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QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy
vzorkU a analyz, které umoznuji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv
biologického vzorku. Nase pokrotilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vém
zajisti spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy:
M v purifikaci DNA, RNA a proteinl
B v analyzéch nukleovych kyselin a proteint

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkd a jejich analyz.

Nasi misi je umozZnit Vam dosahnout vynikajicich vysledk( a technickych Uspé&chd. Vice informaci
naleznete na www.giagen.com.
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artus SARS RG RT-PCR Kit

Pro poutiti s artus 3000 nebo Rotor-Gene 3000

1. Obsah
Oznadenf Kat. &fs. 4511263
a obsah 24 reakef
odré SARS-CoV RG/TM Master 2 x 12 rxns
- SARS-CoV LC/RG/TM QS 1”
- 1 x 10* cop/ul 1 x 200 ul
- SARS-CoV LC/RG/TM QS 2°
- 1 x 10° cop/pl 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 3”
- 1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4"
- 1 x 10" cop/ul 1 x 200 pl
SARS-CoV LC/RG/TMIC” 1x1000ul
Bil4 Water (PCR grade) 1x1000ul
" QS Kvantifikaéni standard

IC Interni kontrola

2. Skladovani

Komponenty artus SARS RG RT-PCR Kit se skladuji pfi =30 °C az -15 °C a maiji
trvanlivost do data uvedeného na $titku. Zabrante opakovanému rozmrazeni a
zmrazeni (> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi nepravidelném pouzivani by
proto mély byt reagencie alikvotovany. V pfipadé, Ze je nutné komponenty

skladovat pfi teploté +4°C, skladujte je takto maximdalné po dobu péti hodin.

" artus SARS RG RT-PCR Kit mize byt pouzit i ve spojeni s Rotor-Gene™ 2000.
|
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3. Dalsi potifebné vybaveni

* Laboratorni rukavice bez pudru

*  RNA-izola¢ni souprava (viz 8.2 Izolace RNA)

* Pipety (nastavitelné)

»  Sterilni pipetovaci $pi¢ky s filtrem

* Vortex mixer

*  Stolni centrifuga s rotorem pro 2 ml zkumavky

* artus 3000 nebo Rotor-Gene 3000

* PCR zkumavky s objemem 0,1 ml pro pouziti 72 jamkového rotoru
(0.1 ml Strip Tubes and Caps, QIAGEN Hamburg, Cat. No.:
4699982;

0.1 mltubes, Corbett Research, Cat. No.: ST-1001)
e Alternativné: PCR zkumavky s objemem 0,2 ml pro pouziti 36-ti
jamkového rotoru (napf. 0.2 ml PCR Tubes, QIAGEN Hamburg,

Cat. No.: 4699983; 0.2 ml tubes, Corbett Research, Cat. No.: SE-
1003F)

* Chladici  blok (72-/96-Well Loading Block, QIAGEN Hamburg,
Cat. No.: 4699980/4699981; 72/96 well loading block, Corbett
Research, Cat. No.: 3001-008/3001-009)

4. Vseobecnd preventivni opatieni

UzZivatel by mél vzdy dbét na nésleduijici:
« Poutzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.
» Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni materidl (vzorky, kontroly,
amplifikéty) do reakce na jiném misté nez ostatni reagencie.
*  Vsechny komponenty pfed poédatkem testu Uplné rozmrazte pfi
pokojové teploté.
* Ndsledné komponenty Fadné promicheijte a krétce centrifuguite.

*  Pracujte plynule na ledu nebo v chladicim bloku (72/96 well loading
block).
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5. Informace o pulvodcich

Coronaviry patfi do ¢&eledi Coronaviridae a jde o velké obalené RNA viry
s pozitivni $roubovici, které u ¢&lov€ka a domdcich zvifat zpUsobuji vysoce
virulentni choroby. Dva dosud zndmé lidské coronaviry zpUsobuji tfetinu
normdélnich nemoci z nachlazeni a nozokomidlnich infekt hornich cest

dychacich u pfed¢asné narozenych déti.

Novy ¢&len &eledi coronavirl je povazovén za plvodce té€zkého akutniho
syndromu hornich cest dychacich (,Severe Acute Respiratory Syndrom”,
SARS). Cést genu polymerdzy SARS coronaviru (SARS CoV) byla u pacienta
identifikovéna v Institutu Bernharda Nochta pro tropickou medicinu v
Hamburku a ve spolupracujicich laboratofich pro PCR. Na zdkladé tohoto
testu byl vyvinut komeréni Real-Time RT-PCR-System pro pfimy prukaz SARS
CoV. PCR dokdze detekovat geneticky materidl viru SARS CoV v rlznych

vzorcich (krev, sekrety dychacich cest nebo tkéné).

VyhodnocenivysledkU testu

Dulefité: Dodrzujte prosim oficidlni pokyny Svétové zdravotnické organizace
(WHO) na ndésledujici internetové adrese:  http://www.who.int/csr/

sars/guidelines/en.

Pozitivni vysledky testu: Pozitivni SARS CoV test poukazuje na SARS CoV infekci,

i kdyZ pacient nevykazuje Z2ddné symptomy nemoci SARS.

