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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy vzorkd
a analyz, které umozriuji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. Nase pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti
spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy:

v purifikaci DNA, RNA a proteint

v analyzach nukleovych kyselin a protein(

ve vyzkumu microRNA a RNAI

v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich analyz.

NaSi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledkl a technickych
uspéchd. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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Slozeni sady

Pfirucka

!

artus HBV RG PCR Kit (24) (96)
Katalogové €. 4506263 4506265
Pocet reakci 24 96
Modra HBV RG/TM Master L
Cervena HBV RG/TM QS 1* (1 x10° IU/ul) Q@S 200 ul 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 2* (1 x 10* IU/ul) @S 200 pl 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 3* (1x 10° IU/ul) Q@$ 200 pl 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 4* (1 x 102 1U/ul) @S 200 pl 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 5* (1 x 10" IU/ul) Q@$ 200 200 pl
Zelenda HBV RG/TM ICT IC 1000 ul 2 x 1000
Bila Voda (v kvalité vhodné pro PCR) 1000 pl 1000 pl

1

* Kvantifikaéni standard.
TInterni kontrola.

Symboly

N
2

Obsahuje reagencie pro <N> test(

Pouzijte do

Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogové Cislo

Cislo $arze

Cislo materialu

Dily
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Obsahuje

Pocet

GTIN Globalni Cislo obchodni polozky GTIN
Teplotni rozmezi

Vyrobce

DalS$i informace viz navod k pouziti

© SR~ § f

Dulezita poznamka

Uchovavani

Komponenty sady artus HBV RG PCR se skladuiji pfi teploté -15 °C az

-30 °C a maji trvanlivost do data uvedeného na Stitku. Zabrarite
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni (> 2x), sniZzuje se tim senzitivita
analyzy. Pokud se reagencie maji pouzivat pouze ob&asné, je nutné je zmrazit

v alikvotnich mnozstvich. Uchovavani pfi 2—-8 °C by nemélo piekrocCit dobu péti
hodin.

Zamyslené pouziti
Sada artus HBV RG PCR je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro pro
kvantifikaci DNA viru hepatitidy B (HBV) v lidské EDTA plazmé. Tato

diagnosticka sada vyuzZiva polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a je
konfigurovana pro pouZiti s pfistroji Rotor-Gene Q.

Omezeni pro pouziti produktu
V8echny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

Produkt by méli pouZzivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné pouceni a
vySkoleni v metodice diagnostiky in vitro.

Pfesné dodrzovani protokolu je bezpodminecné nutné k dosazeni optimalnich
vysledkd PCR.

Dbejte na konec doby pouZitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych komponent. NepouZivejte reagencie s proslou trvanlivosti.
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V ojedinélych pfipadech mohou mutace ve vysoce konzervovanych oblastech
virového genomu, které jsou pokryty primery a/nebo sondami soupravy, vést k
nedostate¢né kvantifikaci nebo k selhani detekce pfitomnosti viru. Validita a
ucinnost testu jsou pravidelné kontrolovany.

Varovani a bezpeénostni opatreni

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpecnostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online

v pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach
www.qgiagen.com/safety, kde mizete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro
kazdou sadu QIAGEN® a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorkl a rozboru likvidujte podle mistnich bezpe€nostnich predpisu.

Rizeni jakosti
V souladu se systémem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO byla kazda Sarze sady artus HBV RG PCR

testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru¢ena jednotna
kvalita produktu.
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Uvod

Sada artus HBV RG PCR je systém k pfimému pouziti pro prikaz DNA viru
hepatitidy B pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) v pfistrojich Rotor-
Gene Q. HBV RG/TM Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou
amplifikaci useku 134 bp genomu viru HBV a také pro bezprostfedni detekci
specifického amplifikatu ve fluorescenénim kanalu Cycling Green pfistroje
Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene 6000, pfipadné kanalu Cycling A.FAM™
pfistroje Rotor-Gene 3000.

Kromé toho sada artus HBV RG PCR obsahuje druhy heterologni amplifikacni
systém pro prikaz potencialni inhibice PCR. Tento systém je detekovan jako
interni kontrola (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow pfistroje
Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene 6000, pfipadné kanalu A.JOE™ pfistroje
Rotor-Gene 3000. Limit detekce analytické HBV PCR (viz ,Analytickd
senzitivita®, strana 10) pfitom neni negativné ovlivnén. Spolu s produktem se
dodavaji externi pozitivni kontroly (HBV RG/TM QS 1-5), pomoci nichz Ize
urcit mnozstvi virové DNA. Dal$i informace viz “Kvantifikace”, strana 22.

Princip

Prukaz pavodce pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) je zalozen na
amplifikaci specifické oblasti genomu plavodce. Detekce probiha pfi PCR v
realném Case pomoci fluorescencnich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana
na oligonukleotidové sondy, které se vazou specificky na PCR amplifikat.
Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v realném &ase umozriuje
prukaz a kvantifikaci kumulujiciho se produktu, aniz by bylo nutné po PCR
znovu otevirat reakéni zkumavky.*

Informace o patogenu

Virus hepatitidy B (HBV) se pfenasi pfevazné krvi, pfipadné krevnimi
produkty. Infekci je mozné ziskat také pohlavnim stykem, oralni cestou nebo
perinatalné. Po celkovém pocitu nemoci spojeném s nechutenstvim,
zvracenim a abdominalnimi potizemi se u 10 az 20 % infikovanych osob
dostavuje horecka, exantém (kozni vyrazka) a revmatoidni bolesti kloubt a
svall. Po 2 az 14 dnech se vyvine ikterus, ktery mize byt doprovazen
pruritem. Fulminantni akutni hepatitida se vyskytuje u 1% vSech infikovanych
osob a €asto konci smrti. U 5 az 10 % vSech pacientl s hepatitidou B dochazi
k chronickému zanétu jater, ktery maze vést k rozvoji jaterni cirhozy, pripadné
primarniho hepatocelularniho karcinomu.

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

Analyticka senzitivita

Pro validaci sady artus HBV RG PCR byl ur€en jak analyticky limit detekce, tak
analyticky limit detekce s pfihlédnutim k izolaci (limit senzitivity). Analyticky
limit detekce s ohledem na izolaci byl ur€en na zakladé HBV pozitivnich
klinickych vzork( a s pfihlédnutim na pouzité metody izolace. Analyticky limit
detekce byl naproti tomu determinovan na zakladé standardu znamé
koncentrace, bez klinickych vzorku a nezavisle na metodé izolace.

