hozza kdzvetlenll a mintdhoz. Ha a lizispufferhez
hozzéadta, fontos megjegyezni, hogy a belsé kontroll és lizispuffer-hordozo
RNS keverékét mindig frissen készitse el és azonnal hasznalja fel (a keverék
szobahémérseékleten, vagy hitében torténd par éranyi tarolasa is a belsé
kontroll hibajat okozza és az extrakcio hatékonysagat csokkenti).

® Kdzvetlendl ne adja hozza a mintahoz belsé kontrollt és a hordozé RNS-
t.

Hogy megbizonyosodjunk a tisztitas sikerességérdl, a tisztitas soran (QlAamp
DSP Virus Kit) Rotor-Gene Q készléken feldolgozott negativ plazma minta
belsé kontroll Ct értékének el kell érnie a Cr = 29 + 3 értéket
(Kiszob/threshold: 0.03) Az adatok szorasa a keszuilék és a tisztitas
variancigjan alapul. Magasabb érték vagy eltérés tisztitasi problémara utal.
Ebben az esetben a tisztitast kell ellenérizni és amennyiben szikséges
tovabbi alkalommal validalni. Tovabbi kérdéseivel és felmerild problémaival
kérjuk, hogy a QIAGEN technikai tamogatasahoz forduljon.

A belsé kontrollt hasznalnélhatja kizarélag a PCR inhibicié ellenérzésre is.
Ehhez a felhasznalashoz a belsé kontrollt kbzvetlenul a HBV RG/TM Master
mixhez adja, a 2b Iépésben leirt protkoll alapjan (22. oldal).
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A klUszobérték beallitdsa a PCR elemzéshez

Az optimalis koszobérték beallithsa egy adott Rotor-Gene Q késziilék és artus
RG PCR Kit kombinaciojaban tapasztalati uton térténik minden egyes egyéni
kombinécio tesztelésével, mivel ez egy relativ érték, ami a diagnosztikai
munkafolyamattdl fiigg. Kiindulasként a kiiszobértéket be lehet allitani egy
0.04 el6zetes értékre az els6 PCR futas elemzéséhez, de ezt az értéket
allitani kell a munkafolyamat kovetkez6 futasanak 6sszehasonlito
elemzéseben. A kiiszobértéket manualisan is beallithatjuk a negativ kontroll
€s negativ minta hattérzaja folé. Az atlag kdszdbérték értékei ezekbdl a
kisérletekbdl szamitva a jovobeli futasok legnagyobb részében megfelelé lesz,
azonban a felhasznalénak idénként felll kell vizsgalnia a generalt
kiszobértékeket. Az kiiszobértek altalaban 0.03-0.05 kozotti tartomanyban
fog mozogni és legfeljebb harom tizedesjegyig kell kerekiteni.

Kvantitativ analizis

A kitben 1év6 kvantifikacids standardokat (HBV RG/TM QS 1-5) el6zetesen
tisztitott mintaként kell kezelni és azzal megegyez6 térfogatban hasznalni

(20 pl). A standard gorbe Rotor-Gene készuléken torténd Iétrehozasahoz mind
az 5 kvantifikaciés standard hasznalata sziikséges és az “Edit Samples”
(Minték szerkesztése) parbeszédablakban standardkeént allitsa be a
meghatarozott koncentraciokkal (lasd készulék felhasznaldi kézikbnyve).

@ A kvantifikaciés standardok 1U/ul egységben vannak megadva.* A
standard gorbe altal meghatarozott értékeket az aldbbi egyenlet segitségével
lehet atszamolni a mintak 1U/ml értékeire:

Eredmény (IU/ul) x Ellcios térfogat (ul
Eredmény (IU/ml) y (U gat ()

Mintatérfogat (ml)

Felhivjuk figyelmét, hogy a fenti egyenletben a kezdeti minta térfogataval kell
szamolni. Ezt figyelembe kell venni, amikor a minta térfogata — kilonésen a
nukleinsav extrakcio soran — megvaltozik (pl. centrifugalasnal csokken a
térfogat vagy novekedhet a térfogat az izolalasi mennyiség elréséhez
szUkséges extra térfogat hozzaadasaval).