Negativni vysledky testu: Negativni SARS CoV test onemocnéni SARS
nevylu¢uje. Dlvody negativniho vysledku testu u pacientll se SARS symptomy
mohou byt:
* V dobé odbéru nebyl virus ve vzorku obsazen (zatim je nejasné, v
jakém stddiu patogeneze SARS CoV je virus v uréitém vzorku mozno
dokdzat).

* Pacient vykazuje symptomy podobné onemocnéni SARS, které jsou

vak vyvoldny jinym pUvodcem.
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6. Princip PCR s hodnocenim v redlném case

Pfi diagnostikovédni pomoci polymerédzové Fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu plvodce. Detekce probihd pfi PCR v
redlném ¢ase pomoci fluorescenénich barviv. Barviva jsou zpravidla vdzané na
oligonukleotidové sondy, které se specificky véZzou na PCR amplifikét.
Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v redlném &ase umoziiuje
prikaz a kvantifikaci produktt, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat

testovaci zkumavky (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

artus SARS RG RT-PCR Kit je systém k pfimému pouziti pro prikaz SARS CoV
RNA pomoci polymerdzové Fetézové reakce (PCR) v artus 3000 nebo Rotor-
Gene 3000. SARS-CoV RG/TM Master obsahuje reagencie a enzymy

pro reverzni tranksripci a specifickou amplifikaci 92 bp dlouhého Useku
genomu SARS CoV a ddéle pro bezprostfedni detekci amplifikdtu ve
fluorescenénim kanélu Cycling A.FAM pfistroje artus 3000 popf. Rotor-Gene
3000. Kromé toho obsahuje artus SARS RG RT-PCR Kit druhy heterologni
amplifikaéni systém pro prukaz potencidlni PCR inhibice. Tento systém je
detekovdn jako Interni kontrola (IC) ve fluorescenénim kandlu

Cycling A.JOE. Limit detekce analytické SARS CoV RT-PCR (viz

11.1 Analytick&4 senzitivita) pfitom neni negativné ovlivnén. Spolu s
produktem se dodévaji externi pozitivni kontroly (SARS-CoV
LC/RG/TM QS 1 - 4), s jejichZz pomoci lze uréit mnoZstvi plvodce ve vzorku.

Prostuduijte si prosim oddil 8.4 Kvantifikace.
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8. Protokol
8.1 Preanalytika: Odbér, skladovani a preprava vzorkd

Upozornéni: Se viemi vzorky se musi zachézet jako s potenciélné infekénimi.

Dulefité: Dosud zndmé Udaje prokazuji sputum jako nejvhodnéjsi vzorek pro
prukaz SARS CoV. Doporucujeme tedy pouzivdni tohoto materidlu s artus

SARS RG RT-PCR Kit.

Interni validace artus SARS RG RT-PCR Kit byla provedena pomoci sérovych
vzorkl. Jiné vzorky jako BAL, nasofaryngedlini vyplach, vytéry, plicni tkén a
sputum jesté nejsou zcela validovdny. Prosim pouzivejte pro pfipravu vzorku

pouze doporué¢ené RNA-izolaéni soupravy (viz 8.2 Izolace RNA).

U urditych vzorkll je nezbytné dodrzovat zvlé&$tni predpisy pro odbér,

skladovéni a pfepravu.

Upozornéni: Dbejte také oficidlnich pokynl Svétové zdravotnické organizace
(WHO) na ndsledujici internetové strédnce: http://www.who.int/csr/sars/

sampling/en/.

8.1.1 Odbér vzorku
Pro odbér vytérovych vzorkl pouziveijte prosim nésledujici materidly:
Pouzivejte pouze vytérové tampony se &pi¢kou z Dacronu® nebo Rayonu a s

ndsadami z plastu. NepouZivejte vytérové tampony s dievénymi nebo

hlinikovymi néasadami.

8.1.2 Skladovdni vzorkU

Vykonnost testu mUzZe byt pravidelnym zmrazov¥nYm nebo del¥Ym

skladovYnYm vzorkG naru$ena.

Vzorky se skladuiji pfi 2 - 8°C. (Pokud musi byt vytérové vzorky do vyzkumné
laboratofe zasldny, musi byt odesldny co nejdfive po odbéru v souladu s

laboratornimi pfedpisy pro pfepravu SARS CoV).
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Vytérové vzorky, které nebudou testovény bezprostfedné po doruéeni do
laboratofe, musi byt uskladnény pfi 2 - 8°C a béhem jednoho dne zpracovdny.
Vytérové vzorky, které nemohou byt zpracovdny do jednoho dne po odbéru,

musi byt uskladnény pfi -20°C a méné a testovany do 30-ti dndl po odbéru.

8.1.3 Pifeprava vzorkd

Vytérové vzorky musi byt pfepravovény v chladu.

Musi-li byt vytérové vzorky do laboratofe zasldny, je nutné je odeslat co
nejdfive po odbéru v souladu s laboratornimi pfedpisy pro pfepravu vchladu.

Vzorky musi byt zasldny podle platnych mistnich a statnich predpist pro

prepravu latek vyvolévaijicich ndkazu.

