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QIAGEN Sample and Assay Technologies

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

Firma QIAGEN wyznacza standardy w:

B procedurach oczyszczania DNA, RNA i biatek;
B oznaczeniach kwasoéw nukleinowych i biatek;
B badaniach microRNA oraz RNAi;
H

automatyzacji technologii postepowania z prébkami i wykonywania
oznaczen.

Naszg misjg jest umozliwienie klientom osiggania wybitnych sukcesow i
przetomowych wynikow badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
www.giagen.com.
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Zawartos¢ zestawu

artus HCV RG RT-PCR Kit (24) (96)
Nr katalogowy 4518263 4518265
Liczba reakcji 24 96
Niebieski Hep. C Virus RG Master A 2 X 12. 8 x 12_
reakcji reakcji
: : 2x12 8x12
Fioletowy Hep. C Virus RG Master B reakgji reakgji

Hep. C Virus RG QS 1*

Czerwony (10 1U/l) QS 200l 200 pl
Czerwony (Hl%EIS /Llll)rus oG Qs 200 pl 200 pl
Czerwony (leg'lglm)rus RGQS3 Qs 200 pl 200 pl
Czerwony (leelg /:llll)rus eG4 Qs 200 pl 200 pl
Zielony Hep. C Virus RG ICT iIc 1000yl 2 x1000 pl
Biaty Woda (odpowiednia do PCR) 1000 pl 1000 pl

Instrukcja obstugi 1 1

* Quantitation standard — wzorzec ilosciowy.
T Internal control — kontrola wewnetrzna.

Symbole
W Zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia
<N> <N> testow
E Termin waznosci
IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
REF Numer katalogowy
LOT Numer serii
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MAT Numer materiatu

COMP Sktadniki

CONT Zawiera

NUM Liczba

GTIN Globalny numer jednostki handlowe;

/ﬂ/ Zakres temperatury
H Producent

E]:i: Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

® Wazna informacja

Przechowywanie

Sktadniki zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit nalezy przechowywac¢ w
temperaturze od —30°C do —15°C, w ktérej zachowujg stabilno$¢ az do daty
waznosci podanej na etykiecie. Nalezy unikac¢ wielokrotnego rozmrazania i
zamrazania (>2x), poniewaz moze to doprowadzi¢ do obnizenia czutosci
oznaczen. Jesli sktadniki bedg uzywane tylko sporadycznie, nalezy zamrozi¢
je w porcjach. Czas przechowywania w temperaturze 2—8°C nie powinien
przekraczac¢ 5 godzin.

Przeznaczenie

Zestaw artus HCV RG RT-PCR Kit to test amplifikacji kwasu nukleinowego in
vitro przeznaczony do ilosciowego oznaczania RNA wirusa zapalenia watroby
typu C (hepatitis C virus, HCV) w ludzkim osoczu. Ten diagnostyczny zestaw
testowy wykorzystuje reakcje tancuchowg polimerazy z odwrotng transkrypcija
(reverse transcription polymerase chain reaction, RT-PCR) i jest
skonfigurowany do uzytku z aparatami Rotor-Gene Q. Test umozliwia
ilosciowe oznaczenie RNA wirusa HCV w zakresie 65 — 1 x 10° IU HCV/ml.

® Zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit nie mozna uzywac z aparatami
Rotor-Gene Q 2plex.
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Zestaw artus HCV RG RT-PCR Kit, w potgczeniu z danymi dotyczgcymi stanu
klinicznego i innych markerow laboratoryjnych, stuzy do okreslenia rokowania
choroby oraz pomocniczo do oceny odpowiedzi wirusologicznej na leczenie
przeciwretrowirusowe mierzonej poprzez zmiany stezenia RNA wirusa HCV w
osoczu EDTA. Zestaw artus HCV RG RT-PCR Kit nie jest przeznaczony do
stosowania jako test przesiewowy pod katem obecnosci wirusa HCV ani jako
test diagnostyczny w celu potwierdzenia zakazenia wirusem HCV.

Ograniczenia w zakresie stosowania produktu

Wszystkie odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostyki in vitro.