* A standardok az Elsé Nemzetkdzi HBV standard (WHO) hasznalatra soran lettek kalibralva.
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Protokoll: PCR és Adatelemzés

@ A kezdés elo6tti fontos lépések

B Mieldtt elkezdené az eljarast olvassa el a “Altalanos ovintézkedések”
részt, 17-Fehler! Textmarke nicht definiert.. oldal.

B Szanjon idét arra, hogy megismerje a Rotor-Gene Q készuléket miel6tt
elkezdené a protokollt. Nézze meg a készillék hasznalati utasitasat.

B PCR futasonként legalabb egy pozitiv kontroll és egy negativ kontroll
(PCR tisztasagu viz) szikséges. Standard gorbe létrehozasahoz minden
egyes PCR futashoz mind az 5 kvantifikacios standardot (HBV RG/TM
QS 1-5) hasznalja.

Teendok a kezdés elott

B Gy6z6djon meg réla, hogy a hlithetd adapter (Rotor-Gene Q készllék
tartozéka) el6h(tétt allapotban van: 2-8°C-on.

B Minden hasznalat el6tt az 6sszes reagenst teljesen fel kell olvasztani,
dssze kell keverni (ismételt fel és le pipettazassal vagy gyors
vortexeléssel), és réviden centrifugalni.

A folyamat

1. Helyezze el a kivant mennyiségii PCR csovet a hiitéblokk
adaptereibe.

2. Amennyiben a belsd kontrollt a DNS izolalasi eljaras monitorozasara
és a lehetséges PCR inhibicié ellenérzésére szeretné hasznalni,
kdvesse a 2a lépést. Ha a bels6 kontrollt kizarélag a PCR inhibicié
ellenérzésre hasznalna, kovesse a 2b Iépésben leirtakat.

2a. A bels6 kontroll mar az izolalashoz lett adva (lasd “ Bels6 kontroll”,
19. oldal). Ebben az esetben a master mixet a 6. tablazatnak
megfeleléen készitse el.

6. tablazat: Master mix készitése (Bels6 kontroll hasznalata a DNS
izolalasi eljaras monitorozasara és a lehetséges PCR inhibicio
ellenérzésére)

Mintaszam 1 12
HBV RG/TM Master 30 ul 360 pl
HBV RG/TM IC 0 pl o pl
Teljes térfogat 30 ul 360 ul
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2b. A belsé kontrollt kozvetlenul a HBV RG/TM Master mixhez kell adni.
Ebben az esetben a master mixet a 7. tablazatnak megfeleléen
készitse el.

A reakcié mix a PCR-hez sziikséges minden komponenst tartalmazza,
kivéve a mintat.

7. tdblazat: Master mix készitése (Bels6 kontroll hasznalata kizardlag
a PCR inhibicié ellenérzésére)

Mintaszam 1 12
HBV RG/TM Master 30 pl 360 pl
HBV RG/TM IC 2 ul 24l
Teljes térfogat 32 ul* 384 ul*

* A PCR assay el6készitése soran a belsé kontroll hozzaadasaval okozott
térfogatndvekedeés elhanyagolhatd. A detektal6 rendszer érzékenysége ezaltal nem
romlik.

3. Pipettazon 30 yl master mixet minden egyes PCR csébe. Majd adjon
hozza 20 pl-t a DNS minta eluatumbdl ismételt fel és le torténd
pipettazas mellett (lasd 8. tablazat). Ennek megfeleléen hasznaljon
legaldbb egy 20 pl-nyi kvantifikacios standardot (HBV RG/TM QS 1-5)
mint pozitiv kontrollt és 20 ul vizet (Water, PCR-tisztasagu) mint
negativ kontroll.