8.2 Izolace RNA

RNA-izolaéni soupravy nabizeji rlzni vyrobci. V zdvislosti na protokolu
zvoleného vyrobce pouZijte dané mnoistvi vzorku a provedte izolaci RNA

podle ndvodu. Doporuéujeme ndsleduijiciizolaéni soupravy:

Katalogové

Izolaéni souprava &islo Vyrobce Nosi¢ RNA
sputum, sérum,

BAL, QIAamp Viral RNA 5
nasofaryngedlni Mini Kit (50) 52904 QIAGEN obsazen
winlach \Widny

plicni tkén RNeasy Mini Kit (50) 74104 QIAGEN neobsazen

Pri pouzivani sputa jako vzorku dbejte prosim nésledujictho pokynu: Vzorek
pfipravite tak, Ze jej v jedné zkumavce stejnym dilem smichdte s 0,9 %
roztokem NaCl, ktery obsahuje 1 % N-Acetylcysteinu (Sigma kat. & A8199)
(napf. 300 ul sputa + 300 ul NaCl smési). Po inkubaci smési, trvaijici

30 minut pfi pokojové teploté, pfidejte 140 ul lysatu pro ndsledujici izolaci RNA
pomoci QIAmp Viral RNA Mini Kit. Ddle se drite protokoldrnich 0dajl

vyrobce.

" International Air Transport Association. Dangerous goods Regulations, 41st Edition,

2000.704.
|

10 artus SARS RG RT-PCR Kit 02/2015



» Uziti nosi¢e RNA md rozhoduijici vyznam pro efektivitu izolace a tim pro
vytézek DNA/RNA. Aby bylo dosazeno vy$$i stability nosi¢e RNA
doddvaného s QlAamp Viral RNA Mini Kit, doporu¢ujeme ndésleduiici
postup lidici se od Udajl uvedenych v pfiruéce izolaéni soupravy:

a. Resuspenduite lyofilizovany nosi¢ RNA pfed prvnim pouZitim izolaéni

soupravy v 310 ul eluéniho pufru obsazeného v soupravé (koneéné
koncentrace 1 ug/ul, nepouzivejte lyzaéni pufr). Rozdélte tento roztok
nosi¢e RNA na pocet alikvotll odpovidajici Va$im poZadavkim a
skladuijte je pfi -20°C. Zabrarite opakovanému rozmrazeni (> 2 x)
alikvotu nosi¢e RNA.

b. Pred za&dtkem kazdé izolace musi byt podle nésledujiciho
pipetovaciho schématu &erstvé vytvofena smés lyzaéniho pufru a

nosi¢e RNA (popf. i InternY kontroly, viz 8.3 Interni kontrola):

Pocet vzorkl 1 12

Lyzaéni pufr AVL 260.ul 6.720.u
Nosi¢ RNA (1 ug/ul) 5.6 Ul 67,2 1l
Celkovy objem 565,6 ul 6787,2u
Objem pro izolaci 560 ul po 560 ul

c. Tuto &erstvé vytvofenou smés lyzaéniho pufru a nosi¢e RNA vlozte

ihned do izolace. Skladovdni smési neni mozné.

» Pfi izolaci vyuZivajici promyvaci pufr s obsahem etanolu bezpodmine&né
zajistéte, aby byl pfed eluci proveden jesté jeden centrifugaéni krok (ifi
minuty, 13 000 ot/min) a tim se odstranily zbytky etanolu. Pfedejdete tak
moznym inhibicim PCR.

e artus SARS RG RT-PCR Kit neni vhodny pro izolace na bézi fenolu.

Duileité: InternY kontrolu soupravy artus SARS RG RT-PCR Kit Ize vlozit pfimo

do izolace (viz 8.3 Interni kontrola).
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8.3 Interni kontrola

Spolu s produktem se dodévé InternY kontrola (SARS-CoV LC/RG/TM IC).Mdéte
tak moznost kontrolovat jak izolaci RNA, tak také moznou inhibiciPCR (viz Obr.
1). Pro tuto aplikaci pfidejte k izolaci InternY kontrolu v poméru0,1 ul na 1 ul
eluéniho objemu. Jestlize napfiklad pouzividte QlAamp Viral

RNA Mini Kit a eluujete RNA v 60 ul AVE pufru, viozte 6 ul InternY kontroly.
Jestlize napf. eluujete v 50 ul, vlozte 5 ul. Mnostvi vkladané InternY kontroly
zévisi pouze na eluénim objemu. InternY kontrola a nosi¢ RNA (viz 8.2 Izolace

RNA) by mély byt pfidévany pouze k

* smési lyzaéniho pufru a vzorku nebo

* pfimo k lyza¢nimu pufru.