Pro ur€eni analytické senzitivity sady artus HBV RG PCR byla vytvofena fada
fedéni od 10 do nominalné 0,0003 HBV IU/ul. Ta byla nasledné analyzovana
za pouziti sady artus HBV RG PCR v pfistrojich Rotor-Gene. Experimenty byly
provedeny ve 3 rliznych dnech formou osminasobnych uréeni. Vysledky byly
zZjistény probitovou analyzou. Analyticky limit detekce sady artus HBV RG PCR
v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene 3000 je 0,02 IU/ul (p = 0,05). To
znamena, ze je s 95% pravdépodobnosti detekovano 0,02 1U/ul.

Ekvivalence pristroju Rotor-Gene 3000 a Rotor-Gene Q/6000 byla prokazana
na zakladé technickych specifikaci potvrzenych srovnanim analytického
vykonu. Probitové analyzy byly provedeny u obou systémua soucasné.
Analyticky limit detekce u pfistroje Rotor-Gene Q/6000 lezi v mezich intervalu
spolehlivosti pfistroje Rotor--Gene 3000. Sadu artus HBV RG PCR Ize tudiz
pouzit k prikazu HBV DNA na pfristroji Rotor-Gene Q/6000 s obdobnou
senzitivitou.

Analyticka senzitivita s ohledem na izolaci (sada QIAamp® DSP Virus) sady
artus HBV RG PCR byla urCena fadou fedéni 1. mezinarodniho standardu
HBV organizace WHO (1st International HBV standard) od 158 do nominalné
0,4 HBV IU/ml v klinickych vzorcich plazmy. Tyto vzorky byly podrobeny
izolaci DNA pomoci QIAamp DSP Virus Kit (extrakéni objem: 0,5 ml, elu¢ni
objem: 26 yl). Kazdé ze 7 fedéni bylo analyzovano za uZziti sady

artus HBV RG PCR ve 3 riznych dnech formou osminasobnych urceni.
Vysledky byly zjistény probitovou analyzou. Grafické znazornéni probitove
analyzy naleznete v obrazku 1. Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci
sady artus HBV RG PCR v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene 3000 je

3,8 IU/ml (p = 0,05). To znamena, ze je s 95% pravdépodobnosti detekovano
3,8 IU/ml.
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0l 0.58115 ~ 3.8 1U/ml (95%)

Proportions

log (dose)

Obrazek 1. Probitova analyza: HBV (Rotor-Gene 3000). Analyticka senzitivita s ohledem
na izolaci (sada QlAamp DSP Virus, QIAGEN) sady artus HBV RG PCR na pfistroji Rotor-
Gene 3000.

Specificita

Specificita sady arfus HBV RG PCR je v prvni fadé zaru¢ena vybérem primeru
a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy byly na
zakladé sekvenéni analyzy pfezkouSeny na eventualni homologie se vSemi
sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Detekovatelnost vSech
relevantnich genotypu tak byla zajisténa na zakladé sladéni databaze a béhu
PCR na pfistrojich Rotor-Gene s nasledujicimi genotypy (viz tabulka 1).
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Tabulka 1. Testovani specificity relevantnich genotypu

Interni
HBV kontrola
(Cycling (Cycling
Green nebo Yellow nebo A.
Virus Genotyp Zdroj A.FAM) JOE)
HBY A (USA) Teragenix* + +
HBV B (Indonésie) Teragenix + +
HBV  C (Indonésie) Teragenix + +
HBV  C (Venezuela) Teragenix + +
HBV D (USA) Teragenix + +
HBV E (POb.rGZ' Teragenix + +
slonoviny)
HBV  F (Venezuela) Teragenix + +
HBVY G (USA) Teragenix + +
HBV  H (Nikaragua) Teragenix + +

* Teragenix Corporation, Florida, USA.

Pro dalSi testovani specificity byly pouzity HBV kmeny, u kterych jsou znamé
sekvenéni rozdily v pre-core oblasti genomu HBV (HBV Pre-Core Mutant
Panel, Teragenix, Florida, USA). VSech 9 pre-core mutantnich kmenu tohoto
panelu bylo pomoci sady artus HBV RG PCR prokazano.

Specificita byla navic validovana pomoci 100 rdznych HBV negativnich vzork
plazmy, které spolu se specifickymi primery a sondami pro HBV zahrnutymi ve
smési HBV RG/TM Master nevytvarely zadny signal.

Ke kontrole potencialni kfizové reaktivity sady artus HBV RG PCR byla
zkoumana kontrolni skupina uvedena v tabulce 2 (strana 13). Zadny z
testovanych plvodcu nebyl reaktivni. Pfi smiSenych infekcich se nevyskytly
zadné kfizove reaktivity.

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace (analytické méfeni) sady artus HBV RG PCR byla
uréena analyzou fady fedéni kvantifikacniho standardu HBV v rozsahu
koncentrace od 1 x 10® IU/ul do 1 x 1072 [U/ul. Rada fedéni byla kalibrovana
vuci 1. mezinarodnimu standardu HBV DNA organizace WHO (WHO 1st
International HBV DNA Standard).
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Kazda faze fedéni byla testovana v replikatech (n = 8 pro koncentrace
> 1 x 10° IU/ul; n = 16 pro koncentrace < 1 x 10° 1U/pl) pomoci sady
artus HBV RG PCR v pristrojich Rotor-Gene.

Tabulka 2. Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci
potencialné krizové reaktivnich patogenu

HBV Interni kontrola
(Cycling Green  (Cycling Yellow
nebo Cycling nebo Cycling

Kontrolni skupina A.FAM) A.JOE)
Lidsky herpesvirus 1

: ) - +
(herpes simplex virus 1)
Lidsky herpesvirus 2

: ) - +
(herpes simplex virus 2)
Lidsky herpesvirus 3 B +
(virus varicella zoster)
Lidsky herpesvirus 4 (virus _ +
Epsteina a Barrové)
Lidsky herpesvirus 5 _ +
(cytomegalovirus)
Lidsky herpesvirus 6 - +
Virus lidské imunodeficience 1 - +
Virus hepatitidy A - +
Virus hepatitidy C — +
Parvovirus B19 - +
Virus Zluté horecCky - +
Lidsky virus leukémie T-bunék

- +

typu1a?2
Coxsackie virus B3 - +
Dengue virus 1-4 - +
Escherichia coli - +

Linearni oblast kvantifikace sady artus HBV RG PCR se dle vysledku vztahuje
na koncentrace od 0,02 1U/ul do minimalné 1 x 10° [U/ul (obréazek 2).
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Za predpokladu, Ze bude pro extrakci DNA pouzita sada QlAamp DSP Virus,
muze sada artus HBV RG PCR pokryvat linearni oblast kvantifikace od
1,1 1U/ml do minimainé 4 x 10° IU/ml.

y = 0.995x + 0.2373
R? = 0.9991

log,o estimated concentration (1U/ul)

& A

log;o nominal concentration (1U/pl)

9
7
5
3
N
P ; ; ; ;
i
3

Obrazek 2. Linearni oblast kvantifikace sady artus HBV RG PCR Vypocet linearni oblasti
kvantifikace. Pfimka byla stanovena linearni regresi log+, vypoc€itanych koncentraci s logqo
nominalnimi koncentracemi. Rovnice regresnich pfimek je zahrnuta v obrazku.