8. tAblazat: PCR assay elkészitése

Mintaszam 1 12

Master mix 30 ul 30 ul per reakcié
Minta 20 ul 20 ul per reakci6
Teljes térfogat 50 ul 50 ul per reakcié

4. Zarjale a PCR cstveket. Gy6zédjon meg rola, hogy a zarégydirii (a
Rotor-Gene Q késziilék tartozéka) a rotor tetején helyezkedik el, hogy
megakadalyozza a csovek véletlenszerii kinyilasat a futas alatt.
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5. A HBV DNS detektalasara készitsen el egy hémérséklet profilt az
alabbi Iépések alapjan.

beallitasa
A futas inditasa

DNS amplifikacio

Altalanos assay paraméterek beallitasa

A hot-start enzim kezdeti aktivalasa

Fluoreszcens csatornak érzékenységeének

4,5, 6.
7.
8.
9.

10.

abra
abra
abra

abra

abra

Minden specifikacio a Rotor-Gene Q szoftver 1.7.94 verziojahoz,
Rotor-Gene 6000 szoftver 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 verzibikhoz és a
Rotor-Gene 3000 szoftver 6.0.23 verziéjahoz ajanlott. Tovabbi
programozasi informaciot a Rotor-Gene késziilékhez annak hasznalati
utmutatéjaban talél. Ezeket a beallitasokat az illusztracidoban vastag,
fekete kerettel jeldltik. Az illusztraciok a Rotor-Gene Q késziléket
tartalmazzak. Ahol a Rotor-Gene Q 3000 készulékhez mas értékek

szikségesek, azokat a szbvegben feltlintettik.

6. El&szér nyissa meg a “New Run Wizard” Uj Futas parbeszéd ablakot
(4. abra). Pipélja be a “Locking Ring Attached” (Zaré gyiirii rogzitve)

sort és kattintson a “Next” Kovetkezé gombra.

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-\Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard |
4. dbra: Az (j futas parbeszédablak.
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7. Valassza a PCR-hez a 50 (ul) reakcio6 térfogatot és kattintson a “Next”

(Kovetkez6) gombra (5. abra).

New Run Wizard

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

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.

Operator : I[_[se,
MNotes :

Reaction |50 T |
Volume [pL} 2=

Sample Layout: | [1.2.3..

Skip Wizard I << Back

5. abra: Assay paraméterek altalanos beallitasa.

8. Kattintson az “Edit Profile” (Profil szerkesztése) gombra a “New Run
Wizard” (Uj futas varazsld) parbeszédablakban (6. abra), és
programozza a hémérsékleti profilt, amint azt a 6-8. abra mutatja.

New Run Wizard x|
Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
A A A item for help. You
[ can also click on a
combo box to display
ke alalalilalalalalalatalalalalalalaly - helplaauut ’tt:
1 available settings.
Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
G 470n 510 5
Velow 50mm 55w 5 _ Ea. |
Or 585 E10) 5 i I
Red &% G60nm 5 SR
Crimson  680nm  710hp 7 Remove |
Reset Defaults I
2 | 3
SkipWizad | <<Back
6. abra: Profil szerkesztése.
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M Edit Profile X

7 . 8 W @
Mew Open Save As Help
The run will take approximately 107 minute(s) to complete. The araph below represents the un to be performed :

ycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...

Remove |

Hold Temperature: g5 I deq

2- Hold Time : 10 Imins 0 |secs
3
7. abra: Hot-start enzim kezdeti aktivalasa.
M Edit Profile X
@ . ¥ & @
New Open Save As Help

The run will take approximately 107 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

1 Insert after...
=
Insert before...

Remove
his cycle repeat{ -45 -time s)
2 [ fsl

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

ﬂ Timed Step LI
55 deg ) 95 deq. for 15 secs
3 30 second-s Fi |
Acquiring to Cycling &

on Green, Yellow

[~ Long Range 55 deq. for 30 secs
[~ Touchdown i

4 ]

6

8. &bra: DNS amplifikalas. Megjegyzés: a Rotor-Gene 3000 késziléken a szoftver a
fluoreszcens festéket “FAM/Sybr, JOE"-ként fogja definialni.

