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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN yra pirmaujanti novatorisky méginiy ir tyrimy technologijy, leidZianciy
iSskirti ir aptikti bet kokiy biologiniy meginiy turinj, tiekéja. Masy pazangas,
aukstos kokybés produktai ir paslaugos uZztikrina s€kme nuo meginio

iki rezultato.

QIAGEN nustato standartus Siose srityse:

B DNR, RNR ir baltymy gryninimas

M Nukleortgs¢iy ir baltymy tyrimai

B MikroRNR tyrimai ir RNR interferencija

B Méginiy ir tyrimy technologijy automatizavimas

Masy tikslas — suteikti galimybe jums sékmingai dirbti ir pasiekti laiméjimy.
Daugiau informacijos rasite svetainéje www.giagen.com.
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Rinkinio turinys

,artus HCV RG RT-PCR Kit" (24) (96)
Katalogo Nr. 4518263 4518265
Reakcijy skaicius 24 96

2x12 8x12
reakcijy reakcijy

2x12 8x12
reakcijy reakcijy

Mélyna Hep. C Virus RG Master A

Violetiné Hep. C Virus RG Master B

Raudona Hep. C Virus RG QS 1* (10* IU/ul) QS 200 pl 200 pl
Raudona Hep. C Virus RG QS 2* (103 IU/ul) QS 200 pl 200 pl
Raudona Hep. C Virus RG QS 3* (102 IU/ul) @S 200 200 pl
Raudona Hep. C Virus RG QS 4* (10* lU/ul) QS 200 pl 200 pl
Zalia Hep. C Virus RG ICt Ic 1000 pl 2 x 1000 pl
Balta Vanduo (PGR klasés) 1000 pl 1000 pl

Vadovas 1 1

* Kiekybinés analizés etaloninis tirpalas.
T Vidiné kontroliné medziaga.

Simboliali
W Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> testams
<N> atlikti

E Tinka naudoti iki

IVD In vitro diagnostikos medicinos prietaisas

REF Katalogo numeris

LOT Partijos numeris

MAT Medziagos numeris
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COMP Komponentai

CONT Sudétyje yra

NUM Numeris

GTIN Visuotinis prekés numeris

/ﬂ/ Temperatlros apribojimai
u Gamintojas

E]:i: Zr. naudojimo instrukcijas
@ Svarbi pastaba
Laikymas

,<artus HCV RG RT-PCR Kit“ komponentus reikia laikyti temperataroje

nuo —30 iki —15 °C; jie yra stabilUs iki ant etiketés nurodytos tinkamumo datos.
Reikia vengti pakartotinai atSildyti ir uzSaldyti (>2 x), nes tai gali sumazinti
tyrimo jautrumag. Jei reagentai bus naudojami tik retkarciais, juos reikia
uzSaldyti alikvotinémis dalimis. Laikyti 2—8 °C temperaturoje reikia ne ilgiau
kaip 5 valandas.

Numatytoji paskirtis

,<artus HCV RG RT-PCR Kit* yra ,in vitro“ nukleortg&ciy amplifikacijos testas,
skirtas hepatito C viruso (HCV) RNR kiekiui Zzmogaus plazmoje nustatyti.
Siame diagnostiniy testy rinkinyje naudojama atvirkstinés transkripcijos
polimeraziné grandininé reakcija (AT-PGR); rinkinys konfiglruotas naudoti su
,Rotor-Gene Q" instrumentais. Naudojant testg HCV RNR galima kiekybiskai
jvertinti 65—1 x 10° HCV IU/ml intervale.

® »=artus HCV RG RT-PCR Kit* negalima naudoti su ,Rotor-Gene Q 2plex”
instrumentais.
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~=artus HCV RG RT-PCR Kit* skirtas naudoti kartu atsizvelgiant j klinikinius
simptomus ir kitus ligos prognozés laboratorinius Zymenis ir naudoti kaip
pagalbine priemone vertinant viruso atsakg j antiretrovirusinj gydyma, kai
matuojamas HCV RNR lygio pokytis EDTA plazmoje. ,artus HCV RG RT-PCR
Kit“ néra skirtas naudoti HCV atrankinés patikros tikslais arba kaip diagnostinis
testas esamai HCV infekcijai patvirtinti.

Produkto naudojimo apribojimai
Visi reagentai gali bati naudojami tik ,in vitro“ diagnostikai.

Produktg turi naudoti tik personalas, specialiai iSmokytas atlikti ,in vitro*
diagnostines procedidras.

Optimaliems PGR rezultatams uztikrinti reikia grieztai laikytis naudotojo
vadovo nurodymy.

Reikia atkreipti démesj j tinkamumo datas, iSspausdintas ant dézutés ir visy
komponenty etike€iy. Nenaudokite komponenty, kuriy galiojimo laikas baigeési.

Nors mutacijos pasireiSkia retai, taCiau dél jy ypac€ atspariose viruso genomo,
su kuriuo naudojami rinkinio pradmenys ir (arba) zondai, srityse gali nepavykti
nustatyti kiekio arba aptikti viruso buvimo Siais atvejais. Tyrimo pagrjstumo ir
veikimo duomenys reguliariai perzitrimi.

Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota kokybés valdymo sistema, kiekviena
.artus HCV RG RT-PCR Kit* partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas,
siekiant nuolat iSlaikyti produkty kokybe.

Ispéjimai ir atsargumo priemoneés

Dirbdami su cheminémis medziagomis, visada devékite tinkamg laboratorinj
chalatg, muvekite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius.
Daugiau informacijos rasite atitinkamuose saugos duomeny lapuose (safety
data sheets, SDS). Juos patogiu ir kompaktiSku PDF formatu rasite interneto
svetainéje www.giagen.com/safety. Cia galite rasti, perskaityti ir iSsispausdinti
kiekvieno QIAGEN® rinkinio ir rinkinio komponento SDS.

Meéginiy ir tyrimy atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy saugos reikalavimy.
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Jvadas

,artus HCV RG RT-PCR Kit“ sudétyje yra paruosta naudoti sistema, skirta aptikti
HCV viruso RNR, naudojant polimerazine grandinine reakcijg (PGR), naudojant
.Rotor-Gene Q" instrumentus. ,Hep. C Virus RG Master A“ ir ,Hep. C Virus RG
Master B* pagrindiniuose miSiniuose yra reagenty ir fermenty, skirty atvirkstinei
transkripcijai ir specifinei HCV genomo 240 bp regiono amplifikacijai bei
tiesioginiam specifinio amplikono nustatymui ,Rotor-Gene Q MDx",

~-Rotor-Gene Q“ arba ,,Rotor-Gene 6000 fluorescenciniame kanale

,Cycling Green* (zalias ciklas) arba ,Rotor-Gene 3000 fluorescenciniame kanale
,Cycling A FAM™* (A FAM™ ciklas) (Saltinis 470 nm, detektorius 510 nm).

Be to, ,artus HCV RG RT-PCR Kit* sudétyje taip pat yra antra heterologinés
amplifikacijos sistema, skirta galimam PGR slopinimui nustatyti. Jis
aptinkamas kaip vidiné kontroliné medziaga (internal control, IC)
~Rotor-Gene Q MDx", ,Rotor-Gene Q" arba ,Rotor-Gene 6000
fluorescenciniame kanale ,,Cycling Orange* (oranzinis ciklas) arba
.,Rotor-Gene 3000* fluorescenciniame kanale A.ROX™ (Saltinis 585 nm,
detektorius 610 nm). Analitineés HCV AT-PGR aptikimo riba (zr. ,,Analitinis
jautris“, 8 psl.) nesumazéja. Tiekiamos iSorinés teigiamos kontrolinés
medziagos (Hep. C Virus RG QS 1-4), kurios leidzia nustatyti viruso RNR
kiekj. Daugiau informacijos zr. ,Kiekio nustatymas®, 21 psl.