Presnost

Udaje o presnosti pro sadu artus HBV RG PCR umozfiuji stanovit celkovou
variabilitu testovaciho systému. Tato celkova variabilita se sklada z intraassay
variability (variabilita vysledk( vzork( stejné koncentrace v ramci jednoho
pokusu), z interassay variability (variabilita vysledkd rozboru generovanych na
riznych pfistrojich stejného typu a provedenych riznymi osobami v jedné
laboratofi) a z interbatch variability (variabilita vysledkd rozboru za uziti
riznych Sarzi). Ziskana data byla pouzita k vypocitani standardni odchylky,
variance a koeficientu variace jak pro specifickou PCR puvodce, tak i pro PCR
interni kontroly.

Udaje o pFesnosti byly pro sadu artus HBV RG PCR stanoveny na zéakladé
byly provedeny formou osminasobnych uréeni. Udaje o presnosti byly
vypocitany na zakladé hodnot CramplifikaCnich kfivek (Ct: prahovy cyklus, viz
tabulka 3, strana 15). Pomoci odpovidajicich hodnot Ct byly navic uréeny
udaje o presnosti pro kvantitativni vysledky v IU/ul (tabulka 4). Na zakladé
téchto vysledku €ini celkovy statisticky rozptyl libovolného vzorku uvedené
koncentrace 1,29 % (Cy), resp. 8,99 % (koncentrace) a 1,87 % (Cy) pro prukaz
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interni kontroly. Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dilich hodnot
zZjisténych variabilit.

Tabulka 3. Data o presnosti na zakladé hodnot C;

Smérodatna Koeficient
odchylka Variance variace (%)

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 0,09 0,01 0,32
HBV RG/TM QS 5

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 0,10 0,01 1,06
Interni kontrola

Variabilita mezi
riznymi pokusy: 0,14 0,02 0,49
HBV RG/TM QS 5

Variabilita mezi
riznymi pokusy: 0,29 0,08 1,00
Interni kontrola

Variabilita mezi
rlznymi Sarzemi: 0,38 0,15 1,39
HBV RG/TM QS 5

Variabilita mezi
rlznymi Sarzemi: 0,62 0,39 2,23
Interni kontrola

Celkova variabilita:

HBV RG/TM QS 5 0,36 0,13 1,29

Celkova variabilita:

Interni kontrola 0,52 0,27 1,87
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Tabulka 4. Udaje o piesnosti na zakladé kvantitativnich hodnot (v 1U/ul)

Smérodatna Koeficient
odchylka Variance variace (%)

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 0,93 0,87 9,28
HBV RG/TM QS 5

Variabilita mezi
rlznymi pokusy: 0,79 0,63 7,92
HBV RG/TM QS 5

Variabilita mezi
rlznymi Sarzemi: 1,03 1,05 10,21
HBV RG/TM QS 5

Celkova variabilita:

HBV RG/TM QS 5 0,90 0,81 8,99

Robustnost

PfezkousSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Cetnosti chyb sady
artus HBV RG PCR. Za timto ucelem bylo 100 HBV negativnich vzorku
plazmy smiseno s 0,05 IU/ul eluéniho objemu kontrolni HBV DNA (pfiblizné
trojnasobna koncentrace analytického limitu senzitivity). Po izolaci pomoci
sady QlAamp DSP Virus (viz ,lzolace DNA*, strana 20) byly tyto vzorky

analyzovany s vyuzitim sady artus HBV RG PCR. Cetnost chyb pro HBV ¢&inila
u vSech vzorkd 0 %. Robustnost interni kontroly byla dodateéné prezkouSena
izolaci a analyzou 100 HBV negativnich vzorkd plazmy. Celkova €etnost chyb

¢inila 0%. Inhibice nebyly pozorovany. Robustnost sady arfus HBV RG PCR
¢ini tedy > 99 %.

Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovany za Géelem pravidelného
hodnoceni vykonnosti sady artus HBV RG PCR a vykonnostniho srovnani
s ostatnimi produkty. Tyto udaje jsou ziskavany na zakladé ucasti v
uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.

Diagnostické hodnoceni

Ve studii 2 nezavislych laboratofi byla sada artus HBV RG PCR porovnana
s COBAS® TagMan® HBV Assay. Za timto Gelem bylo testovano
287 retrospektivnich a prospektivnich vzorkd plazmy.

HBV DNA urcena pro testovani se sadou artus HBV RG PCR byla izolovana
pomoci sady QlAamp DSP Virus. Analyza byla provedena v pfistroji Rotor-
Gene 3000. Pro srovnavaci testy s COBAS TagMan HBV Assay byla HBV
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DNA izolovana podle udajl vyrobce uvedenych v pribalovych informacich.
Vysledky ziskané pomoci sady artus HBV RG PCR byly porovnany s vysledky
COBAS TagMan HBV Assay.

V porovnani s vysledky COBAS TagMan HBV Assay, které slouzi jako
reference, Cini u vSech zkoumanych plazmovych vzorku diagnosticka
senzitivita sady artus HBV RG PCR 100 % a diagnosticka specificita 97 %.
Vysledky jsou znazornény v tabulce 5.

Tabulka 5. Vysledky srovnavaci validaéni studie

COBAS TaqMan HBV Assay
+ - Celkem
sada artus HBV + 186 3 189
RG PCR _ 0 98 98

DalSi analyza 3 diskrepantnich vzork( potvrdila vysledky sady artfus HBV RG
PCR. Lze tudiz pfedpokladat, ze diskrepance je podminéna vysSi senzitivitou
sady artus HBV RG PCR.

Korelace kvantitativnich vysledkd obou testovacich systému byla analyzovana
pomoci linearni regrese. Porovnani vysledkl obou sad je znazornéno na
obrazku 3.

y = 1.0738x + 0.1928
R? = 0.9556

Roche, HBV log;o concentration (IU/ml)

0 2 4 6 8 10
QIAGEN, HBYV log,, concentration (IU/ml)

Obrazek 3. Porovnani sady COBAS TagMan HBV Assay (Roche, HBV; purifikace
vzorku provedena s vyuzitim systému High Pure) se sadou artus HBV RG PCR
(QIAGEN, HBV; purifikace vzorku provedena s vyuzitim sady QlAamp DSP Virus).
Korelace kvantitativnich vysledkd obou testovacich systému (tabulka 5) byla analyzovana
pomoci linearni regrese. Vysledky obou sad jsou znazornény v rozptylovém diagramu XY se
stupnici log/log.
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Vybaveni a reagencie, které ma zajistit uzivatel

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpecnostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu.