A fluoreszcens csatornak érzékelési tartomanyat a PCR-cstvekben
taldlhato fluoreszcencia intenzitasa alapjan kell meghatarozni.
Kattintson a “Gain Optimisation” (Nyereség/Erdsités optimalizalas)
gombra a,New Run Wizard” parbeszédablakban (lasd 6. abra) majd
nyissa meg az “Auto-Gain Optimisation Setup” (Automatikus
jeloptimalizalas beallitasa) parbeszédablakot. Allitsa a kalibracios
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hémérsékletet 55 (“degree”; fokra), hogy megegyezzen az
amplifikaciés program “annealing” homérsékletével (9. abra).

Auto-Gain Optimisation Setup @

O ptimisation :

a3 Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
% 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 taI 55 ill degrees. : 1
Dptimise All | Optimise Acquiring

I~ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
[~ Perform Optimisation At 55 Degrees At Beginning Of Fun

Channel Settings : :

| vl Add... |

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... |

Green 1 5] 10 KT

Yelow 1 5F| 10F| 10 10 Remove |
Remove Al I

< >

2 ' Manual... Close Help

9. &bra: A fluoreszcens csatorna érzékenységének bedllitasa. Megjegyzés: a Rotor-
Gene 3000 készuléken a szoftver a fluoreszcens festéket “FAM/Sybr, JOE”-ként fogja
definialni.
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10. A csatorna kalibraciéval meghatarozott értékek automatikusan
mentésre kerlilnek és a programozasi eljaras utols6 meni ablakaban
vannak listazva (10. &bra). Kattintson a “ Start Run” (Futtatas inditasa)
gombra.

Mewy Run Wizard x|

Summary :
Setting [ Value |
Green Gain 5
Yellow Gain 5
Fotor 724ell Rotor
Sample Layout 1.2.3....
Reaction Yolume (in microliters] 50

Onee you've confitmed that your un settings are correct, click Start Run to Save Template ’
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skipwizard |  <cBack |

10. &bra: Futtatas inditdsa. Megjegyzés: a Rotor-Gene 3000 késziléken a szoftver a
fluoreszcens festéket “FAM/Sybr, JOE"-ként fogja definialni.

11. Miutan a futas befejez6dott elemezze az adatokat. A kovetkezo
eredmények (11a, 11b és 11c) lehetségesek.

Példak pozitiv és negativ PCR reakciora a 11. abran és a 12. abran
lathatoak.

1la. A jel detektalasa a “Cycling Green” fluoreszcens csatornaban
tortenik.
A vizsgalat eredménye pozitiv: a minta HBV DNS-t tartalmaz.

Ebben az esetben a jel detektalasa a “Cycling Yellow” csatornaban
elhanyagolhaté, mig a HBV DNS kezdeti magas koncentracioja (pozitiv jel
a “Cycling Green” csatornaban) a belsé kontroll fluoreszcens jelének
csOkkenését vagy hianyat eredményezheti a “Cycling Yellow” csatornaban
(kompeticio).

®Megjegyzés: a Rotor-Gene 3000 késziléken a pozitiv jelet detektald
csatorna Cycling A.FAM és a belsé kontrollt detektal6 csatorna a Cycling
A.JOE.
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11b. A “Cycling Green” fluoreszcens csatornaban nincs detektalt jel.
Ugyanakkor, ezzel egyidében megjelenik a belsé kontroll
fluoreszcens jele a “Cycling Yellow” csatornaban.
A mintdban HBV DNS nem detektalhato. Negativnak tekinthetd.

A negativ HBV PCR esetében a belsd kontroll detektalt jele alapjan
kizarhaté a PCR gatlas lehet6sége.

® Megjegyzés: a Rotor-Gene 3000 Cycling A.JOE csatornaja a belsé
kontroll detektalasara szolgald, mig a jel hidnyat a Cycling A.FAM
csatornaban érzekeljik.

11c. Nincs detektalt jel a “Cycling Green” vagy a “Cycling Yellow”
csatornaban. Nem lehet eredményre kdvetkeztetni.

A hibaforrasokat és ezek megoldaséara vonatkoz¢é informéacidkat a

“Hibaelharitasi atmutatéban” talalja, 30. oldal.