Principas

Patogeny aptikimas taikant polimerazine grandinine reakcijg (PGR) pagrjstas
specifiniy patogeno genomo regiony amplifikacija. Taikant realiojo laiko PGR,
amplifikuotas produktas aptinkamas naudojant fluorescencinius dazus. Jie
paprastai yra susije su oligonukleotidiniais zondais, kurie specifiSkai jungiasi su
amplifikuotu produktu. Fluorescencijos intensyvumo PGR tyrimy serijos metu
(t. y. realiu-laiku) stebéjimas leidzia aptikti besikaupiantj produktg ir nustatyti jo
kiekj, po PGR procedlros pakartotinai neatidarant reakcijos mégintuveéliy.*

Informacija apie patogena

Hepatitas C — tai kepeny uzdegimas, kurj sukelia to paties pavadinimo virusas.
PrieSingai nei kiti hepatito virusai A, B, D arba E, hepatito C viruso (HCV) infekcija
daugeliu atvejy sukelia létine kepeny liga. HCV infekcija daznai nerodo jokiy
simptomy palyginti ilgg laikg. Dél Sios priezasties daugelis pacienty nezino, kad
yra infekuoti HCV. Taciau gydymas yra veiksmingiausias ankstyvaisiais ligos
etapais. Siuo metu vienintelis jrodytas, veiksmingas gydymas interferonu o
(derinant su ribavirinu). Taciau taip pat zinoma, kad tik kai kurie létiniu hepatitu C
sergantys pacientai reaguoja j gydymg interferonu. Todél tam tikromis
aplinkybémis Sis brangus ligoniy gydymas gali bati netinkamas ir turéti sunky
Salutinj poveikj, pvz., imuninés sistemos susilpnéjimas, dél kurios paiméja

(pvz., lapy pusleliné, juostiné pasleling).

* Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Darbinés charakteristikos

Analitinis jautris

Siekiant nustatyti analitinj ,artus HCV RG RT-PCR Kit" jautrj, standartiné
skiedimo serija buvo nustatyta nuo 10 [U/pl iki nominaliy 0,0316 1U/ul in vitro
transkribuoty RNR kopijy ir buvo analizuojama naudojant ,artus HCV RG
RT-PCR Kit“. Testas buvo atliekamas 3 skirtingas dienas 8 kartotiniais
tyrimais. Rezultatai buvo nustatomi taikant statistine ,probit* analize.

»=artus HCV RG RT-PCR Kit* analitinio aptikimo riba yra 0,19 1U/ul (p = 0,05).
Tai reiSkia, kad yra 95 % tikimybé, kad bus aptikta 0,19 1U/ml.

,artus HCV RG RT-PCR Kit* analitinis jautris jvertinant gryninimg (,QlAamp®
DSP Virus Kit*) ,Rotor-Gene" instrumentuose buvo nustatytas naudojant serijg
WHO tarptautiniy HCV RNR etaloniniy tirpaly nuo 500 iki vardinés 5 HCV
[U/ml praturtinty klinikiniy plazmos méginiy. Buvo atliktas jy RNR
ekstrahavimas naudojant ,QlAamp DSP Virus Kit* (ekstrahuotas taris: 0,5 ml,
eliuavimo taris: 25 pl). Kiekvienas i$ 9 skiediniy buvo iSanalizuotas naudojant
»=artus HCV RG RT-PCR Kit* 3 skirtingas dienas 8 kartotiniais tyrimais.
Rezultatai buvo nustatomi taikant statistine ,probit® analize. Grafiné ,probit”
analizés iliustracija pateikta 1 pav. Analitiné aptikimo riba jvertinus ,artus HCV
RG RT-PCR Kit“ gryninimg kartu su ,Rotor-Gene* instrumentais yra 33,6 1U/ml
(p = 0,05). Tai reiSkia, kad yra 95 % tikimybé, kad bus aptikta 33,6 1U/ml.

10 -
95%

08 | 1,52617 ~ 33,6 IU/mI (95 %)

(22,629-71,896)

06 4

Proporcijos

04 -

02 +

=)
[:=)

1 0 ! 2 log (dozé) °

1 pav. ,,Probit“ analizé: HCV (,,Rotor-Gene 3000"). ,artus HCV RG RT-PCR Kit",
naudojamo su ,Rotor-Gene 3000 analitinis jautris jvertinus gryninimag (,QIAamp DSP Virus
Kit“, QIAGEN).
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SpecifiSkumas

,<artus HCV RG RT-PCR Kit" specifiSkumas yra visy pirma ir geriausiai
uztikrinamas parenkant pradmenis ir zondus, taip pat parenkant grieztas
reakcijos sglygas. Pradmenys ir zondai buvo patikrinti, ar néra galimos
homologijos visoms geny bankuose paskelbtoms sekoms, taikant sekos
lyginamajg analize. Taigi visy reikiamy potipiy ir genotipy aptikimas buvo
uztikrinamas.

Be to, specifiSkumas buvo patvirtinamas naudojant 100 skirtingy HCV neigiamy

plazmos meginiy. Jie neteiké jokiy signaly naudojant HCV specifinius
pradmenis ir zondus, kurie buvo tiekiami su ,Hep. C Virus RG Masters*.

Galimas ,artus HCV RG RT-PCR Kit" kryZzminis reaktyvumas buvo bandomas
naudojant kontroline grupe, nurodytg 2 lenteléje. Né vienas i$ bandyty patogeny
nebuvo reaktyvus. Kryzminis misriy infekcijy reaktyvumas nepasireiské.

1 lentelé. Atitinkamy genotipy specifiSkumo tikrinimas

Vidiné
kontroliné
HCV medziaga
(,Cycling  (,Cycling
Green*/  Orange“/
A.FAM A.ROX
(zalias/  (oranzinis /
3 A.FAM A.ROX
Virusas Genotipas Saltinis ciklas) ciklas)
Hepatito C 1 NIBSC, ,HemaCare*, + +
virusas Eseno universitetas
Hepatito C 5 NIBSC, ,HemaCare*, 4 +
virusas Eseno universitetas
Hepatito C 3 NIBSC, ,HemaCare*, + +
virusas Eseno universitetas
Hepatito C 4 NIBSC, ,HemaCare*, N N
virusas Eseno universitetas
Hepatito C 5 NIBSC, ,HemaCare*, N N
virusas Eseno universitetas
Hepatito C 6 NIBSC, ,HemaCare*, N N
virusas Eseno universitetas
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2 lentelé. Rinkinio specifiSkumo bandymas naudojant potencialiai
kryzmiSkai reaktyvius patogenus

Vidiné kontroliné
medziaga
HCV (,Cycling
(,Cycling Green“ /  Orange” / A.ROX
A.FAM (zalias / (oranzinis /
Kontroliné grupé A.FAM ciklas) A.ROX ciklas)
Zmogaus imunodeficito _ N
virusas 1
Hepatito A virusas - +
Hepatito B virusas - +
Zmogaus herpeso virusas 1
(1 tipo paprastasis herpeso — +
virusas)
Zmogaus herpeso virusas 2
(2 tipo paprastasis herpeso — +
virusas)
Zmogaus herpeso virusas 3 _ +
(varicella-zoster virusas)
Zmogaus herpeso virusas 5 B +
(citomegalovirusas)
1ir 2 tipo Zmogaus T Igsteliy 3 4
leukemijos virusas
Zmogaus herpeso virusas 6A - +
Zmogaus herpeso virusas 6B — 0
Zmogaus herpeso virusas 8
(Kaposi sarkomos herpeso — +
virusas)
Enterovirusas — +
Parvovirusas B19 - +
Denge karstligé — +
Geltonoiji karstlige - +
Aspergillus flavus — 0

Lentelés tesinys kitame puslapyje
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2 lentelé. Tesinys

Vidiné kontroliné
HCV medziaga
(»Cycling (.Cycling
Green“ / AFAM  Orange® / A.ROX
(zalias / A.FAM (oranzinis /
Kontroliné grupé ciklas) A.ROX ciklas)
Aspergillus fumigatus — +
Candida albicans — +
Chlamydia trachomatis - +
Cryptosporidium parvum - +
Filobasidiella neoformans — +
Mycoplasma pneumoniae — 0
Pneumocystis cariniie — +
Staphylococcus sp. - +
Streptococcus agalactiae — +
Staphylococcus aureus — 0
Streptococcus pyogenes — +

Tiesinis diapazonas

,<artus HCV RG RT-PCR Kit" tiesinis diapazonas (analitinis matavimas) buvo
nustatytas analizuojant HCV in vitro transkripto nuo 1 x 107 1U/ul iki 1 1U/pl
skiedimo serijg. Skiedimo serija buvo sukalibruota pagal WHO tarptautinj HCV
RNR standarta.