B Sada kizolaci DNA (viz ,lzolace DNA®, strana 20)
Pipety (nastavitelné)*

Sterilni pipetovaci $picky s filtrem

Trepacka vortex*

Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml reakéni zkumavky

Pristroj Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene* s fluorescencnimi kanaly
Cycling Green a Cycling Yellow nebo s fluorescenénimi kanaly Cycling
A.FAM a Cycling A.JOE

Verze softwaru Rotor-Gene Q 1.7.94 (verze softwaru Rotor-Gene 6000:
1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; verze softwaru Rotor-Gene 3000: 6.0.23) a vySSi

B Zkumavky v stripech s uzavéry, 0,1 ml, pro pouziti s 72jamkovym rotorem
(kat. Cis. 981103 nebo 981106)

B Alternativné: Zkumavky PCR, 0,2 ml, pro pouziti s 36jamkovym rotorem
(kat. Cis. 981005 nebo 981008)

B Chladici blok (vkladaci blok 72 x 0,1ml zkumavky, kat. ¢is. 9018901, nebo
vkladaci blok 96 x 0,2ml zkumavky, kat. Cis. 9018905)

* Ujistéte se, Ze byly pfistroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
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Dulezité poznamky

VSeobecna bezpeénostni opatreni
Uzivatel by mél dbat na nasleduijici:
B Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.

B Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, pozitivni kontrol
a amplifikaty) do reakcni smési na jiném misté nez ostatni reagencie.

B VSechny komponenty pfed pocatkem analyzy upIné rozmrazte pfi
pokojové teploté (15-25 °C).

B Nasledné komponenty fadné promichejte (opakovany nabér pipetou a
vypusténi pipety nebo pulzni tfepacka) a kratce centrifugujte.

B Pracujte rychle a udrzujte komponenty na ledu nebo v chladicim bloku
(72- / 96jamkovy vkladaci blok).

Odbér, skladovani a preprava vzorku
@ Se v8emi vzorky se musi zachazet jako s potencialné infekénimi.
@ Dosud znamé udaje prokazuji EDTA nebo citratovou plazmu jako

nejvhodné;jsi vzorek pro prikaz HBV. Doporuc€ujeme tedy pouzivat tyto
materialy se sadou artus HBV RG PCR.

y

Interni validace sady artus HBV RG PCR byla provedena pomoci lidské EDTA

plazmy. Jiné materialy vzorkl nejsou validovany. Prosim pouZivejte pro
pFipravu vzorku pouze doporu¢enou sadu k izolaci DNA (viz ,lzolace DNA®,
strana 20).

Pfi uziti nékterych materialt vzorku je nezbytné dodrZzovat nasledujici predpisy

pro odbér, skladovani a prepravu.

Odbér vzorku

Kazdy odbér krve je podminén narusenim krevnich cest (tepny, zZily, kapilary).

Pouzivat se smi pouze nezavadny a sterilni material. Pro odbér krve by mély
byt k dispozici odpovidajici jednorazové pomucky. K punkci zil by se nemély
pouzivat pfiliS jemné kapilarni jehly. Odbér Zilni krve by mél byt proveden na

vhodnych mistech v oblasti loketni jamky, pfedlokti nebo na hibetu ruky. Krev

odebirejte do standardnich odbérovych zkumavek (Cerveny uzavér, Sarstedt
nebo ekvivalentni zkumavky jinych vyrobct). Odeberte 5-10 ml EDTA krve.
Zkumavky by mély byt bezprostfedné po odbéru promichany opakovanym
obracenim (8x, netfepat).

® Vzorky osob, kterym byl podan heparin, se nesmi pouzivat (viz ,Latky
narusujici stanoveni®, dole).
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Skladovani vzorku

PIna krev by méla byt béhem 6 hodin rozdélena na plazmu a bunécné
elementy centrifugaci pfi 800—1600 x g po dobu 20 minut. Oddélena plazma
musi byt pfenesena do sterilnich polypropylenovych zkumavek. Vykonnost
testu mize byt opakovanym zmrazovanim nebo delSim skladovanim vzorku
narusena. DNA obsaZenou ve viru Ize pfi 4 °C skladovat po dobu nékolika dni,
pfi —20 °C nékolik tydnl a pfi =70 °C mésice az roky.*

Preprava vzorki

Vzorky by mély byt pfepravovany zasadné v nerozbitnych transportnich
nadobach, aby se zabranilo eventualnimu nebezpeci infekce pfi uniku vzorku.
Vzorky musi byt zasilany podle platnych mistnich a statnich predpist pro
prepravu latek vyvolavajicich nakazu.”

Preprava nesmi trvat déle nez Sest hodin. Skladovani na misté odbéru se
nedoporucuje. Transport postou je mozny, musi se vSak dbat na zakonné
predpisy. Doporu€ujeme prepravu vzorkl kuryrem. Krevni vzorky by mély byt
zasilany chlazené (2-8 °C) a oddélena plazma hluboce zmrazena (-15 az —
30 °C).

Latky narusujici stanoveni

ZvySené hodnoty bilirubinu (= 15 mg/dl) a lipid (= 800 mg/dl) stejné jako
hemolytické vzorky systém neovliviuji. Heparin (= 10 IU/ml) reakci PCR
nepfiznivé ovliviuje. Vzorky, které byly odebrany do zkumavek, které obsahuji
heparin jako antikoagulant, nesmi byt pouzity. Stejné tak se nesmi pouzivat
vzorky heparinizovanych osob.

Izolace DNA

Sada QlAamp DSP Virus (QIAGEN, kat. ¢is. 60704) je validovana pro
purifikaci virové DNA z lidské plazmy pro pouziti se sadou artus HBV RG
PCR. Purifikaci virové DNA provedte podle pokyn( v pfiru¢ce pro sadu
QlAamp DSP Virus (Q/Aamp DSP Virus Kit Handbook).

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

" International Air Transport Association (Mezinarodni asociace leteckych dopravcii) (IATA).
Dangerous Goods Regulations (Pfedpisy pro pfepravu nebezpeéného zbozi).
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@ Uziti nosiC¢ové RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim i
pro vytéZek DNA/RNA. Pro vétsi stabilitu nosicové RNA dodavané spolu se
sadou QIAamp DSP Virus postupujte podle udajd o rekonstituci a skladovani
nosi¢ové RNA uvedenych v navodu k pouziti (,Preparing reagents and
buffers®).