InternY kontrola nesmi byt pfidana pfimo ke vzorku. PFi pfidéni k lyzagnimu
pufru se musi dbdt na to, aby byla smés InternY kontroly, lyzaéniho pufru a
nosi¢e RNA ¢&erstvé pfipravena a ihned poutZita (skladovani smési pfi

pokojové teploté nebo v lednici mlze iz po nékolika hodindch vést k
vynechani InternY kontroly a ke snizeni efektivity izolace). InternY kontrolu a

nosi¢ RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Volitelné Ize InternY kontrolu pouzit vjhradné ke kontrole mo#né inhibice
PCR (viz Obr. 2). V tomto piipadé pridejte 1 ul InternY kontroly na jednu
testovaci smés pfimo do 15 ul SARS-CoV RG/TM Master. Pro kazdou PCR
reakci pouzifte 15 ul takto vytvofeného Master Mixu a nésledné pfidejte 10 ul
izoldtu. Jestlize pfipravujete jeden béh pro vice vzorkll, zvy$te potfebné
mnozstvi SARS-CoV RG/TM Master a InternY kontroly podle po&tu vzorkl (viz

8.5 Pfiprava PCR).

" Zvy&eni objemu podminéné pfidanim InternY kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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8.4 Kvantifikace

S Kvantifika¢nYmi standardy (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4) dodavanymi
spolu s produktem se zachdzi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaiji
se ve stejném objemu (10 ul). Standardni kfivku v artus 3000 nebo v Rotor-
Gene 3000 vytvofite tak, ¥e vlozite viechny &yfi KvantifikainY standardy
dodévané s produktem, definujete je v okné menu Edit Samples jako

standardy a zadéte uvedené koncentrace (viz artus 3000 Software Manual
popf. Rotor-Gene Manual, verze 4.6). Tuto standardni kfivku lze pouZit také
pro nésledné kvantifikace, pokud je béhem aktudlniho béhu pouzit alespor
jeden standard jedné definované koncentrace. K tomu je zapotfebi dfive
vytvofenou standardni kfivku importovat (viz artus 3000 Software Manual
popf. Rotor-Gene Manual, verze 4.6). U této formy kvantifikace je viak tfeba

zohlednit skuteénost, Ze v dUsledku variability mezi PCR bé&hy muze

nastat odchylka ve vysledku.

Upozornéni: KvantifikaénY standardy jsou definovény jako kopie/ul. Pro
pfepocéet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se

pouzivd nésleduijicivzorec:

vysledek (kopie/ul) x elu€ni objem (ul)

vysledek (kopie/ml) objem vzorku (ml)

Prosim povdimnéte si, Z2e se do vy$e uvedeného vzorce dosazuje zdsadné
pUvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci
nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho

zvy$eni naplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

Dulezité: Na www.qgiagen.com/Products/ByLabFocus/MDX je k dispozici

pfiru¢ka pro zjednoduseni kvantitativniho vyhodnoceni systému artus na artus
3000 popf. Rotor-Gene 3000 (Technical Note for quantitation on the artfus
3000 or Rotor-Gene 3000).
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8.5 Priprava PCR

Ovéfte, ze je chladici blok (pfislusenstvi k artus 3000 popF. Rotor-Gene 3000)
pfedem vychlazen pfiblizné na +4°C. Vlozte pro pldnované reakce
potfebny podet zkumavek pro PCR. Dbejte na to, aby byl spole¢né s kazdym
b&hem PCR proveden alespoii jeden KvantifikagnY standard a jedna negativni
kontrola (Water, PCR grade). Pro vytvofeni standardni kfivky pouZijte prosim u
kazdého b&hu PCR viechny spolu s produktem dodévané KvantifikagnY
standardy (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4). VSechny reagencie se musi pfed
zadatkem testu zcela rozmrazit pfi pokojové teploté, musi byt dobfe
promichdny (opakovany ndébér pipetou a vypusténi pipety nebo opétovné

prevracenizkumavky) a ndsledné centrifugovény.

Chcete-li InternY kontrolou kontrolovat jak izolaci RNA, tak mo#nou inhibici
PCR, musi byt napfed InternY kontrola pfidéna k izolaci (viz 8.3 Interni
kontrola). V tomto pfipadé pouzivejte nésledujici schéma pipetovani (viz také

schématicky pfehled na Obr. 1):

Polet vzorkt 1 12
1. Priprava SARS-CoV RG/TM Master 5 180t
Master Mixu SARS-CoV LC/RG/TMIC oul oul
celkovy objem 15 ul 180 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 15 ul po 15 ul
reakce vzorek 10 pl po 10 ul
celkovy objem 25 ul po 25 ul

Jesilize chcete InternY kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole PCR inhibice, je
tfeba |i pfidat pfimo do SARS-CoV RG/TM Master. V tomto pfipadé pouzivejte

ndsleduijici schéma pipetovdani (viz také schématicky pfehled na Obr. 2):
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” SARS-CoV RG/TM Master 15 ul 15 ul
1. Pfiprava
Master Mixu SARS-CoV LC/RG/TMIC 1 ul : 12 ul :
celkovy objem 16 pl 192 ul
2. Pfiprava PCR Master Mix 15u” ie15ul’
reakee Vzorek 10 ul po 10 ul
celkovy objem 25 ul po 25 ul

Pipetujte do kazdé zkumavky pro PCR reakci 15 ul Master Mixu. Ndsledné
pfidejte 10 ul eludtu z izolace RNA a fddné promichejte opakovanym ndbérem
pipetou a jejim vypusténim. Obdobné musite pfidat jako pozitivni kontrolu 10 ul
alespofi jednoho KvantifikaénYho standardu (SARS-CoV

LC/RG/TM QS 1 - 4) a jako negativni kontrolu 10 ul vody (Water, PCR grade).
Uzavfete PCR zkumavky. Ujistéte se, ze byl na rotor nasazen Locking Ring
(pfislusenstvi k artus 3000 popf. Rotor-Gene 3000), [ako prevence

nechténého otevieni zkumavek béhem béhu.