Naudojant ,artus HCV RG RT-PCR Kit" su ,Rotor-Gene* instrumentais, buvo
tiriami kiekvieno skiedimo pakartojimai (n = 8).

,<artus HCV RG RT-PCR Kit" tiesinis diapazonas buvo nustatytas taip, kad
apimty koncentracijas nuo 1 1U/ul iki bent 1 x 107 1U/pl.
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,artus HCV RG RT-PCR Kit" tiesinis diapazonas jvertinus gryninimg buvo
nustatytas analizuojant ,Acrometrix“ méginius. Gryninimas buvo atliktas
naudojant pakartojimus (n = 6) nuo 50 IU/ml iki 10 IU/ml ir pakartojimus (n = 4)
nuo 5 x 10% IU/ml iki 10°® IU/ml, naudojant ,QlAamp DSP Virus Kit* (ekstrahuotas
taris: 0,5 ml, elivavimo taris: 25 pl). Kiekvienas méginys buvo iSanalizuotas
naudojant ,artus HCV RG RT-PCR Kit* su ,Rotor-Gene" instrumentais. ,artus
HCV RG RT-PCR Kit" tiesinis diapazonas jvertinus gryninimg buvo nustatytas
taip, kad apimty koncentracijas nuo 65 1U/ul iki bent 106 [U/ul (Zr. 2 pav.).

Y =1,0078x — 0,3714
R? = 0,9963

Logo vardinés koncentracijos (1U/ml)
I

A
)
A
a

0 1 2 3 4 5 6 7
Logio vardinés koncentracijos (IU/ml)

2 pav. ,artus HCV RG RT-PCR Kit" tiesinis diapazonas. Tiesinio diapazono skai€iavimas
jvertinant gryninima. Tiesi linija buvo nustatyta pagal logio suskaiCiuoty koncentracijy tiesine
regresijg naudojant logio vardines koncentracijas. Regresijos kreivés lygtis jtraukta j
paveikslél;.

Tikslumas

,<artus HCV RG RT-PCR Kit" tikslumo duomenys, gauti ,Rotor-Gene*
instrumentais, leidZia nustatyti bendrajg tyrimo dispersijg. Bendrajg dispersijg
sudaro kintamumas tyrimo viduje (keliy tos pacios koncentracijos meginiy
kintamumas vieno eksperimento metu), kintamumas tarp tyrimy (keliy tyrimo
rezultaty kintamumas, kai tyrimg skirtingi operatoriai atlieka skirtingais to
paties tipo instrumentais vienoje laboratorijoje) ir kintamumas tarp partijy (keliy
tyrimo rezultaty, naudojant skirtingas partijas, kintamumas). Gauti duomenys
buvo naudojami patogenui specifiskos ir vidinés kontrolinés medzZiagos PGR
standartiniam nuokrypiui, dispersijai ir variacijos koeficientui nustatyti.
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,<artus HCV RG RT-PCR Kit" tikslumo duomenys buvo renkami taikant
maziausios koncentracijos kiekio nustatymo etaloninj tirpalg (QS 4; 10 1U/ul).
Bandymas buvo atliekamas 8 kartotiniais tyrimais. Tikslumo duomenys buvo
apskaiciuoti remiantis Ct reikSmeémis, taikomomis amplifikacijos kreivéms

(Cr: slenkscio ciklas, zr. 3 lentele). Taip pat 1U/pl kiekybinés analizés rezultaty
tikslumo duomenys buvo nustatomi naudojant atitinkamas C+ reikSmes

(zr. 4 lentele). Remiantis Siais rezultatais, bet kurio nurodytos koncentracijos
méginio vidinés kontrolinés medzZiagos aptikimo bendra statistiné sklaida yra
1,52 % (Ct) arba 25,71 % (koncentracija) ir 0,75 % (Ct). Sios reikdmeés
pagrjstos visy atskiry nustatyto kintamumo reikSmiy visuma.

3 lentelé. Tikslumo duomenys pagal Ct reikSmes

Variacijos
Cr Standartinis koeficientas
reikSme nuokrypis (%)
Kintamumas tyrimo viduje: 32.81 0,09 0.28

Hep. C Virus RG QS 4

Kintamumas tyrimo viduje: 30,04 0,08 0,27
Hep. C Virus RG IC

Kintamumas tarp tyrimy:

Hep. C Virus RG QS 4 32,14 0.5 1,57
ames PRI e ods
e, e o
Bendroji dispersija: 30.29 0.29 0.75

Hep. C Virus RG IC
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4 lentelé. Tikslumo duomenys pagal kiekybinés analizés rezultatus (1U/ul)

Variacijos
Standartinis koeficientas
nuokrypis Dispersija (%)
Kintamumas tyrimo 0,64 0,41 6,34
viduje:
Hep. C Virus RG QS 4
Kintamumas tarp tyrimy:
Hep. C Virus RG QS 4 Ll Ll 2hel
Kintamumas tarp partijy:
Hep. C Virus RG QS 4 3,92 15,34 37,35
Bendroji dispersija:
Hep. C Virus RG QS 4 e e el

Patikimumas

Patikimumo tikrinimas leidZia nustatyti bendrg ,artus HCV RG RT-PCR Kit*
klaidy daznj. 100 HCV neigiamy plazmos méginiy buvo praturtinti 2 [U/pl
elivavimo tariu HCV kontrolinés RNR (mazdaug triguba analitinio jautrio ribos
koncentracija). Po ekstrahavimo naudojant ,QlIAamp DSP Virus Kit* Sie
méginiai buvo analizuojami naudojant ,artus HCV RG RT-PCR Kit". Visy HCV
méginiy klaidy daznis buvo 0 %. Be to, vidinés kontrolinés medziagos
patikimumas buvo vertinamas gryninant ir analizuojant 100 HCV neigiamy
plazmos méginiy. Bendrasis klaidy daznis buvo 0 %. Slopinimo nepastebeéta.
Taigi ,artus HCV RG RT-PCR Kit* patikimumas yra >99 %.

Atkartojamumas

Rezultaty atkuriamumas leidzia reguliariai jvertinti ,artus HCV RG RT-PCR Kit"
veikimg ir palyginti efektyvumag su kitais produktais. Sie duomenys gauti
dalyvaujant nustatytose kvalifikacijos patikrinimo programose.

Diagnostinis jvertinimas

,<artus HCV RG RT-PCR Kit“ buvo jvertintas atlikus tyrimg. Lyginant ,artus
HCV RG RT-PCR Kit*“ su ,,COBAS® TagMan® HCV Test*, retrospektyviai buvo
iSanalizuoti 276 plazmos méginiai. Visi plazmos méginiai pries tai buvo
iISanalizuoti kaip teigiami arba neigiami naudojant ,COBAS TagMan HCV Test"
jprastos diagnostikos metu.
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ISbandant ,artus HCV RG RT-PCR Kit*, HCV RNR buvo iSskirta naudojant
,QIAamp DSP Virus Kit" ir analizuota naudojant ,,Rotor-Gene 6000“ instrumenta.
Atliekant palyginamajj bandyma su ,COBAS TagMan HCV Test*, HCV RNR buvo
analizuojama laikantis gamintojo instrukcijy, pateikty pakuotés lapelyije.
Rezultatai, gauti naudojant ,artus HCV RG PCR Kit*, buvo palyginti su rezultatais,
gautais naudojant ,COBAS TagMan HCV Test® (zr. 5 lentele ir 3 pav.).

137 is 139 meginiy, kurie testuojant ,COBAS TagMan HCV Test" buvo
nustatyti kaip teigiami, taip pat buvo teigiami naudojant ,artus HCV RG
RT-PCR Kit. Visi i§ 137 méginiy, kurie testuojant ,COBAS TagMan HCV Test"
buvo nustatyti kaip neigiami, taip pat buvo neigiami naudojant ,artus HCV RG
RT-PCR Kit".