® Interni kontrolu sady artus HBV RG PCR Ize vlozit pfimo do izolace (viz
»Interni kontrola“ nize). Dbejte na to, aby byl pfi izolaci zpracovan také
negativni vzorek plazmy. Jemu odpovidajici signal interni kontroly je
podkladem pro vyhodnoceni izolace.

Interni kontrola

Spolu s produktem se dodava interni kontrola (HBV RG/TM IC). Uzivatel ma
tak moznost kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moznou inhibici PCR. Pro
tuto aplikaci pfidejte k izolaci interni kontrolu v poméru 0,1 pl na 1 yl eluéniho
objemu. Jestlize pouzivate napfiklad sadu QlAamp DSP Virus a eluujete DNA
v 60 ul eluéniho pufru (AVE), pfidejte na zaCatku 6 ul interni kontroly. Mnozstvi
vkladané interni kontroly zavisi pouze na eluénim objemu.

® Interni kontrola a nosi¢ova RNA (viz ,lzolace DNA®, strana 20) by mély
byt pfidavany pouze ke smési lyzacniho pufru a vzorku nebo pfimo
k lyzaénimu pufru.

Interni kontrola nesmi byt pfidana pfimo ke vzorku. Upozoriiujeme, ze pfi
pridavani k lyzaénimu pufru musite smés interni kontroly a lyza¢niho pufru /
nosiCové RNA pfipravit vzdy Cerstvou a ihned pouzit (skladovani smési pfi
pokojové teploté nebo v lednici mize jiz po nékolika hodinach vést k selhani
interni kontroly a ke snizeni efektivity izolace).

® Interni kontrolu a nosi¢ovou RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

Aby byla izolace hodnocena jako Uspésna, musi hodnota C+ interni kontroly
negativniho vzorku plazmy zpracovavaného pfi izolaci (sada QlAamp DSP
Virus) za pouziti pfistroje Rotor-Gene Q dosahovat Ct = 29 + 3 (mezni
hodnota: 0,03). Uvedena variabilita je podminéna pfistrojovou variabilitou a
variabilitou izolace. Vétsi odchylka poukazuje na problémy s izolaci. V tomto
pfipadé musi byt izolace pfezkouSena a popfipadé nové validovana. Pokud se
vyskytnou dalSi otazky nebo problémy, kontaktujte prosim Technické sluzby
QIAGEN.

Volitelné Ize interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice PCR.
V tomto pfipadé pfidejte interni kontrolu pfimo ke smési HBV RG/TM Master,
jak popisuje krok 2b protokolu (strana 24).
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Nastaveni mezni hodnoty pro PCR analyzu

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

Kvantifikace

S kvantifikacnimi standardy (HBV RG/TM QS 1-5) dodavanymi spolu

s produktem se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve
stejném objemu (20 pl). Standardni kfivku na pfistroji Rotor-Gene Q vytvofite
tak, ze pouzijete vSech 5 kvantifikacnich standardu, definujete je v dialogovém
okné ,Edit Samples” (Upravit vzorky) jako standardy a zadate odpovidajici
koncentrace (viz uzivatelska pfirucka k pfistroji).

® KvantifikaCni standardy jsou definovany jako IU/pl.* Pro pfepocCet hodnot
ziskanych pomoci standardni kfivky na IU/ml vzorku se pouziva nasledujici
vzorec:

vysledek (1U/ul) x eluéni objem (pl)

Vysledek (IU/ml) = :
objem vzorku (ml)
Do vySe uvedeného vzorce se dosazuje zasadné puvodni objem vzorku. Toto
se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci nukleovych kyselin
pozmeénén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho zvySeni naplnénim
na objem pozadovany pro izolaci).

* Standard byl kalibrovan pomoci 1. mezinarodniho standardu HBV (WHO; ,1st International
HBV standard®).
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Protokol: PCR a analyza dat

® Dulezité body pred zahajenim

B Pred zaCatkem procesu si prectéte ,Dullezité pozndmky*, strany 19-22.

B Pred zahajenim protokolu si najdete ¢as a seznamte se s pfistrojem
Rotor-Gene Q. Viz uzivatelska pfirucka k pfistroji.

B Dbejte na to, aby byl do kazdého béhu PCR zahrnut alespori jeden

kvantifikacni standard a jedna negativni kontrola (voda v kvalité vhodné
pro PCR). Pro vytvoreni standardni kfivky pouZijte u kazdého béhu PCR
vSech 5 kvantifika¢nich standardt (HBV RG/TM QS 1-5) dodavanych

spolu s produktem.

Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

B Oveérte, ze je chladici blok (pfisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q) pfedem

vychlazen na 2-8 °C.
B VSechny reagencie se musi pfed zaCatkem testu zcela rozmrazit pfi

pokojove teploté, musi byt dobfe promichany (opakovany nabér pipetou a

vypusténi pipety nebo kratky vortex) a nasledné centrifugovany.

Postup

1. Umistéte pozadovany pocet zkumavek PCR do adaptéri chladiciho

bloku.
2. Chcete-li pomoci interni kontroly sledovat jak izolaci DNA, tak

moznou inhibici PCR, postupujte podle kroku 2a. Chcete-li interni

kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole inhibice PCR, postupujte podle

kroku 2b.

2a. Interni kontrola jiz byla pridana k izolaci (viz ,,Interni kontrola“, strana

21). V tomto pripadé pripravte smés Master Mix podle tabulky 6.

Tabulka 6. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita ke

sledovani izolace DNA a ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorki 1 12
HBV RG/TM Master 30 ul 360 pl
HBV RG/TM IC o ul po O pl
Celkovy objem 30 pl po 360 pli
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2b. Interni kontrola musi byt pridana pfimo k HBV RG/TM Master. V tomto
pripadé pripravte smés Master Mix podle tabulky 7.

Reakéni smés obvykle obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR
kromé vzorku.

Tabulka 7. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita
vyhradné ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorki 1 12
HBV RG/TM Master 30 pl 360 pl
HBV RG/TM IC 2 ul 24yl
Celkovy objem 32 ul* 384 ul*

* Zvy8eni objemu podminéné pfidanim interni kontroly se pfi pfipravé reakce PCR
nezohlednuje. Senzitivita detekéniho systému neni omezena.

3. Odmérite pipetou do kazdé zkumavky PCR 30 pl smési Master Mix.
Poté pridejte 20 pl eluatu z izolace DNA (viz tabulka 8). Obdobné
musite pridat jako pozitivni kontrolu 20 pl alespon jednoho
kvantifikaéniho standardu (HBV RG/TM QS 1-5) a jako negativni
kontrolu 20 pl vody v kvalité vhodné pro PCR (Water, PCR grade).