" Zvyieni objemu podminéné pFidénim Interni kontroly je pfi pFipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita neni omezena.
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Pfidani Interni kontroly k izolaci

Obr. 1: Schéma pracovniho postupu pro kontrolu izolace a PCR
inhibice.

*

PFi kazdém pipetovacim kroku e tfeba bezpodmineéné dbat

na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale rozt4té, fédné
promichané a krétce centrifugované.
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Pfidani Interni kontroly k artus Master

Obr. 2: Schéma pracovniho postupu pro kontrolu PCR inhibice.

PFi kazdém pipetovacim kroku e tfeba bezpodmineéné dbat
na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale roztété, féddné
promichané a krétce centrifugované.
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8.6 Programovani artus 3000 nebo Rotor-Gene 3000

Pro detekci SARS CoV RNA vytvofte na artus 3000™ nebo Rotor- Gene 3000

teplotni profil ndsledujicimi Sesti pracovnimi kroky (viz Obr. 3 - 8):

A. Nastaveniobecnych parametri PCR Obr. 3
B. Reverznitranskripce RNA Obr. 4
C. Pocdateéniaktivace Hot Start enzymu Obr. 5
D. Amplifikace cDNA Obr. 6
E. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kandlt Start Obr. 7
F. bé&huartus 3000™ nebo Rotor-Gene™ 3000 Obr. 8

Veskeré Gdaje se vztahuiji na software artus 3000, verzi 5.0.69, a software
Rotor-Gene, verzi 4.6.94. Podrobnosti k programovdani artus 3000 nebo

Rotor-Gene 3000 si prostudujte v pfiruéce artus 3000 Software Manual
popf. Rotor-Gene Manual, verze 4.6. Na obrdzcich |sou tato nastaveni

zvyraznéna ¢ernymirdmecky.

Nejprve objem PCR reakce pfeneste do okna menu New Experiment Wizard

(viz Obr. 3).

New Experiment Wizard B4

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

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

Operator : lartus

Notes :

il Feaction I =
Yolume (pL): i =

Carousel ; l 72:ell LI

Sample Layout : lln rows 1-8 j

High Speed Yes ¥
Rotor :

[V Spike Checking (Recommended)

SkipWizard | <<Back | Mewss |

Obr. 3: Nastaveni obecnych parametrt PCR.
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Programovdni teplotniho profilu se provadi aktivaci funkce Edit v dal$im okné

menu New Experiment Wizard (viz Obr. 4, 5 a 6).

x|
o . =
New Open Save As Help
The run will take approximately 108 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

1 Insert after... I

Cycling Insert before... I

Remove I

Hold Temperatwe:  5g I‘
2— Hold Time : 10 Imins 0 Isecs

I” | Denature

I~ | Calibration Step

3

Obr. 4: Reverzni transkripce RNA.

D . @

New Open Save As

?
Help
The run will take approximately 108 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

I

Click on a cycle below to modify it :
1 Insert after... I
Insert before... |

Remove |

B

Hold Temperature : 95'

2 Hold Time : l' mins Sacs

[V Denature
[~ Calibration Step

Obr. 5: Pogdateéni aktivace Hot Start enzymu.
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BN Edit Profile . . x|
[ — 2 = | | ?
New Open SaveAds | Help

The run will take approximately 110 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

1 Hold Insert after... I
' Remove I

This cycle repeatsf 45 JJtime(s).

2 [~ Touchdown I Long Range
Ll - | Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

72 deg.
e p B

on FAM, JOE

Obr. 6: Amplifikace cDNA.

Méfici rozsah fluorescenénich kandll je tfeba uréit podle fluorescenéni
intenzity ve smésich PCR. Toto nastaveni se provédi v okné menu Auto Gain
Calibration Setup (aktivace v okné menu New Experiment Wizard pod
Calibrate). Nastavte kalibraéni teplotu na reasociaéni (annealing) teplotu

amplifikaéniho programu (viz Obr. 7).
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Auto Gain Calibration Setup | X|

— Calibration :
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Auto-Gain Calibration will read the fluoresence on the inserted sample at
ﬂ different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
S —
Set temperature to|55 % degrees.
Calibrate &ll

| Calibrate Acquiring I

I~ Perform Calibration Before Running Experiment

— Channel Settings :

| R
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Edt.. |
JOE Al 5FI 10FI =
FAM Al 5FI 10FI —J—e'“""e
Remove All I

2
Manual... | Close | Help I

Obr. 7: Nastaveni senzitivity fluorescenénich kandlu.

Hodnoty Gain zjisténé kalibraci kandlu se automaticky uloZi a jsou uvedeny v

poslednim okn& menu programovdni (viz Obr. 8).

New Experiment Wizard

begin the experiment.

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Bun to

Quick Check :
!W _ M[ [ JUUMM)WMMUL
I 1
Setting | Value |
JOE Gain 10
FAM Gain 4
Spike Suppression  On
High Speed Rotor ~ On
Machine Type Multi-Channel (724 ell Carousel)
Sample Layout A1-48,B1-88, ...