Jeigu ,COBAS TagMan HCV Test" rezultatai naudojami kaip etaloniniai,
diagnostinis jautris yra 100 %, o diagnostikos specifiSkumas yra 98,6 %.

5 lentelé. 276 analizuoty retrospektyviniy EDTA plazmos méginiy rezultatai

COBAS TagMan HCV Test

+ - IS viso
artus HCV RG + 137 2 139
RT-PCR Kit B 0 137 137

Lartus HCV RG RT-PCR Kit“ vadovas 03/2015 15



HCV LOG10 (1u/ml)
N

»Qiagen*,
[

Log Cobas:log artus: r2=0,9928; r = 0,9964; p = 00,0000; y = 0,0418 + 1,0267*x

-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8
+Roche", HCV LOG10 (1U/ml)

3 pav. ,,COBAS TagMan HCV Test“ (,,Roche®, HCV; su méginio gryninimu naudojant
»COBAS AmpliPrep“ sistema) palyginimas su ,artus HCV RG RT-PCR Kit* (QIAGEN,
HCV; su méginio gryninimu naudojant ,,QlAamp DSP Virus Kit“). Abiejy sistemy
kiekybiniy rezultaty koreliacija (5 lentelé) buvo analizuojama pagal tiesine regresija. Abiejy
rinkiniy rezultatai pavaizduoti XY (sklaidos) diagramoje su log—log skale.
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Iranga ir reagentai, tiekiami naudotojo

Dirbdami su cheminémis medziagomis, visada devékite tinkama laboratorinj
chalatg, muveékite vienkartines pirstines ir naudokite apsauginius akinius.
Daugiau informacijos yra atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDS),
kuriuos gali pateikti produkto tiekéjas.

B RNR i8skyrimo rinkinys (Zr. ,RNR iSskyrimas*, 20 psl.)
Pipetés (reguliuojamos)*

SterilUs pipeciy antgaliai su filtrais

Sukuriné maisykle*

Staliné centrifuga* su rotoriumi 2 ml reakcijos mégintuvéliams

,Rotor-Gene Q MDx*, ,Rotor-Gene Q" arba ,Rotor-Gene* instrumentas*"
su fluorescenciniais kanalais, skirtais ,Cycling Green* (zalias ciklas) ir
,Cycling Orange*“ (oranzinis ciklas), arba fluorescenciniais kanalais,
skirtais ,,Cycling A.FAM*“ (A.FAM ciklas) ir ,Cycling A.ROX* (A.ROX ciklas)

B ,Rotor-Gene Q MDx"“/ ,Rotor-Gene Q" programinés jrangos versija 1.7.94
arba naujesné (,Rotor-Gene 6000“ programinés jrangos versija 1.7.65,
1.7.87, 1.7.94; ,Rotor-Gene 3000 programinés jrangos versija 6.0.23)

B ,Strip Tubes and Caps, 0.1 ml“, skirtos naudoti su 72 Sulinéliy rotoriumi
(kat. Nr. 981103 arba 981106)

M Arba: ,PCR Tubes, 0.2 ml“, skirti naudoti su 36 Sulinéliy rotoriumi
(kat. Nr. 981005 arba 981008)

B Vésinimo blokas (,Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes", kat. Nr. 9018901
arba ,Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes*, kat. Nr. 9018905)

* |sitikinkite, kad visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
T artus HCV RG RT-PCR Kit“ negalima naudoti su ,Rotor-Gene Q 2plex* instrumentais.

|
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Svarbios pastabos

Bendrosios atsargumo priemoneés
Naudotojas visada turi laikytis Siy nurodymuy:
B Naudokite sterilius pipeciy antgalius su filtrais.

B Teigiamas medziagas (pavyzdZzius, teigiamas kontrolines medziagas
ir amplikonus) laikykite ir ekstrahuokite atskirai nuo visy kity reagenty,
deékite juos | reakcijos miSinj erdviSkai atskirtoje patalpoje.

B PrieS pradédami tyrimg visus komponentus gerai atSildykite kambario
temperatdroje (15-25 °C).

B AtSilde sumaiSykite komponentus (pakartotinai jsiurbdami ir ladindami
pipete arba naudodami impulsine stkurine maisykle) ir trumpai
centrifuguokite.

B Dirbkite greitai, komponentus laikykite ant ledo arba vésinimo bloke
(72/96 Sulinéliy jkélimo bloke).

Méginio émimas, laikymas ir transportavimas

@ Visi méginiai turi bati laikomi potencialiai infekuojanc€ia medziaga.

Leistinos tik Sios méginiy medziagos, su kurioms dirbant turi bati grieztai
laikomasi Siy taisykliy ir specialiy instrukcijy, susijusiy su émimu,
transportavimu ir laikymu.

@ Dabartiniai tyrimai remiasi EDTA arba citrato plazma, kurie yra
tinkamiausios meéginiy medziagos HCV aptikti. Todél rekomenduojame su
»=artus HCV RG RT-PCR Kit* naudoti Sias medziagas.

»=artus HCV RG RT-PCR Kit* rinkinio vidinis patvirtinimas buvo atliktas
naudojant Zzmogaus EDTA plazmos méginius. Kitos méginiy medZziagos néra
patvirtintos. RuoSdami méginj naudokite tik rekomenduojamg RNR iSskyrimo
rinkinj (zr. ,RNR iSskyrimas*, 20 psl.).

Naudojant tam tikras méginiy medziagas batina grieztai laikytis specialiy
émimo, gabenimo ir laikymo instrukcijy.

Méginio émimas

Kiekvieng kartg imant kraujg pazeidziamos kraujagyslés (arterijos, venos,
kapiliarai). Turi bGti naudojama tik nekenksminga ir sterili medziaga. Imant
kraujg reikia pasirtpinti tinkamomis vienkartinémis medziagoms. Duriant |
veng neturi bati naudojamos per plonos kapiliarams skirtos adatos. Kraujas i$
venos turi bati imamas atitinkamose alktnés linkio, dilbio arba kitos rankos
puses vietose. Kraujas turi bati imamas naudojant standartinius méginiy
émimo vamzdelius (raudonas kamstelis, ,Sarstedt” ar atitinkamas kito

gamintojo mégintuvélis). Turi bati paimta 5-10 ml tirio EDTA kraujo. Paémus
meéginj meégintuvéliai turi bati i karto sumaisyti apverciant (8 x, neplakti).
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® Negalima naudoti heparinizuoty Zmoniy méginiy (zr. ,Trukdancios
medziagos®, 19 psl.).

Méginio laikymas

Visas kraujas turi bati atskirtas j plazmos ir Igsteliy komponentus 20 minuciy
centrifuguojant 800—1600 x g 6 valandy laikotarpiu. Atskirta plazma turi bati
perkelta | sterilius polipropileno mégintuvélius. Tyrimo jautrumas gali bati
sumazintas jprastai uzsaldzius meéginius arba norint juos laikyti ilgesnj laika.
Viruse inkapsuliuota RNR yra stabili kelias dienas, jei laikoma 4 °C
temperatiroje, savaites, jei laikomas —20 °C, ir netgi ménesius ir metus, jei
laikomas —70 °C temperatiroje.*

Méginiy gabenimas

Méginiy medziaga visada turi bati gabenama neduztancioje gabenimui skirtoje
talpoje. Tokiu badu galima iSvengti potencialaus infekcijos pavojaus dél
meginio nuotékio. Meéginiai turi bati gabenami laikantis vietiniy ir Salyje
galiojanciy patogeninés medziagos gabenimo instrukcijy.”

Méginiai turi bati iSsiysti per 6 valandas. Nerekomenduojama laikyti méginiy jy
eémimo vietoje. Méginius galima siysti pastu, laikantis teisés aktuose pateikty
patogeniniy medziagy gabenimo instrukcijy. Rekomenduojame siysti méginj
naudojantis kurjeriy tarnybos paslaugomis. Kraujo méginiai turi bati iSsiysti
atvésinti (2—8 °C) ir atskyrus giliai suSaldytg plazmg (nuo —15 iki —30 °C).