Tabulka 8. Priprava PCR reakce

Pocet vzorki 1 12

Master Mix 30 i po 30 pl
Vzorek 20 pl po 20 ul
Celkovy objem 50 pl po 50 pl

4. Uzaviete zkumavky PCR. Ujistéte se, ze byl na rotor nasazen Locking
Ring (pfislusenstvi pristroje Rotor-Gene) jako prevence nechténého
otevieni zkumavek béhem béhu.
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5. Po detekci HBV DNA vytvoite teplotni profil podle nasledujicich

kroku:
Nastaveni obecnych parametri Obrazky 4, 5, 6
Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obrazek 7
Amplifikace DNA Obrazek 8
Nastaveni senzitivity fluorescencénich kanalu Obrazek 9
Spusténi béhu Obrazek 10

Veskeré udaje se vztahuji na software Rotor-Gene Q verze 1.7.94,
software Rotor-Gene 6000 verze 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 a software
Rotor-Gene 3000 verze 6.0.23. Podrobnosti k programovani pfistroja
Rotor-Gene naleznete v uzivatelské pfiruCce k pfistroji. Na obrazcich jsou
tato nastaveni zvyraznéna Cernymi ramecky. llustrace se vztahuji

k pfistrojdm Rotor--Gene Q. Vyzaduje-li pfistroj Rotor-Gene 3000 jiné
hodnoty, rozdily jsou popsany v textu.

6. Nejdrive oteviete okno “New Run Wizard” (obrazek 4). Zaskrtnéte
ramecek “Locking Ring Attached” (Pfipevnén pojistny prstenec) a
kliknéte na “Next” (DalSi).

ard ]

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type
36-Well Rotor

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

[V Locking Ring Attached

Obrazek 4. Dialogové okno “New Run Wizard“.
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7. Zvolte 50 jako objem PCR reakce a kliknéte na “Next” (obrazek 5).
New Run Wizard @

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

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

Operator : IUsel

Notes :

Reaction 5 =
Volume [pL): =l

Sample Layout: | [1,2.3... |

SkipWizade << Back I Next >> I

Obrazek 5. Nastaveni obecnych parametra analyzy.

8. Kiliknéte na tla¢itko “Edit Profile” v dalSim okné “New Run Wizard”
(obrazek 6) a naprogramuijte teplotni profil podle obrazkua 6-8.

d x|
Temperature Profile : 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.

1 Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green  470nm  510nm 5 Edit I
Yellow  530nm  555nm 5 el
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red E25nm  BEOnm 5

Crmson  680nm  710hp 7 Bemove |
Reset Defaults I

2 . . Il i Gain Optimisation... 3

H

|
Skipwizard | <<Back

Obrazek 6. Uprava profilu.
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# Edit Profile X

@, €8 H 9

MNew 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 Temperatwe : g5 deq.

2- Hold Time : 10 |mins 0 |secs

Obrazek 7. Pocatecni aktivace Hot Start enzymu.

M Edit Profile
a . 8 H @

New Open Save As Help
The un 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 :

Insert after...
1- Erestafo|
Insert before...

Remove
2 This cycle repeatd 45 | time(s].
n ick on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step LI

55 deg.
3 30 seconds

95 deq. for 15 secs

Acquiring to Cycling &

on Green, Yellow

[~ Long Range
[~ Touchdown

4 ]

55 deg. for 30 secs

Obrazek 8. Amplifikace DNA. Upozornujeme, ze software pristroje Rotor-Gene
3000 definuje fluorescencni barviva jako ,,FAM/Sybr, JOE*.
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9. Meérici rozsah fluorescencnich kanalti je tireba urcit podle
fluorescencéni intenzity v PCR zkumavkach. Kliknéte na “Gain
Optimisation” v okné menu “New Run Wizard” (viz obrazek 6) pro
otevieni okna “Auto-Gain Optimisation Setup”. Nastavte kalibracni
teplotu na 55, aby odpovidala reasocia¢ni (annealing) teploté
amplifikaéniho programu (obrazek 9).

Auto-Gain Optimisation Setup @

Optimisation :
g 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 to||55 ill dearees. 1

Optimise Al | Optimise Acquiring I

I™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
™ Perform Dptimisation At 55 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

| | Add... |

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

Green 1 5F 10F 10 10

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

< >

2 ' Manual... Close Help

Obrazek 9. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanall. Upozorfiujeme, Ze
software pristroje Rotor-Gene 3000 definuje fluorescencéni barviva jako ,FAM/Sybr* a
~JOE".
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10. Hodnoty vysledku determinované kalibraci kanallti se automaticky
ulozi a jsou uvedené v seznamu v poslednim okné programovaci
procedury (obrazek 10). Stisknéte “Start Run” (Spustit béh).

Newy Run Wizard x| }

Summary :

Setting | Value |
Green Gain 5

Yellow Gain 5

Rotor 72:wel Rotor
Sample Layout 1.2.3,..

Reaction Yolume [in microliters] 50

==}

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

SkipWizard | <¢Back |

Obrazek 10. Spusténi béhu. Upozorfiujeme, Ze software pfistroje Rotor-Gene 3000
definuje fluorescenc¢ni barviva jako ,FAM/Sybr* a ,JOE".

11. Po dokonéeni béhu analyzujte vysledky. Mize dojit k nasledujicim
vysledkim (11a, 11b a 11c).

Pfiklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrazcich
11a12.

11a. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje HBV DNA.

V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu Cycling Yellow podruzna,
protoze vysoké vychozi koncentrace HBV DNA (pozitivni signal v kanalu
Cycling Green) mohou vést k redukovanému az chybéjicimu
fluorescen&nimu signalu interni kontroly v kanalu Cycling Yellow
(kompetice).

@ Upozorniujeme, Ze u pfistroje Rotor-Gene 3000 se relevantni
kanaly oznacuji Cycling A.FAM pro pozitivni signal a Cycling A.JOE pro
interni kontrolu.
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11b. Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green neni detekovan zadny
signal. Soucasné se v kanalu Cycling Yellow objevuje signal interni
kontroly.
Ve vzorku neni prokazatelna zadna HBV DNA. Lze jej povazovat za
negativni.

Pfi negativni HBV PCR vyluCuje detekovany signal interni kontroly
moznost inhibice PCR.

@ Upozorniujeme, ze u pfistroje Rotor-Gene 3000 se relevantni
kanaly oznacuji Cycling A.JOE pro interni kontrolu a Cycling A.FAM pro
chybéjici signal.