SkipWizad | <«Back | Hewss |

Obr. 8: Start béhu artus 3000 nebo Rotor-Gene 3000.
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9. Vyhodnoceni

Vyhodnoceni provédéjte pomoci software artus 3000 nebo Rotor-Gene podle
névodu vyrobce (artus 3000 Software Manual popf. Rotor-Gene Manual,

verze4.6).
MuUze doijit k ndsledujicim vysledklm:

1. Ve fluorescenénim kandlu Cycling A.FAM je detekovdnsigndl.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje SARS CoV RNA.

V tomto pfipadé je detekce signélu v kandlu Cycling A.JOE podruind, protoZe
vysoké vychozi koncentrace SARS CoV RNA (pozitivni signél v kandlu Cycling A.FAM)
mohou vést k redukovanému a chybgjicimu fluorescenénimu signalu InternY kontroly

v kandlu Cycling A.JOE (kompetice).

2. Ve fluorescenénim kandlu Cycling A.FAM neni detekovdn zadny signél,
nybrz pouze v kanélu Cycling A.JOE (signdl Interni kontroly).
Ve vzorku neni prokazatelnd 24ddnd SARS CoV RNA. Lze jej proto povaZovatza
negativni.
PFi negativni SARS CoV RT-PCR vyluéuje detekovany signdl InternY kontroly

moznost RT-PCRinhibice.

3. Signdl neni detekovdn ani v kandlu Cycling A.FAM ani v kanélu Cycling
A.JOE.
Neni mozné udinit diagnosticky z&veér.
Pokyny tykajici se zdrojl chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole

10. Reseni probléma.

Pfiklady pozitivnich a negativnich PCR reakci jsou uvedeny na Obr. 9 a

Obr. 10.
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iNorm. Fluoro.

0,35]

QsS4
QS3

1 Qs2
01s QS1

0,25]

0.

o .4////if///// NTC

Ql To 13 o s 20 P T30 T35 Y40 Ticyele

Obr. 9: Pritkaz KvantifikaénYch standardti (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 -
4) ve fluorescenénim kandlu Cycling A.FAM. NTC: non-
template control (negativni kontrola).

[Morm. Fluoro.

045
04

035

. QS 1-QS 4+NTC

Threshold
] e -

é?l o s o 5 20 5 30 T35 Y40 TaCyele

Obr. 10: Prikaz InternY kontroly (IC) ve fluorescenc¢nim kandlu Cycling
A.JOE pfi sou¢asné amplifikaci KvantifikaénYch standardt
(SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template control (negativni

kontrola).
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10. Reseni problémd

Z&dny signdl pfi pozitivnich kontrolach (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4) ve

fluorescenénim kandlu Cycling A.FAM.

* Volba fluorescenéniho kandlu pfi analyze dat PCR neodpovidé protokolu.
© K analyze dat zvolte fluorescenéni kandl Cycling A.FAM  pro

analytickou SARS CoV RT-PCR a fluorescenéni kanél A.JOE pro RT-
PCR InternY kontroly.

*  Naprogramovdni teplotniho profilu pfistroje artus 3000 nebo Rotor-
Gene™ 3000 je chybné.
€© Porovneijte teplotni profil s 0daiji protokolu (viz 8.6 Programovani

artus 3000 nebo Rotor-Gene 3000).

* PCR reakce byla chybné sestavena.

© Porovnejte Vase pracovni kroky s pipetovacim schématem (viz
8.5 Priprava PCR) a popf. PCR zopakuite.

* Podminky sklodovdni jednoho nebo vice komponentd soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovani nebo byla
prekro¢ena doba pouzZitelnosti soupravy artus SARS RG RT-PCR Kit.
€ Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz $titek soupravy) a poutZijte popF. novou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signél InternY kontroly ve fluorescenénim kandlu Cycling
A.JOE pfi sou¢asné nepfitomnosti signdlu v kandlu Cycling A.FAM:
* Podminky PCR neodpovidaiji protokolu.
€ Zkontrolujte podminky PCR (viz vy$e) a popf. PCR zopakujte s
opravenym nastavenim.
* PCR byla inhibovéna.
© Ujistéte se, Ze pouzivate ndmi doporudeny postup izolace (viz
8.2 Izolace RNA) a drzte se pfesné predpist vyrobce.
€ Presvéddéte se, Ze byl pfi izolaci RNA pfed eluci proveden dodate¢ny
doporuéeny centrifugaéni krok k Uplnému odstranéni zbytk(l etanolu
(viz 8.2 Izolace RNA).
e Béhem izolace dochdzi k Gbytku RNA.
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€ Byla-li k izolaci ptidéna InternY kontrola, mlze nepfitomnost signdlu
InternY kontroly znamenat Ubytek RNA b&hem izolace. Ujistéte se, 7e
pouzivate ndmi doporuéeny postup izolace (viz 8.2 lzolace RNA) a
drite se pfesné predpisl vyrobce.

* Podminky skladovédni jednoho nebo vice komponentll soupravy
neodpovidaji pfedpisim uvedenym v kapitole 2. Skladovéni nebo byla
prekro¢ena doba pouzitelnosti soupravy artus SARS RG RT-PCR Kit.
€© Prosim zkontrolujte jok podminky skladovéni, tak i dobu pouZitelnosti

reagencii (viz $titek soupravy) a poutZijte popF. novou soupravu.