@ Megjegyzés: a Rotor-Gene 3000 készllék relevans csatornai Cycling
A.FAM és Cycling A.JOE.
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11. abra: Kvantifikacios standardok detektalasa (HBV RG/TM QS 1-5) a
“Cycling Green” fluoreszcens csatornaban. NTC: Templat nélkili kontroll (negativ
kontroll).
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12. 4bra: Bels6 kontroll detektalasa (IC) a “Cycling Yellow” fluoreszcens
csatornajaban a kvantifikacids standardok (HBV RG/TM QS 1-5) egyidejii
amplifikalaséaval. NTC: Templat nélkili kontroll (negativ kontroll).
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Hibaelharitasi utmutatoé

rrrrr

megoldasa esetén. Tovabbi informacidért latogasson el a Miiszaki Tamogatoi
Kdzpontunk “Frequently Asked Questions” (FAQ; Gyakran ismételt kérdesek)
oldalara: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. A QIAGEN Technikai
Szolgalatal lévé kutatok a szivesen valaszolnak kulonb6z6 kérdésekre és/vagy
a kézikdnyvben talalhaté protokolokra iranyuld megkeresésekre, valamint
egyéb minta és detektal6 technoldgidkkal kapcsolatos kérdésekre (az
elérhetéségekhez latogasson el www.giagen.com weboldalra).

Megjegyzések és javaslatok

Nincs detektalt jel a pozitiv kontrollokban (HBV RG/TM QS 1-5) a
“Cycling Green” vagy “Cycling A.FAM” fluoreszcens csatornakban.

a) A PCR adatok
elemzéséhez
valasztott fluoreszcens
csatorna nem felel
meg a protokollnak

® Az adatelemzéshez valassza ki a “Cycling
Green” vagy “Cycling A.FAM” fluoreszcens
csatornat a HBV analitikai PCR-hez és “Cycling
Yellow” vagy “Cycling A.JOE” fluoreszcens
csatornat a belsé kontroll PCR -hez.

b) A Rotor-Gene
készulék hémérseklet
profiljanak helytelen
programozasa

® Hasonlitsa 6ssze a hdmeérséklet profilt a
protokollal. Lasd “Protokoll: PCR és
Adatelemzés”, 21. oldal.

c) PCR reakci6 helytelen

konfiguralasa @ Ellendrizze a munkalépéseket a

pipettazasi vazlat alapjan és ismételje meg a
PCR futtatast, amennyiben sziikséges. Lasd
“Protokoll: PCR és Adatelemzés”, 21. oldal.

d) A kit egy vagy t6bb
Osszetevjének a
tarolasi kérilménye
nem a “Reagensek
tarolasa és kezelése”
részben leirt
Utmutatasok szerint
tortént (5. oldal)

e) Az artus HBV RG PCR
Kit lejart

@ Ellen6rizze a reagensek tarolasi
korilmeényét és a lejarati idejét (Lasd a kit
jelzése alapjan) és hasznaljon (j kitet, ha
szlikséges.

® Ellenérizze a reagensek tarolasi
kordlményét és a lejarati idejét (Lasd a kit
jelzéseinél) és hasznaljon Uj kitet, ha
szlikséges.
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Megjegyzések és javaslatok

A “Cycling Yellow” vagy “Cycling A.JOE” fluoreszcens csatornaban a
QIAamp DSP Virus Kit segitsegével tisztitott negativ plazma minta
belsé kontroll jele gyenge vagy egyaltalan nem detektalhato (Cr=29 +
3; threshold, 0.03), ezzel egyidejlileg azonban a “Cycling Green” vagy
“Cycling A.FAM “csatornaban jel detektalhato.

a) A PCR koridlményei
nem felelnek meg a
protokollnak

® Ellenérizze a PCR koértulményeket (lasd
fentebb) és ismételje meg a PCR futtatast a
helyes bedllitAsokkal, amennyiben szikséges.

A PCR gétolt
b) CR gato ® Bizonyosodjon meg réla, hogy a javasolt

izolal6 modszert hasznalta és pontosan kovette
a gyartd utasitasait.