Trukdancéios medziagos

Padidéjes bilirubino (15 mg/dl) ir lipidy (<800 mg/dl) kiekis bei hemolitiniai
méginiai sistemai poveikio neturi. Heparinas (<10 IU/ml) veikia PGR. Méginiy,
paimty j mégintuvélius, kuriuose yra antikoagulianto heparino, naudoti
negalima. Taip pat negalima naudoti heparinizuoty pacienty méginiy.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452—456.

T Tarptautiné oro transporto asociacija (,International Air Transport Association®, IATA).
Pavojingiems kroviniams taikomi reglamentai.
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RNR iSskyrimas

,QIAamp DSP Virus Kit* (QIAGEN, kat. Nr. 60704) patvirtintas virusinei RNR,
skirtai naudoti su ,artus HCV RG RT-PCR Kit“, gryninti iS zmogaus plazmos.
Atlikite viruso RNR gryninimg pagal ,QlAamp DSP Virus Kit* vadove (QIAamp
DSP Virus Kit Handbook) pateiktus nurodymus.

® Ekstrahavimo efektyvumui, taigi ir DNR / RNR iSeigai uztikrinti labai
svarbu naudoti neSancigjg RNR. Siekiant padidinti neSanciosios RNR,
pateiktos su ,QIAamp DSP Virus Kit“, stabilumg, rekomenduojame laikytis
nurodymy dél neSanciosios RNR atkdrimo ir laikymo, pateikty instrukcijy
vadove (,Reagenty ir buferiy paruosimas®).

® .artus HCV RG RT-PCR Kit* viding kontroling medziagg galima naudoti
tiesiogiai iSskyrimo proceddros metu (Zr. ,Vidiné kontroliné medziaga“ toliau).
PasirGpinkite, kad j gryninimo procediirg baty jtrauktas vienas neigiamas
plazmos méginys. Jo atitinkamas vidinés kontrolinés medziagos signalas
naudojamas kaip iSgryninimo vertinimo pagrindas

Vidiné kontroliné medziaga

Teikiama vidiné kontroliné medziaga (Hep. C Virus RG IC). Tai leidzZia
naudotojui kontroliuoti RNR iSskyrimo proceddrg ir patikrinti, ar néra galimo
PGR slopinimo. Tai darykite jdédami vidinés kontrolinés medziagos j atskirtg
medziagg santykiu 0,1 ul kiekvienam 1 pl eliuavimo tario. Pavyzdziui,
naudojant ,QIAamp DSP Virus Kit*, RNR eliuuojama 60 pl ,Elution Buffer*
(AVE). Taigi i$ pradziy reikia pridéti 6 ul vidinés kontrolinés medziagos.

® Vidinés kontrolinés medZziagos ir neSanciosios RNR (Zr. ,RNR
iISskyrimas®“ anksciau) reikia pridéti tik j lizés buferio ir méginio medziagos
miSinj arba tiesiai j lizés bufer;.

Vidinés kontrolinés medziagos negalima déti tiesiai ] méginio medziaga.

Jei dedama j lizés buferj, atkreipkite démes;j j tai, kad vidinés kontrolinés
medziagos ir lizés buferio-neSanciosios RNR misSinj reikia ruosti Svieziai ir i$
karto naudoti (laikant miSinj kambario temperatlroje arba Saldytuve tik kelias
valandas, galima vidinés kontrolinés medziagos triktis ir ekstrahavimo
efektyvumo sumazejimas).

@ Vidinés kontrolinés medziagos ir neSanciosios RNR negalima déti tiesiai
] méginio medziaga.

Galima pasirinkti naudoti vidine kontroline medziagg tik galimam PGR
slopinimui tikrinti. Siame taikyme vidine kontroline medziaga pilkite tiesiai

j ,Hep. C Virus RG Master A* ir ,Hep. C Virus RG Master B miSinj, kaip
apraSyta protokolo 2b veiksme (23 psl.).

20 Lartus HCV RG RT-PCR Kit“ vadovas 03/2015



Kiekio nustatymas

Pridéti kiekybinio nustatymo etaloniniai tirpalai (Hep. C Virus RG QS 1-4)
traktuojami kaip ankscCiau gryninti méginiai ir naudojamas tas pats taris (20 pl).
Standartinei kreivei ,Rotor-Gene Q" instrumentuose sukurti visus 4 kiekio
nustatymo etaloninius tirpalus reikia naudoti ir apibréZzti dialogo lange ,Edit
Samples” (Méginiy redagavimas) kaip etaloninius tirpalus su nurodytomis
koncentracijomis (zr. instrumento naudotojo vadova).

@ Kiekybinés analizés etaloniniai tirpalai apibréziami kaip [U/ul.* Sig lygt]
reikia taikyti norint konvertuoti standartine kreive nustatytus dydzius j lU/ml
meéginio medziagoje:
Rezultatas (IU/ul) x eliuavimo taris (pl)
Rezultatas (IU/ml) =

Méginio taris (ml)
TeoriSkai aukScCiau pateiktoje lygtyje reikia nurodyti pradinj méginio tarj. ] tai
reikia atsizvelgti, jei prieS nukleortgscCiy ekstrahavimg pakito meginio taris
(pvz., taris sumazéjo centrifuguojant arba padidéjo pridéjus iSskyrimui
reikalingg tarj).

* Etaloninis tirpalas buvo sukalibruotas naudojant 1-gjj tarptautinj HCV standartg (pasaulio
sveikatos organizacijos, (World health organization, WHO).

|
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Protokolas: PGR ir duomeny analizé

® Svarbi informacija prieS pradedant
B Prie$ pradédami procediirg paskaitykite ,Svarbios pastabos*”, 18-21 psl.

W Pries pradédami vykdyti protokolg, skirkite laiko susipazinti su
,Rotor-Gene Q" instrumentu. Zr. instrumento naudotojo vadova.

B Uztikrinkite, kad j vieng PGR procedirg bty jtrauktas bent vienas
kiekybinés analizés etaloninis tirpalas ir viena neigiama kontroliné
medziaga (vanduo, PGR klasés). Norédami generuoti standartine kreive,
kiekvienoje PGR proceduroje naudokite visus 4 pateiktus kiekybinés
analizés etaloninius tirpalus (Hep. C Virus RG QS 1-4).

PrieS pradedant atliekami veiksmai

M sitikinkite, kad vésinimo blokas (,Rotor-Gene Q" instrumento priedas) yra
atveésintas iki 2—-8 °C temperatiros.

B Prie$ kiekvieng naudojimg visus reagentus reikia visiSkai atSildyti,
sumaisyti (pakartotinai lasinant pipete j virSy ir zemyn arba naudojant
pulsine stkurine maisykle) ir trumpai centrifuguoti.

Procedura

1. ]dékite reikiamga PGR mégintuvéliy skai€iy j vésinimo bloko
adapterius.

2. Jei vidine kontroline medziagg naudojate RNR iSskyrimo procedurai
stebéti ir galimam PGR slopinimui tikrinti, vykdykite 2a veiksma. Jei
vidine kontroling medziagg naudojate tik galimam PGR slopinimui
tikrinti, vykdykite 2b veiksma.

2a. Vidiné kontroliné medziaga jau pridéta iSskyrimui (zr. ,,Vidiné
kontroliné medziaga“, 20 psl.). Tokiu atveju paruoskite pagrindinj
misinj pagal 6 lentele.

Reakcijos miSinyje paprastai bana visi PGR reikalingi komponentai,
iSskyrus mégin;j.
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6 lentelé. Pagrindinio miSinio ruosSimas (vidiné kontroliné medziaga
naudojama RNR iSskyrimui stebéti ir galimam PGR slopinimui tikrinti)

Meéginiy skaicius 1 12
Hep. C Virus RG Master A 12 pl 144 pl
Hep. C Virus RG Master B 18 ul 216 pl
Hep. C Virus RG IC O ul oul
Bendrasis turis 30 ul 360 pl

2b. Vidine kontroline medziaga reikia pilti tiesiai | ,,Hep. C Virus Master
A* ir ,Hep. C Virus Master B“ misinj. Tokiu atveju paruoskite
pagrindinj misSinj pagal 7 lentele.
Reakcijos miSinyje paprastai bana visi PGR reikalingi komponentai,
iSskyrus méginj.