11c. Signal neni detekovan ani v kanalu Cycling Green ani v kanalu
Cycling Yellow.
Neni mozné ucinit zaver.
Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole
“‘Reseni problém0”, strana 32.

@ Upozorfiujeme, ze u pfistroje Rotor-Gene 3000 se relevantni
kanaly oznacuji Cycling A.FAM a Cycling A.JOE.

038
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Obrazek 11. Prakaz kvantifikacnich standardi (HBV RG/TM QS 1-5) ve
fluorescenénim kanalu Cycling Green. NTC: Beztemplatova kontrola (negativni
kontrola).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Obrazek 12. Priikaz interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow
pFi soucasné amplifikaci kvantifika¢nich standarda (HBV RG/TM QS 1-5). NTC:
Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Reseni problému

V této kapitole naleznete uzite€né informace, které Vam mohou pomoci pfi
feSeni pfipadnych problému. Vice informaci Ize ziskat také na internetové
strance nasi technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQL.ist.aspx. Védci z
technické podpory QIAGEN vzdy radi zodpovi Vase otazky ohledné udaju a
protokolu v tomto manualu i obecné k technologiim pro pfipravu vzorkl a jejich
rozbory (moznosti navazani kontaktu viz zadni strana nebo navstivte
www.giagen.com).

Komentafe a navrhy

Zadny signal u pozitivnich kontrol (HBV RG/TM QS 1-5) ve
fluorescenénim kanalu Cycling Green nebo Cycling A.FAM

a) Fluorescencni kanal . . .
zvoleny pro analyzu @ K analyze dat zvolte fluorescencni kanal

(s Cycling Green nebo Cycling A.FAM pro
PCR dat d d
& heodpovida analytickou HBV PCR a fluorescencni kanal

tokol
profokoll Cycling Yellow nebo Cycling A.JOE pro PCR
interni kontroly.
b) Chybné . ] D
naprogramovani @ Porovneijte teplotni profil s udaji protokolu.

teplotniho profilu Viz “Protokol: PCR a analyza dat”, strana 23.

pristroje Rotor-Gene

©) gg{_?na konfigurace @ Porovnejte svuj pracovni postup

s pipetovacim schématem, pfipadné PCR
zopakujte. Viz “Protokol: PCR a analyza dat”,
strana 23.

d) Podminky skladovani
jednoho nebo vice
komponentl soupravy
neodpovidaji
pfedpisim uvedenym
v kapitole ,Uchovavani*
(strana 7)

® Prosim zkontrolujte jak podminky
uchovavani, tak i dobu pouzitelnosti reagencii
(viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou
soupravu.

Doba zivotnosti sad
©) al?tu: |f|||\3/$/ r&og ;:SgRy ® Prosim zkontrolujte jak podminky

uchovavani, tak i dobu pouzitelnosti reagencii
(viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou
soupravu.

vyprsela
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Komentare a navrhy

Slaby nebo chybéjici signal interni kontroly negativniho vzorku plazmy
podrobeného purifikaci pomoci sady QlAamp DSP Virus (Cy = 29 13;
mezni hodnota: 0,03) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow nebo
Cycling A.JOE pfi sou¢asné nepfitomnosti signalu v kanalu Cycling
Green nebo Cycling A.FAM

a) Podminky PCR

neodpovidaji protokolu ® Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a

popf. PCR zopakujte s opravenym nastavenim.
b) Doslo k inhibici PCR

) inAIbIct ® Ujistéte se, Ze pouzivate doporuceny
postup izolace a drzte se pfesné pokynu
vyrobce.

c) Béhem extrakce dosSlo

Kk Gbytku DNA ® Byla-li k izolaci pfidana interni kontrola,

muze nepritomnost signalu interni kontroly
znamenat ubytek DNA béhem extrakce. Ujistéte
se, ze pouzivate doporuc¢enou izola¢ni metodu
(viz ,lzolace DNA®, strana 20) a drzte se pfesné
pokynU vyrobce.

d) Podminky skladovani
jednoho nebo vice
komponentl soupravy
neodpovidaji
pFedpisim uvedenym
v kapitole ,Uchovavani*
(strana 7)

® Prosim zkontrolujte jak podminky
uchovavani, tak i dobu pouzitelnosti reagencii
(viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. hovou
soupravu.

e) Doba Zivotnosti sad
) artus ﬁE\s’v RG IPCRy ® Prosim zkontrolujte jak podminky

uchovavani, tak i dobu pouzitelnosti reagencii
(viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou
soupravu.

vyprsela
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Komentare a navrhy

Signaly u negativnich kontrol ve fluorescenénim kanalu Cycling Green
nebo Cycling A.FAM pfri analytické PCR

a) Béhem pripravy PCR

do3lo ke kontaminaci @ Zopakujte PCR v replikatech s novymi

reagenciemi.

@ Uzavrete jednotlivé PCR zkumavky pokud
mozno ihned po vlioZeni zkoumaného vzorku.

® Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako
posledni.

® Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a
pristroje pravidelné dekontaminovany.

b) Béhem extrakce doslo

ke kontaminaci ® Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych

vzorku za uZziti novych reagencii.

@ Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a
pristroje pravidelné dekontaminovany.
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Literatura

QIAGEN udrzuje rozsahlou aktualni online databazi védeckych publikaci, které
hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hledani umozriuji nalezeni
potfebnych ¢lankl, budto jednoduchym zadanim kli€ovych slov nebo
upfesnénim druhu aplikace, oboru vyzkumu, nazvu, atd.

Uplny seznam literatury naleznete v databance “QIAGEN Reference
Database” (Databaze odkazi QIAGEN) na strance
www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte technicky servis
QIAGEN nebo Vaseho mistniho distributora.
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Informace o zpusobu objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.
artus HBV RG PCR Kit Pro 24 reakci: Master, 5 kvantifikacni 4506263
(24) standardy, interni kontrola, voda (v

kvalité vhodné pro PCR)

artus HBV RG PCR Kit Pro 96 reakci: Master, 5 kvantifikaCni 4506265
(96) standardy, interni kontrola, voda (v
kvalité vhodné pro PCR)

Sada QlAamp DSP Virus — pro purifikaci nukleovych kyselin
z lidské plazmy pro ucely diagnostiky in vitro

QIAamp DSP Virus Kit  Na 50 pfiprav: Centrifugacni kolonky, 60704
pufry, reagencie, zkumavky, nastavce
kolonek a vakuové konektory QlAamp
MinElute®

Rotor-Gene Q MDx - pro analyzu PCR v realném ¢ase
v klinickych aplikacich validovanou jako in vitro
diagnostikum

Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case 9002023
5plex System s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

Cerveny, purpurovy), notebook,

software, pfislusenstvi, rocni zaruka na

soucasti a servis, instalace a Skoleni

Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case 9002022
Splex Platform s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

Cerveny, purpurovy), notebook,

software, pfislusenstvi, rocni zaruka na

soucasti a servis, bez instalace a

Skoleni
Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case a 9002033
5plex HRM System analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisludenstvi, rocni zaruka na soucasti
a servis, instalace a Skoleni
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Produkt

Obsah

Kat. ¢.