) gzNgx;rlsgcszlzoeftoran a ® Amennyiben a bels6 kontroll hozza lett
adva az extrakciohoz, a belsé kontroll meglévé
jele utalhat a DNS elvesztésére az extrakcios
lépés alatt. Gy6z6djon meg arrdl, hogy a
javasolt izolalasi médszer szerint jart el (lasd
“DNS kivonas”, 18. oldal) és pontosan kovette
a gyarté utasitasait.

d) A kit egy vagy tobb
Osszetevjének a
tarolasi korilménye
nem a “Tarolas”
fejezetben leirt
Utmutatasok szerint
tortént (5. oldal)

e) Az artus HBV RG PCR
Kit lejart

® Kérjuk, ellenbrizze a tarolasi
korilményeket és a reagensek lejarati datumat
(lasd a kit jelzéseinél), hasznaljon Uj kitet,
amennyiben szikséges.

® Ellen6rizze a reagensek tarolasi
korilmeényét és a lejarati idejét (Lasd a kit
jelzése alapjan) és hasznaljon (j kitet, ha
szlikséges.
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Megjegyzések és javaslatok

Az analitikai PCR “Cycling Green” vagy “Cycling A.FAM * fluoreszcens
csatornaban detektalt jel a negativ kontrollok esetén.

a) Szennyez6dés tortént
a PCR el6készitése
soran

® Ismételje meg a PCR futast insmétlésben
Uj reagensekkel.

® Amennyiben lehetséges, zéarja le a PCR
csovet kézvetlendl a vizsgalati minta
hozzaadésa utan.

® A pozitiv kontrollt szigordan a végeén
pipettazza az elegyhez.

® Gyb6z6djon meg réla, hogy a munkafelilet
és a készulékek tisztitasa rendszeresen
megtorténik.

b) Szennyezddés tortént

az extrakcié Soran @ Ismételje meg az extrakciot és a PCR

futast a vizsgalni kivant mintaval Uj reagenseket
hasznalva.

@ Gyb6zo6djon meg réla, hogy a munkafeltlet
€s a készulékek tisztitasa rendszeresen
megtorténik.
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Referenciak

A QIAGEN a QIAGEN termékeket felhasznal6 tudoméanyos publikaciokbol
kitejedt, naprakész online adatbazist tart fenn. Atfogd keresési lehetéséget
kinal, hogy megtalalja a szukséges kdzlemeényt, akar egy egyszerl kulcsszora
vagy specifikus alkalmazéasra, kutatasi tertletre, vagy cimre stb. keres ra.

A teljes referencia listahoz latogasson el a QIAGEN Referencia
Adatbazisahoz, www.giagen.com/RefDB/search.asp vagy lépjen kapcsolatba

a QIAGEN Technikai Segitségnyujtassal vagy a helyi forgalmazodval.
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Rendelési informdcidk

Termeék A kit tartalma Kat.szam
artus HBV RG PCR Kit For 24 reactions: Master, 4506263
(24) 5 Quantitation Standards, Internal

Control, Water (PCR grade)
artus HBV RG PCR Kit For 96 reactions: Master, 4506265
(96) 5 Quantitation Standards, Internal

Control, Water (PCR grade)

QIAamp DSP Virus Kit — for purification of viral nucleic acids
from human plasma for in vitro diagnostic purposes

QlAamp DSP Virus Kit  For 50 preps: QlAamp MinElute® Spin 60704
Columns, Buffers, Reagents, Tubes,
Column Extenders, and
VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx — for IVD-validated real-time PCR
analysis in clinical applications

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cycler with 5 channels 9002023
5plex System (green, yellow, orange, red, crimson),

laptop computer, software,

accessories, 1-year warranty on parts

and labor, installation and training

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cycler with 5 channels 9002022
5plex Platform (green, yellow, orange, red, crimson),

laptop computer, software,

accessories, 1-year warranty on parts

and labor, installation and training not

included
Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cycler and High 9002033
5plex HRM System Resolution Melt analyzer with