7 lentelé. Pagrindinio misSinio ruosSimas (vidiné kontroliné medziaga
naudojamatik galimam PGR slopinimui tikrinti)

Meéginiy skaicius 1 12

Hep. C Virus RG Master A 12 pl 144 pl
Hep. C Virus RG Master B 18 pl 216 pl
Hep. C Virus RG IC 2 pl 24 ul
Bendrasis turis 32 ul 384 pl

* Tdrio padidéjimo pridéjus vidine kontroline medziagg ruosiant PGR tyrimg nepaisoma.
Aptikimo sistemos jautris nesumazéja.

3. ] kiekvieng PGR mégintuvélj pipete jlasinkite 30 pl pagrindinio
misinio. Po to jpilkite 20 pl eliuuotos méginio RNR (zr. 8 lentele).
Atitinkamai 20 pl ne maziau kaip vieno is kiekio nustatymo etaloniniy
tirpaly (Hep. C Virus RG QS 1-4) reikia naudoti kaip teigiama
kontroline medziaga, o 20 pl vandens (vandens, PGR klasés) —
kaip neigiamg kontroline medziaga.
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8 lentelé. PasiruoSimas PGR tyrimui

Meéginiy skaicius 1 12

Pagrindinis misinys 30 ul Po 30 ul
Méginys 20 ul Po 20 ul
Bendrasis turis 50 ul Po 50 ul

4. Uzdarykite PGR mégintuvélius. |sitikinkite, kad ant rotoriaus virSaus
uzdétas fiksuojamasis ziedas (,,Rotor-Gene" instrumento priedas),
kad procediros metu mégintuvéliai nety€ia neatsidaryty.

5. HCV viruso RNR aptikimo temperataros profilj sukurkite,
laikydamiesi Siy veiksmuy.

Bendry tyrimo parametry nustatymas 4,5, 6 pav.
Atvirkstiné RNR transkripcija 7 pav.
Pradinis ,karStojo paleidimo® fermento 8 pav.
aktyvinimas

cDNR amplifikacija 9 pav.
Fluorescencinio kanalo jautrio reguliavimas 10 pav.
Procediiros pradzia 11 pav.

Visos specifikacijos taikomos ,Rotor-Gene Q MDx"“ / ,Rotor-Gene Q*
programinés jrangos versijai 1.7.94, ,Rotor-Gene 6000 programinés
jrangos versijoms 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94, ir ,Rotor-Gene 3000“ programinés
jrangos versijai 6.0.23. Instrumento naudotojo vadove susiraskite
papildomos informacijos apie ,Rotor-Gene® instrumenty programavima.
lliustracijose Sie parametrai paryskinti juodu Sriftu. lliustracijos pateiktos
.-Rotor-Gene Q" instrumentams. Kai ,Rotor-Gene 3000 reikalingos kitokios
reikSmes, Sie skirtumai yra aprasomi tekste.
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6. Pirma atidarykite dialogo langg ,,New Run Wizard“ (naujos procediiros
vedlys) (4 pav.). Pazymékite laukelj ,,Locking Ring Attached*
(fiksuojamasis ziedas uzdétas) ir spustelékite ,,Next“ (testi).

zl

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

Skipwizad | << Back |ﬁ

4 pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (naujos proceduros vedlys).

7. Pasirinkite PGR reakcijos turj 50 ir spustelékite ,,Next“ (testi) (5 pav.).
x

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover

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

Operator : IQiagen your mouse over the
. item for help. You
Notes : can also click on a

combo box to display
help about its
available settings.

* | Reaction
Wolume (pL):

e

a1, 42,43, .

SkipWizad | <<Back || N> I

5 pav. Bendry tyrimo parametry nustatymas.

|
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8. Kitame dialogo lange ,,New Run Wizard“ (naujos procediros vedlys)
spustelékite mygtuka ,,Edit Profile“ (redaguoti profilj) (zr. 6 pav.) ir
programuokite temperaturos profilj, kaip parodyta 6-9 pav.

New Run Wizard | x|

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an itern, hover
your mouse over the

item for help. You
can also click on a
combo box to display

help about its
available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain [ Create New... |

Green  470nm S510nm 4
Yellow  530nm  555nm 5 LI
Orange  585-m  B10nm 8 Edit Gain...
Red E25nm  BEONnm 5 —I
Crimson  680nm  710hp 7 Remave
Blue 365nm  4E0nm 7
Reset Defaults I
2 3
Skipwizard | < Back ]
6 pav. Profilio redagavimas.
pl Edit Profile x|
Z . 8 d | @
MNew Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

cycle below to modify it -
1 i — . |

Ho&c! c Insert before... I
Cycling — I
2 Hold Temperature:  5g I deg.

Hold Time : il e LI e

o 3

7 pav. Atvirkstiné RNR transkripcija.
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i Edit Profile x|
7, 9 H @
New Open Save As Help
The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it :
Hold Insert after...

= Insert betore...
Cycling

2 4Hold Temperature: g5 | deg. |

Hold Time : 15 |mins O Isecs

Remave

Ui

=3
8 pav. Pradinis , kar3tojo paleidimo”“ fermento aktyvinimas.
x|
2, ¥ W @
New Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
Hold Insert after... |
1 Hold 2 Insert before... |
Remove

2 This cycle repeats -

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

ml_—__ EE|

95 deg. for 30 secs

3 60 seconds B 5
Acquiring to Cycling & 72 deqg. for 30 secs .Il

on Green, Orange
[~ Long Range /
[~ Touchdown I 50 deg. for B0 secs I

e

9 pav. cDNR amplifikacija. Atminkite, kad ,,Rotor-Gene 3000“ programiné jranga
fluorescencinius dazus apibrés kaip ,FAM/Sybr, ROX®.
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9. Fluorescenciniy kanaly aptikimo intervalg reikia nustatyti pagal
fluorescavimo intensyvuma PGR meégintuvéliuose. Dialogo lange
,New Run Wizard" (naujos procediiros vedlys) spustelékite ,,Gain
Optimisation“ (gavimo optimizavimas) (zr. 6 pav.), kad atidarytuméte
dialogo langqg ,,Auto-Gain Optimisation Setup” (automatinio gavimo
optimizavimo nustatymas). Nustatykite 50 kalibravimo temperatira,
kad atitikty amplifikacijos programos kaitinimo temperatiirg (10 pav.).

x|

— Optimisation :

o Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
Ce 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 to ISG “:"I degrees. 1

Optimise &l | Optimise Acquilingl

™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings :

| > Ak |

Name | Tube Position I Min Reading I Max Reading I Min Gain l Max Gain Edit... I
Green Al 5FI 10F! -10 10
Orange Al 5F 10FI 10 10 Remove |

Remove Al |

< | »

2 Manual... Close Help |

10 pav. Fluorescencinio kanalo jautrio reguliavimas. Atminkite, kad ,Rotor-Gene
3000“ programiné jranga fluorescencinius dazus apibrés kaip ,FAM/Sybr* ir ,ROX".
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10. Kanaly kalibravimu nustatytos stiprinimo reikSmés automatiskai
jraSomos ir iSvardijamos programavimo procediiros paskutiniame
meniu lange (11 pav.). Spustelékite ,,Start Run“ (pradéti procedura).

New Run Wizard x|

Summary :

Setting I Value |
Green Gain 4

DOrange Gain 8

Rotor 72:Well Rotor

Sample Layout A1-A8,B1-B8. ...
Reaction Volume [in microliters] 50

=1

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

Skipwizad |  <<Back |

11 pav. Procediiros pradzia. Atminkite, kad ,,Rotor-Gene 3000 programiné jranga
fluorescencinius dazus apibrés kaip ,FAM/Sybr® ir ,ROX".

11. Pabaige procediirg, analizuokite duomenis. Galimi Sie rezultatai
(11a, 11bir 11c).

Teigiamy ir neigiamy PGR reakcijy pavyzdziai pateikti 12 ir 13 pav.
9 lenteléje pateikiamos kiekybiniy rezultaty aiSkinimo gaires.