Signdly pfi negativnich kontroldch ve fluorescenénim kandlu Cycling A.FAM
analytické RT-PCR.
» Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.
© Zopakujte PCR v replikétech s novymi reagenciemi.
€ Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po vlozeni
zkoumaného vzorku.
© Pipetujte pozitivni kontroly zdsadné jako posledni.
€ Ujistéte se, ze |sou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovény.
* Béhem izolace dochézi ke kontaminaci.
€ Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzorkl za uZiti novych reagencii.
© Ujistéte se, ze |sou pracovni plochy a pfistroje pravidelné

dekontaminovany.

Pokud se vyskytnou dal$i otdzky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi

technickou podporu.
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11. Specifikace

11.1 Analytickd senzitivita

Pro uréeni analytické senzitivity artus SARS RG RT-PCR Kit byla vytvofena fada
fedéni standardd od 10 do nomindélné 0,003 in vitro transkribovanych RNA
kopii na ul SARS CoV amplikonu a analyzovédna pomoci artus SARS RG RT-PCR
Kit. Experimenty byly provedeny ve tfech rlznych dnech formou
osmindsobnych uréeni. Vysledek byl zjist€n pomoci probitové analyzy. Jeho
grafické vyhodnoceni je zobrazeno na Obr. 11. Analyticky limit detekce

soupravy artus SARS RG RT-PCR Kit lezi proto u 0,5 kopii/ul (p = 0,05). To

znamend, ze je s 95 % pravdépodobnosti detekovdno 0,5 kopii/ul.

Probitové analyza: SARS coronavirus (artus 3000/Rotor-Gene 3000)

+ 1004 +

-0,34585 2 0,5 kopii/pl (95%) d
i 080

1070 ]

{060 ]

Proportions

05 05 15 25
log (dose)

45 35

Obr. 11: Analytické senzitivita artus SARS RG RT-PCR Kit.

11.2 Specificita

Specificita artus SARS RG RT-PCR Kit je v prvni fadé zaruéena vybérem
primerl a sond, jakoZ i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy
byly na zékladé sekvenéni analyzy pfezkouseny na eventudini homologie se
véemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankéch. Timto zplsobem byla

kontrolovdna také detekovatelnost vech relevantnich subtypl a genotypU.

|
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Validace specificity byla provedena na 30 rlznych SARS CoV negativnich
sérovych vzorcich, které spolu se SARS-CoV specifickymi primery a sondami

obsazenymiv SARS-CoV RG/TM Master negenerovaly zaddny signdl.

K uréeni specificity artus SARS RG RT-PCR Kit byla kontrolni skupina uvedend
v Tabulce 1 testovéna na kifZovou reaktivitu. Zédny z testovanych plvodct

nebyl reaktivni.

Tabulka 1: Testovéni specificity diagnostické soupravy pomoci potencidlné kfizové
reaktivnich plvodcu.

SARS-CoV InternY

Kontrolni skupina kontrola

(Cycling A.FAM)

HCoV OC 43 ATCC (Human coronavirus OC 43) - +
HCoV 229 E ATCC (Human coronavirus 229 E) - +
SB 1 + 4 HCoV (Human coronavirus SB 1 + 4) - +
SB 164 HCoV (Human coronavirus SB 164) - +
IBV Beaudelle (Avian infectious bronchitis virus
+

Beaudelle)
BCV 212 (Bovine CoV212) - +
TGEV Perdue (Porcinetransmissible

e . +
gastroenteritis virus Perdue)
TGEV Pur 46 C 188 (Porcine transmissible N

gastroenteritis virus Pur)

11.3 Presnost

Udaje o presnosti pro artus SARS RG RT-PCR Kit umoziiuji stanoveni celkové
variability testovaciho systému. Tato celkové variabilita se sklddé z Intra-Assay
variability (variabilita vzorkl stejné koncentrace v rémci jednoho pokusu), z
Inter-Assay variability (variabilita zpUsobend provedenim experimentu
riznymi osobami v jedné laboratofi a uzitim rlznych pfistroju stejného typu) a

z Inter-Batch variability (variabilita zplUsobend pouzitim

rlznych $arzi). Pfitom byla vidy vypoéitdna standardni odchylka, variance a
koeficient variace jak pro specifickou PCR plvodce, tak i pro PCR InternY
kontroly.

|
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Tyto Udaje byly pro artus SARS RG RT-PCR Kit stanoveny na zdkladé
KvantifikaénYho standardu s nejnizéi koncentraci (QS 4; 10 kopii/ul).
Experimenty byly provedeny formou osmindsobnych uréeni. Vyhodnoceni
vysledkl bylo provedeno na zdkladé Ct hodnot amplifikaénich kfivek (Ct:

threshold cycle, viz Tabulka 2). Celkovd variabilita libovolného vzorku
uvedené koncentrace &ini tedy 1,66 % (Ct), pro pritkaz InternY kontroly 1,28
% (Ct). Tyto hodnoty se zaklddaji na souhrnu viech dil¢ich hodnot zjist€nych

variabilit.

Tabulka 2: Udaije o pFesnosti na zékladé Ct hodnot.