5 channels (green, yellow, orange, red,
crimson) plus HRM channel, laptop
computer, software, accessories, 1-
year warranty on parts and labor,
installation and training
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Termék

A kit tartalma

Kat.szam

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex System

Rotor-Gene Q MDx
2plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM System

Real-time PCR cycler and High
Resolution Melt analyzer with

5 channels (green, yellow, orange, red,
crimson) plus HRM channel, laptop
computer, software, accessories, 1-
year warranty on parts and labor,
installation and training not included

Real-time PCR instrument with

6 channels (blue, green, yellow,
orange, red, crimson), including laptop
computer, software, accessories, 1-
year warranty on parts and labor,
installation and training

Real-time PCR instrument with

6 channels (blue, green, yellow,
orange, red, crimson), including laptop
comptuer, software, accessories, 1-
year warranty on parts and labor,
installation and training not included

Real-time PCR cycler with 2 channels
(green, yellow), laptop computer,
software, accessories, 1-year warranty
on parts and labor, installation and
training

Real-time PCR cycler and High
Resolution Melt analyzer with

2 channels (green, yellow) plus HRM
channel, laptop computer, software,
accessories, 1-year warranty on parts
and labor, installation and training not
included

Real-time PCR cycler and High
Resolution Melt analyzer with

2 channels (green, yellow) plus HRM
channel, laptop computer, software,
accessories, 1-year warranty on parts
and labor, installation and training
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Termék A kit tartalma Kat.szam

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cycler and High 9002012
2plex HRM Platform Resolution Melt analyzer with

2 channels (green, yellow) plus HRM

channel, laptop computer, software,

accessories, 1-year warranty on parts

and labor, installation and training not

included

Rotor-Gene Q — for outstanding performance in real-time
PCR

Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR cycler with 5 channels 9001640
System (green, yellow, orange, red, crimson),

laptop computer, software,

accessories, 1-year warranty on parts

and labor, installation and training

Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR cycler with 5 channels 9001570
Platform (green, yellow, orange, red, crimson),

laptop computer, software,

accessories, 1-year warranty on parts

and labor, installation and training not

included
Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR cycler and High 9001650
HRM System Resolution Melt analyzer with

5 channels (green, yellow, orange, red,
crimson) plus HRM channel, laptop
computer, software, accessories, 1-
year warranty on parts and labor,
installation and training

Rotor-Gene Q 5plex Real-time PCR cycler and High 9001580
HRM Platform Resolution Melt analyzer with

5 channels (green, yellow, orange, red,

crimson) plus HRM channel, laptop

computer, software, accessories, 1-

year warranty on parts and labor,

installation and training not included

Rotor-Gene Q 6plex Real-time PCR instrument with 9001660
System 6 channels (blue, green, yellow,

orange, red, crimson), including laptop

computer, software, accessories, 1-

year warranty on parts and labor,

installation and training
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Termék A kit tartalma Kat.szam

Rotor-Gene Q 6plex Real-time PCR instrument with 9001590
Platform 6 channels (blue, green, yellow,

orange, red, crimson), including laptop

computer, software, accessories, 1-

year warranty on parts and labor,

installation and training not included

Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cycler with 2 channels 9001620
System (green, yellow), laptop computer,

software, accessories, 1-year warranty

on parts and labor, installation and

training
Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cycler and High 9001550
Platform Resolution Melt analyzer with

2 channels (green, yellow) plus HRM
channel, laptop computer, software,

accessories, 1-year warranty on parts
and labor, installation and training not

included
Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cycler and High 9001630
HRM System Resolution Melt analyzer with

2 channels (green, yellow) plus HRM
channel, laptop computer, software,
accessories, 1-year warranty on parts
and labor, installation and training

Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cycler and High 9001560
HRM Platform Resolution Melt analyzer with

2 channels (green, yellow) plus HRM

channel, laptop computer, software,

accessories, 1-year warranty on parts

and labor, installation and training not

included

Rotor-Gene Q accessories

Loading Block 72 x Aluminum block for manual reaction 9018901
0.1 ml Tubes setup with a single-channel pipet in