11a. Signalas aptinkamas fluorescenciniame kanale , Cycling Green*
(zalias ciklas).
Analizés rezultatas buvo teigiamas: méginyje yra HCV RNR.

Tokiu atveju signalo aptikimas kanale ,Cycling Orange® nebdtinas, nes
didelés HCV RNR (teigiamas signalas ,Cycling Green* (zalio ciklo) kanale)
koncentracijos gali sglygoti vidinés kontrolinés medziagos fluorescencinio
signalo kanale ,Cycling Orange® (oranZinis ciklas) sumazejimg arba
nebuvimg (konkurencija).

@ Atminkite, kad ,,Rotor-Gene 3000“ susije kanalai yra ,Cycling
A.FAM* (A.FAM ciklas) teigiamam signalui ir ,Cycling A.ROX* (A.ROX
ciklas) vidinei kontrolinei medziagai.

|
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11b. Fluorescenciniame kanale , Cycling Green*“ (zalias ciklas) signhalo
neaptinkama. Tuo pat metu signalas iS vidinés kontrolinés
medziagos atsiranda kanale , Cycling Orange* (zalias ciklas).
Méginyje HCV RNR neaptinkama. Rezultatas gali buti laikomas
neigiamu.

Neigiamo HCV AT-PGR atveju aptiktas vidinés kontrolinés medziagos
signalas atmeta AT-PGR slopinimo galimybe.

® Atminkite, kad ,,Rotor-Gene 3000“ susije kanalai yra ,,Cycling
A.ROX* (A.ROX ciklas) vidinei kontrolinei medziagai ir signalo ,,Cycling
A.FAM* (A.FAM ciklas) nebuvimas.

11c. Signalas neaptinkamas fluorescenciniuose kanaluose ,Cycling
Green“ (zalias ciklas) arba , Cycling Orange® (oranzinis ciklas).
Rezultaty gauti negalima.

Informacijos apie klaidy Saltinius ir klaidy Salinimg pateikta toliau
esancCiame skyriuje , Trik¢iy Salinimo vadovas*, 32 psl.

® Atminkite, kad ,,Rotor-Gene 3000“ susije kanalai yra ,Cycling
A.FAM* (A.FAM ciklas) ir ,Cycling A.ROX* (A.ROX ciklas). B

Norm. Fluoro.

/

f’f ' -"'II
.'r." (J}f / /
Slenkstis | | d_F!// 4//_{21/ | NTC

g o '5 40 15 0 lag 30 35 40 l45 C

=

12 pav. Kiekybinés analizés etaloniniy tirpaly aptikimas (Hep. C Virus RG QS 1-4)
fluorescenciniame kanale , Cycling Green“ (Zalias ciklas). NTC: ,No template
control“ (néra Sabloninés kontrolinés medZziagos) (neigiamos kontrolinés medziagos).

|
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13 pav. Vidinés kontrolinés medziagos (IC) aptikimas fluorescenciniame kanale
»Cycling Orange“ oranZinis ciklas) , taikant kiekybinio nustatymo etaloniniy
tirpaly vienalaike amplifikacija (Hep. C Virus RG QS 1-4). NTC: ,No template
control” (néra Sabloninés kontrolinés medziagos) (neigiamos kontrolinés medziagos).

9 lentelé. Kiekybiniy rezultaty aiSkinimas

Rezultatas Aiskinimas

HCV RNR >34 IlU/ml  Rezultatas yra nustatytame tyrimo
diapazone. HCV RNR aptikimo tikimybé
yra >95 %. Teigiamas tyrimo rezultatas
yra statistiSkai uztikrintas.

HCV RNR <34 IU/ml  Rezultatas nepatenka j nustatytg tyrimo
diapazong. Teigiamo rezultato atkuriamumas
neuztikrintas.

HCV RNR neigiama  HCV RNR neaptikta.
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Trik€iy Salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali padéti alinant atsiradusias triktis. Daugiau
informacijos rasite masy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje
.Frequently Asked Questions* (dazniausiai uzduodami klausimai) adresu
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN techninése tarnybose dirbantys
mokslininkai visada mielai atsakys | visus jums kilusius klausimus apie Siame
vadove ir protokoluose pateiktg informacijg, meéginius ir tyrimy technologijas
(kontaktine informacijg zr. galiniame virSelyje arba apsilankykite
WwWw.giagen.com).

Pastabos ir pasitlymai

Jokio signalo naudojant teigiamas kontrolines medziagas (Hep. C Virus
RG QS 1-4) fluorescenciniame kanale ,, Cycling Green* (zalias ciklas)
arba ,Cycling A.FAM* (A.FAM ciklas)

a) PGR duomeny analizei @ _ _ : L
pasirinktas Analizuodami duomenis, analitinei HCV
fluorescencinis AT-PGR pasirinkite luorescencinj kanalg
kanalas neatitinka ,Cycling Green* (zalias ciklas) arba ,Cycling
protokolo A.FAM" (A.FAM ciklas) ir vidinei kontrolinei

medziagai AT-PGR — fluorescencinj kanalg
,Cycling Orange” (oranzinis ciklas) arba ,Cycling
A.ROX* (A.ROX ciklas).

b) Neteisingas
) Rotor-Ggene“ @ Palyginkite temperatdros profilj su
i’nstrumento protokolu. Zr. ,Protokolas: PGR ir duomeny

temperatdros profilio ~ @nalize®, 22 psl.
programavimas

c) Neteisinga PGR
) konfigUrgcija ® Patikrinkite savo darbo veiksmus

naudodami lasinimo pipete schema ir, jei reikia,
pakartokite PGR. Zr. ,Protokolas: PGR ir
duomeny analizé®, 22 psl.

d) Vieno ar keliy rinkinio @ o _ _
komponenty laikymo Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir

salygos neatitiko tinkamumo laikg (2r. rinkinio etiketg) ir, jei reikia,
nurodymuy, pateikty naudokite naujg rinkinj.
.Laikymas* (5 psl.)

e) Baigeési ,artus HCV RG ® o _ _
RT-PCR Kit" Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir
tinkamumo laikas tinkamumo laikg (Zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia,

naudokite naujg rinkin;.
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Pastabos ir pasitulymai

Silpnas vidinés kontrolinés medziagos signalas arba jo néra

fluorescenciniame kanale , Cycling Orange“ (oranzinis ciklas) arba

,Cycling A.ROX* (A.ROX ciklas) ir, tuo paciu, signalo nebuvimas kanale

,Cycling Green* (zalias ciklas) arba ,, Cycling A.FAM* (A.FAM ciklas)

3 Egalét?nalggr())rztokolo @ Patikrinkite PGR salygas (zr. auksciau) ir,
jei reikia, pakartokite PGR taikydami teisingas
nuostatas.

b) PGR buvo slopinama
) P ® Jsitikinkite, kad naudojate

rekomenduojamg iSskyrimo metodg ir atidziai
laikykités gamintojo nurodymuy.

@ ISskirdami RNR, prie eliuavimag batinai
atlikite rekomenduojamg centrifugavimo
veiksma, kad paSalintuméte likusj etanol;j (Zr.
»RNR iSskyrimas*, 20 psl.).

c) Ekstrakcijos metu RNR @ o L .. e
buvo prarasta Jei vidiné kontroliné medziaga buvo jdéta |

ekstrahuojamg medziaga, vidinés kontrolinés
medziagos signalo nebuvimas gali rodyti RNR
praradimg ekstrahavimo metu. |sitikinkite, kad
naudojate rekomenduojamg iSskyrimo metodag
(zr. ,RNR iSskyrimas®, 20 psl.) ir atidziai
laikykités gamintojo nurodymuy.

d) Vieno ar keliy rinkinio ® o _ _
komponenty laikymo Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir

salygos neatitiko tinkamqmo Iailfq (.Zr.'ri.nkinio etikete) ir, jei reikia,
nurodymuy, pateikty naudokite naujg rinkinj.
.Laikymas" (5 psl.)

e) Baigési ,artus HCV RG @ o _ _
RT-PCR Kit" Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir
tinkamumo laikas tinkamumo laikg (Zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia,

naudokite naujg rinkin;.
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Pastabos ir pasiulymai

Signalai naudojant neigiamas kontrolines medziagas analitinés PGR
fluorescenciniame kanale , Cycling Green* (zalias ciklas) arba ,, Cycling
A.FAM* (A.FAM ciklas)

a) PGR ruoSimo metu

atsirado tara @ Pakartokite PGR, naudodami naujus

reagentus kartotiniais tyrimais.