Standardni Vari Koeficient
odchylka ariance variace [%
Intra-Assay variabilita:
0,15 0,02 0,48
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4
Intra-Assay variabilita:
, 0,40 0,15 1,67
InternY kontrola
Inter-Assay variabilita:
0,23 0,05 0,75
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4
Inter-Assay variabilita:
, 1,13 1,28 4,53
InternY kontrola
Inter-Batch variabilita:
0,52 0,25 1,69
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4
Inter-Batch variabilita:
, 0,94 0,63 3,62
InternY kontrola
Celkova variabilita:
0,51 0,26 1,66
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4
Celkova variabilita:
, 1,13 1,28 1,28
InternY kontrola

11.4 Robustnost

Pfezkouseni robustnosti slouzi k stanoveni celkové ¢etnosti chyb artus SARS RG
RT-PCR Kit. Za timto G&elem bylo 30 SARS CoV negativnich sérovych vzorkl
smiseno s 1,5 kopiemi/ul eluéniho objemu kontrolni SARS CoV RNA

(tfindsobnd koncentrace analytického limitu senzitivity), pomoci

QIAamp Viral RNA Mini Kit izolovéno (viz 8.2 Izolace RNA) a pomoci
|
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artus SARS RG RT-PCR Kit analyzovano. Cetnost chyb pro SARS CoV &inila u
viech vzorkli O %. Robustnost InternY kontroly byla dodatedné& prezkousena
izolaci a analyzou 30 SARS CoV negativnich sérovych vzorkl. Celkové Eetnost
chyb ¢inila O %. Inhibice nebyly pozorovény. Robustnost artus SARS RG RT-PCR
Kit ¢ini tedy = 99 %.

11.5 Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovdny za G&elem pravidelného
hodnoceni vykonnosti artus SARS RG RT-PCR Kit a vykonnostniho srovndni s
ostatnimi  produkty. Tyto Udaje jsou ziskdvdny na zdkladé Géasti na

mezilaboratornich pokusech.

11.6 Diagnostické hodnoceni

artus SARS RG RT-PCR Kit je v sou¢asné dobé evaluovdén ve vice studiich.

12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

» Vsechny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

* Prostfedek by méli pouzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specidlné
poudeni a vySkoleni v metodice diagnostiky in vitro.

e Presné dodrzovdni protokolu je bezpodmineéné& nutné k dosazeni
optimdlnich vysledk PCR.

* Dbejte na konec doby pouZitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich

jednotlivych  komponent. Nepouzivejte reagencie s proslou

trvanlivosti.

13. Varovdni a bezpecnostni opatieni

Bezpeénostni informace k soupravé artus SARS RG RT-PCR Kit naleznete v
odpovidajicich bezpeénostnich listech (safety data sheets, SDS). Tyto listy jsou
k dispozici v podobé& kompakiniho a snadno pouzitelného PDF souboru na

www.qiagen.com/safety.
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14. Kontrola kvality

V souladu se systtmem managementu jokosti spoleénosti  QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO 9001 a ISO 13485 byla ka?dd Sarze artus
SARS RG RT-PCR Kit testovéna podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla

zaruéena jednotnd kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symbolu

g Pouzijte do
Cislo 3arze
‘ Vyrobce

REF Katalogové ¢islo

Cislo materidlu

Manudl

Prostfedky zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku
Ethanol

GTIN Mezinérodni &islo obchodni polozky GTIN

Obsahuije reagencie pro <N> reakci

Teplotni rozmezi

s <ggae;

S Kvantifikaéni standard
iIC Interni kontrola

o
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artus SARS RG RT-PCR Kit

Ochranné znédmky a vylougeni odpovédnosti
QIAGEN®, QIAamp®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); Dacron® (Invista, Inc.).

Registrované nézvy, ochranné zndmky etc. pouzité v tomto manudlu nelze povazovat za nechranéné zékonem,
ani kdyz nejsou jako takové oznaceny.

artus SARS RG RT-PCR Kit je diagnostickd souprava oznaéend znackou CE v souladu s evropskou smérnici
98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych prostfedcich in vitro. Souprava neni dostupné ve vech zemich.

Soupravy QlAamp Kit jsou uréeny pro obecné laboratorni poutiti. Udaje produktu nebo jeho prezentace
nejsou ur&eny k tomu, aby podavaly informace o diagnéze, prevenci nebo lé¢eni nemoci.

Koupé souprav artus PCR Kit zahrnuje limitovanou licenci pro jejich pouziti v procesu polymerézové Fetézové
reakce (PCR) v rédmci huménni a veterindrni in vitro diagnostiky, ve spojeni s termocyklerem, jehoz pouziti pfi
automatizovaném provedeni PCR je kryto pfedem splatnym licenénim poplatkem, ktery se odvadi bud
platbou spoleénosti Applied Biosystems nebo koupi autorizovaného termocykleru. Technologie PCR je chrénéna
ndrodnimi patentnimi prévy ekvivalentnimi k USA patentim ¢&is. 5.219.727 a 5.322.770 o 5.210.015 a
5.176.995 a 6.040.166 a 6.197.563 a 5.994.056 a 6.171.785 a 5.487.972 a 5.804.375 a 5.407.800 a
5.310.652 a

5.994.56 ; vlastnéno firmou F. Hoffmann-La Roche Ltd.

© 2007-2015 QIAGEN, viechna prévavyhrazena.
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