72 x 0.1 ml tubes
Loading Block 96 x Aluminum block for manual reaction 9018905
0.2 ml Tubes set-up in a standard 8 x 12 array using

96 x 0.2 ml tubes
Strip Tubes and Caps, 250 strips of 4 tubes and caps for 981103
0.1 ml (250) 1000 reactions
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Termék A kit tartalma Kat.szam

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 strips of 4 tubes and caps for 981106

0.1 ml (2500) 10,000 reactions

PCR Tubes, 0.2 ml 1000 thin-walled tubes for 1000 981005
(1000) reactions

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 thin-walled tubes for 981008
(10000) 1000 reactions

A naprakész licensz informaciokeért és a termék specifikus nyilatkozatokért
tanulmanyozza at a megfelel6 QIAGEN kit kézikonyvét. A QIAGEN kitek
kézikdnyvei és hasznalati Gtmutatoi a www.giagen.com oldalon
megtalalhatéak vagy a QIAGEN Technikai szolgalatatol vagy a helyi
forgalmazétol kerhetdk.
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Ennek a terméknek a megvasarlasa feljogositja a vevét a kit human in vitro diagnosztikai szolgaltatas teljesitményszinten valé hasznalatra. A
véasarlassal megszerzett hasznalati jogon kivil semmilyen altalanos szabadalmi vagy barmilyen mas licensz engedélyre nem jogosit ez a
megallapodas.

Védjegyek: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, JOE™, SYBR®
(Life Technologies Corporation).

Az artus HBV RG PCR Kit és a QIAamp DSP Virus Kit az 98/79/EC Eurdpai In Vitro Diagnosztikai Direktiva szerint CE jelléssel ellatott
diagnosztiai kitek. Nem minden orszagban elérhetok.

Korlatozott Licensz megallapodas
Az artus HBV RG PCR Kit terméknek a hasznalataval barmely a kit-et beszerzé és hasznalé kinyilvanitja beleegyezését a kdvetkez6 feltételekbe:

1. Azartus HBV RG PCR Kit a hozza adott artus HBV RG PCR Kit Handbook-ban szereplé protokollokkal 6sszhangban és csak a készletben
talalhat6 elemekkel egyiitt hasznalhat6. A QIAGEN valamennyi szellemi tulajdonjoga alapjan nem jarul hozza, hogy felhasznaljak és
beleépitsék a készletben Iév6 elemeket a készletben nem megtalalhatd elemekkel, kivéve abban az esetben, ha az szerepel a termékhez
biztositott artus HBV RG PCR Kit Handbook-ban és a www.giagen.com oldalrél elérhetd protokollokban.

A kifejezett licenszeken kivil a QIAGEN nem vallal garanciat arra, hogy ez a készlet és/vagy ennek hasznéalata harmadik fél jogait nem sérti
A kit és 0sszetevdinek licensze csak egyszeri hasznalatra érvényes, nem szabad azt Ujra felhasznalni, feldjitani vagy Ujra értékesiteni.

A QIAGEN egyértelm(ien elutasit minden mas (kifejezett vagy hallgatdlagosan beleértett) licenszet, amelyet kilén nem nyilvanitott ki.

a > 0N

A kit vevéje és felhasznaldja elfogadja, hogy sem 6 maga nem teszi és senki masnak sem engedélyez semmilyen lépést, amely a fenti
pontokban tiltott cselekményre vezet vagy elésegiti azt. A korlatozott licenc egyezménybe foglalt korlatozasokat a QIAGEN barmely
bir6sagon keresztiil érvényesitheti, tovabba a licensz megszegdjét a nyomozati és birdsagi eljaras teljes koltségének megtéritésére
kotelezheti, beleértve az tigyvédi dijakat is abban az eljarasban, amelynek célja a korlatozott licensz, valamint a kit-hez és 6sszetevbihez
kapcsol6do szellemi tulajdonjog betartatasa.

A legfrissebb licensz feltételekért latogassa meg a www.giagen.com honlapot.

© 2009-2014 QIAGEN, minden jog fenntartva.
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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 0800-914416 = 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

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602

Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

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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