® Jei galima, jdéje reikiamg bandyti méginj,
iS karto uzdarykite PGR mégintuvélius.

@ Uztikrinkite, kad teigiamos kontrolinés
medziagos buty laSinamos paskutines.

® Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai
baty reguliariai dezinfekuojami.

b) Ekstrahavimo metu

atsirado targa ® Pakartokite tiriamo méginio ekstrahavimg

ir PGR, naudodami naujus reagentus.

@ UZztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai
baty reguliariai dezinfekuojami.

|
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Literatura

QIAGEN palaiko didele atnaujinamg internetine moksliniy publikacijy apie
QIAGEN produkty utilizavimg duomeny baze. Naudojant iSsamios paieSkos
parinktis galima rasti reikiamus straipsnius, ieSkant tiesiog pagal raktinj zod]
arba nurodant pritaikymo sritj, moksliniy tyrimy sritj, pavadinima ir kt.

Norédami pamatyti visg literatliros sgrasa, apsilankykite internetinéje QIAGEN
literatiros duomeny bazéje adresu www.qgiagen.com/RefDB/search.asp arba
kreipkités | QIAGEN technines tarnybas ar vietinj platintoja.
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. Nr.
artus HCV RG 24 reakcijoms: 2 pagrindiniai, 4518263
RT-PCR Kit (24) 4 kiekybinés analizés etaloniniai

tirpalai, vidiné kontroliné medziaga,
vanduo (PGR klasés)

artus HCV RG 96 reakcijoms: 2 pagrindiniai, 4518265
RT-PCR Kit (96) 4 Kiekybinés analizés etaloniniai

tirpalai, vidiné kontroliné medziaga,

vanduo (PGR klasés)

, QIAamp DSP Virus Kit" — skirtas viruso nukleorugstims
gryninti iS zmogaus plazmos ,in vitro* diagnostikos
sumetimais

QlAamp DSP Virus Kit 50 preparaty: ,QlAamp MinElute® 60704
Spin“ stulpeliai, buferiai, reagentai,
vamzdeliai, stulpeliy pléstuvai ir
,vacConnectors”

, Rotor-Gene Q MDx" ir priedai

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis su 9002022
5plex Platform 5 kanalais (zaliu, geltonu, oranziniu,

raudonu, tamsiai raudonu),

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai: apima 1 mety garantijg

dalims ir darbui, montavimas ir

mokymai nejtraukti

Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis su 9002023
5plex System 5 kanalais (zaliu, geltonu, oranziniu,

raudonu, tamsiai raudonu),

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai: apima 1 mety garantija,

taikomg dalims ir darbui, montavimui ir

mokymams
Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002032
5plex HRM Platform didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,
geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai
raudonu), taip pat HRM kanalas,
nesSiojamasis kompiuteris, programiné
jranga, priedai: apima 1 mety garantijg
dalims ir darbui, montavimas ir
mokymai nejtraukti
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Produktas Turinys Kat. Nr.
Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR cikly valdiklis ir 9002033
5plex HRM System didelés skiriamosios gebos lydumo

analizatorius su 5 kanalais (zaliu,

geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai

raudonu), taip pat HRM kanalas,

nesiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai: apima 1 mety garantija,

taikomg dalims ir darbui, montavimui ir

mokymams
Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR instrumentas su 9002042
6plex Platform 6 kanalais (mélynu, zaliu, geltonu,

oranziniu, raudonu, tamsiai raudonu),

Jjskaitant neSiojamajj kompiuter;,

programineg jranga, priedus: apima

1 mety garantijg dalims ir darbui,

montavimas ir mokymai nejtraukti
Rotor-Gene Q MDx Realiojo laiko PGR instrumentas su 9002043
6plex System 6 kanalais (meélynu, zaliu, geltonu,

oranziniu, raudonu, tamsiai raudonu),

Jjskaitant neSiojamajj kompiuter],

programine jrangg, priedus: apima

1 mety garantijg, taikomg dalims ir

darbui, montavimui ir mokymams
Loading Block 72 x Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018901
0.1 ml Tubes nustatymui su vieno kanalo pipete 72 x

0,1 ml mégintuvéliuose
Loading Block 96 x Aliuminio blokas rankiniam reakcijos 9018905
0.2 ml Tubes nustatymui standartiniame 8 x 12

rinkinyje, naudojant 96 x 0,2 ml

meégintuvelius
Strip Tubes and Caps, 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981103
0.1 ml (250) dangtelius, skirty 1000 reakcijy
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir 981106
0.1 ml (2500) dangtelius, skirty 10 000 reakcijy
PCR Tubes, 0.2 ml 1000 plonasieniy mégintuveliy, skirty 981005
(1000) 1000 reakcijy
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 plonasieniy mégintuvéliy, 981008

(10000)

skirty 1000 reakcijy
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Norédami gauti naujausios informacijos apie licencijavimg ir atsakomybés uz
produktus apribojimus, zr. atitinkamg QIAGEN rinkinio vadovag arba naudotojo
vadovg. QIAGEN rinkinio vadovai arba naudotojo vadovai pateikti svetainéje
www.giagen.com arba galite jy paprasyti QIAGEN techniniy tarnyby ar vietinio

platintojo.
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Sis puslapis specialiai paliktas tusgias
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Sio produkto jsigijimas leidZia pirkéjui jj naudoti diagnostiniy paslaugy vykdymui Zmogaus ,in vitro* diagnostikos tikslais. Joks bendras patentas
ar kita licencija, iSskyrus 8ig konkrecig jsigijimo suteikiama teisg, nesuteikiama.

Prekiy Zenklai: QIAGEN®, ,QlAamp®, ,artus®, MinElute®, ,Rotor-Gene®™ (,QIAGEN Group*); COBAS®, ,TagMan® (,Roche Group*); FAM™,
ROX™ (,Life Technologies Corporation*); SYBR® (,Molecular Probes, Inc.®).

Ribotoji licenciné sutartis
Sio produkto naudojimas reiskia ,artus HCV RG RT-PCR Kit* pirkéjo ar naudotojo sutikima su Siomis sglygomis:

1. ,artus HCV RG RT-PCR Kit" galima naudoti tik vadovaujantis ,artus HCV RG RT-PCR Kit"“ vadowvu ir tik su rinkinyje esanciais komponentais.
QIAGEN nesuteikia jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus Sio rinkinio komponentus su Siame rinkinyje
neesanciais komponentais, iSskyrus aprasytuosius ,artus HCV RG RT-PCR Kit"* vadove ir papildomuose protokoluose, pateiktuose

www.giagen.com.
I8skyrus licencijose nurodytus atvejus, QIAGEN nesuteikia garantijos, kad $is rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy $aliy teisiy.
Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

QIAGEN aiskiai atsisako bet kokiy kity iSreik$ty ar numanomy licencijy, iSskyrus aiskiai nurodytas licencijas.

a > w0 DN

Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmuy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti ¢ia nurodytus
draudziamus veiksmus. QIAGEN gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo
ir teismo islaidas, jskaitant iSlaidas advokatams, pateikusi ieskinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su $iuo rinkiniu ir
(arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo intelekting nuosavybe.

Atnaujintas licencijos salygas rasite www.giagen.com.
© QIAGEN, 2015. Visos teisés saugomos.
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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 = Fax55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)

China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax86-21-3865-3965 = 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 = Fax01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928

Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax02103-29-22000 = 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 = Fax03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax02-2626-5703 = Technical 080-000-7145

Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax0800-0229593 = 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 = Fax01293-422-922 = Technical 01293-422-999 ..‘...

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

Sample & Assay Technologies
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