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

Cyklér pro PCR v realném Case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, €erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisluSenstvi, ro¢ni zaruka na soucasti
a servis, bez instalace a sSkoleni

Pfistroj pro PCR v realném Case

s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfislusenstvi, ro¢ni
zaruka na soucasti a servis, instalace a
Skoleni

Pfistroj pro PCR v realném Case

s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfislusenstvi, ro¢ni
zaruka na soucasti a servis, bez
instalace a Skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case

s 2 kanaly (zeleny, zluty), notebook,
software, pfislusenstvi, ro€ni zaruka na
soucasti a servis, instalace a Skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisluSenstvi, roéni zaruka na soucasti
a servis, bez instalace a Skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus
kanal HRM, notebook, software,
prislusenstvi, roCni zaruka na soucasti
a servis, instalace a Skoleni
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9002043

9002042

9002003

9002002

9002013
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Produkt

Obsah

Kat. ¢.

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM Platform

Cyklér pro PCR v realném Case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus
kanal HRM, notebook, software,
prislusenstvi, roCni zaruka na soucasti
a servis, bez instalace a skoleni

Rotor-Gene Q — vyjimeéna vykonnost PCR v realném ¢ase

Rotor-Gene Q 5plex
System

Rotor-Gene Q 5plex
Platform

Rotor-Gene Q 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q 6plex
System

Cyklér pro PCR v realném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
Cerveny, purpurovy), notebook,
software, pfislusenstvi, ro¢ni zaruka na
soucasti a servis, instalace a Skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case

s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,
Cerveny, purpurovy), notebook,
software, pfislusenstvi, rocni zaruka na
soucasti a servis, bez instalace a
Skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisludenstvi, rocni zaruka na soucasti
a servis, instalace a Skoleni

Cyklér pro PCR v realném Case a
analyzator kfivek tani s vysokym
rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisluSenstvi, ro¢ni zaruka na soucasti
a servis, bez instalace a Skoleni

Pfistroj pro PCR v realném Case

s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
notebook, software, pfislusenstvi, ro¢ni
zaruka na soucasti a servis, instalace a
Skoleni
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9001640

9001570

9001650

9001580

9001660
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q 6plex Pristroj pro PCR v realném case 9001590
Platform s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus

notebook, software, pfislusenstvi, ro¢ni

zaruka na soucasti a servis, bez

instalace a skoleni

Rotor-Gene Q 2plex Cyklér pro PCR v realném Case 9001620
System s 2 kanaly (zeleny, Zluty), notebook,

software, pfislusenstvi, ro€ni zaruka na

soucasti a servis, instalace a Skoleni

Rotor-Gene Q 2plex Cyklér pro PCR v realném Case a 9001550
Platform analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —

HRM) s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus

kanal HRM, notebook, software,

prisluSenstvi, ro¢ni zaruka na soucasti

a servis, bez instalace a Skoleni

Rotor-Gene Q 2plex Cyklér pro PCR v realném Case a 9001630
HRM System analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —

HRM) s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus

kanal HRM, notebook, software,

prisludenstvi, rocni zaruka na soucasti

a servis, instalace a Skoleni

Rotor-Gene Q 2plex Cyklér pro PCR v realném Case a 9001560
HRM Platform analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —

HRM) s 2 kanaly (zeleny, Zluty) plus

kanal HRM, notebook, software,

prisluSenstvi, ro¢ni zaruka na soucasti

a servis, bez instalace a Skoleni

Prislusenstvi k Rotor-Gene Q

Loading Block 72 x Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni 9018901
0.1 ml Tubes reakce pomoci jednokanalové pipety

s vyuzitim zkumavek 72 x 0,1 mi
Loading Block 96 x Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni 9018905
0.2 ml Tubes reakce ve standardni sestavé 8 x 12

s vyuzitim zkumavek 96 x 0,2 mi
Strip Tubes and Caps, 250 stripl po 4 zkumavkach s vicky 981103
0.1 ml (250) pro 1000 reakci
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 stript po 4 zkumavkach 981106
0.1 ml (2500) s vi€ky pro 10 000 reakci

PCR Tubes, 0.2 ml 1000 tenkosténnych zkumavek pro 981005
(1000) 1000 reakci

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tenkosténnych zkumavek 981008
(10000) pro 10 000 reakci

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v priruc¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiru€ce uzivatele. Manualy k
produktim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u
technického servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Koupé tohoto produktu opravriuje kupujiciho k jeho uZiti k provedeni diagnostickych sluzeb pro humanni in vitro diagnostiku. Timto se neudéluje
zadny jiny obecny patent nebo licenci jiného druhu nez toto specifické pravo k pouzivani vyplyvajici z nakupu.

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

artus HBV RG PCR a QlAamp DSP Virus jsou diagnostické sady s oznacenim CE v souladu s evropskou smérnici 98/79/ES o diagnostickych
zdravotnickych prostfedcich in vitro. Produkty nejsou dostupné ve vSech zemich.

Omezena licenéni smlouva
Pouziti tohoto produktu znamena, Ze jakykoliv kupujici ¢i uzivatel sady arfus HBV RG PCR souhlasi s nasledujicimi podminkami:

1. Sada artus HBV RG PCR mUze byt pouzivana vylu¢né v souladu s Priruckou pro sadu artus HBY RG PCR a smi se pouzivat pouze
s komponenty obsazenymi v sadé. QIAGEN neposkytuje zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého duSevniho vlastnictvi k pouziti nebo
k zaclenéni pfilozenych komponent sady s komponenty, které nejsou v této sadé zahrnuty, s vyjimkou pfipadu uvedenych v Priru¢ce pro sadu
artus HBV RG PCR a dodate¢nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje Zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji pouZziti neporusuje prava tretich stran.
Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované, pfepracovana ani opakované prodavat.

QIAGEN specificky odmita jakékoliv dal$i vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které jsou uvedeny vyslovné.

o > 0N

Kupuijici a uzivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét zadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakazané ¢innosti. QIAGEN muze zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Uhradu vSech vySetfovacich a soudnich poplatkd, v¢. poplatkli za advokata, v ramci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licen¢ni ustanoveni viz www.giagen.com.

© 2009-2014 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.



www.giagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066
Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11
Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

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

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325
Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = 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

ltaly = 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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