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

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

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

Choc¢ wystepujg rzadko, mutacje w obrebie wysoce konserwatywnych rejonéw
genomu wirusowego, do ktérych przylgczajg sie startery i/lub sonda zestawu,
mogag w takich przypadkach by¢ przyczyng niedoszacowania miana wirusa lub
niewykrycia obecnosci wirusa. Wiarygodnos¢ i skutecznos¢ oznaczenia sg
regularnie weryfikowane.

Kontrola jakosci

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

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni
fartuch laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu
uzyskania dodatkowych informaciji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS). Sg one dostepne

w Internecie w wygodnym, kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.giagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac, wyswietlac

I drukowac karty charakterystyki dla wszystkich zestawéw i sktadnikow
zestawow firmy QIAGEN®.

Pozostatosci probek i odczynnikéw nalezy utylizowac¢ zgodnie z lokalnymi
przepisami dotyczgcymi bezpieczenstwa.
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Wstep

Zestaw artus HCV RG RT-PCR Kit jest gotowym do uzycia systemem
przeznaczonym do wykrywania RNA wirusa HCV za pomocg tancuchowej
reakcji polimerazy (polymerase chain reaction, PCR) w aparatach

Rotor-Gene Q. Mieszaniny Hep. C Virus RG Master A i B zawierajg odczynniki
I enzymy do reakcji odwrotnej transkrypcji i swoistej amplifikacji regionu o
dtugosci 240 bp (base pair, para zasad) genomu wirusa HCV oraz do
bezposredniego wykrywania swoistego amplikonu w zielonym kanale
fluorescencyjnym (Cycling Green) aparatu Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q
lub Rotor-Gene 6000 lub kanale A.FAM™ (Zrodto 470 nm, detektor 510 nm)
aparatu Rotor-Gene 3000.

Ponadto zestaw artus HCV RG RT-PCR Kit zawiera drugi, heterologiczny
system amplifikacji, ktory stuzy do detekcji potencjalnej inhibicji reakcji PCR.
Wykrywa sie jg jako kontrole wewnetrzng (internal control, IC) w
pomaranczowym kanale fluorescencyjnym (Cycling Orange) aparatu
Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene 6000 lub kanale A.ROX™
(zrédto 585 nm, detektor 610 nm) aparatu Rotor-Gene 3000. Granica
wykrywalnosci testu analitycznego RT-PCR pod katem wirusa HCV (patrz
czesc ,Czutos¢ analityczna”, strona 8) nie ulega obnizeniu. Dostarczone
zewnetrzne kontrole pozytywne (Hep. C Virus RG QS 1-4) umozliwiajg
okreslenie ilosci wirusowego RNA. Wiecej informacji zawiera cze$é
,0znaczenie ilosciowe”, strona 22.

Zasada dziatania

Wykrywanie patogenu za pomocg tancuchowej reakcji polimerazy (PCR)
opiera sie na amplifikacji okreslonych regionéw jego genomu. W przypadku
PCR w czasie rzeczywistym (tzw. real-time PCR) amplifikowany produkt jest
wykrywany za pomocg barwnikow fluorescencyjnych. Zwykle sg one
przytgczone do sond oligonukleotydowych, ktére wigzg sie swoiscie z
amplifikowanym produktem. Monitorowanie natezenia fluorescencji podczas
przebiegu reakcji PCR (tzn. w czasie rzeczywistym) umozliwia wykrycie i
oznaczenie ilosciowe gromadzgcego sie produktu bez koniecznosci
ponownego otwierania probowek po zakonczeniu reakcji PCR**,

Informacje o patogenie

Wirusowe zapalenie watroby typu C to zapalenie watroby wywotane wirusem
zapalenia watroby typu C. W przeciwienstwie do pozostatych wirusow
wywotujgcych wirusowe zapalenie watroby typu A, B, D lub E, zakazenie
wirusem zapalenia watroby typu C (HCV) prowadzi, w znaczgcej liczbie
przypadkéw, do przewlektej choroby watroby. Zakazenie wirusem HCV zwykle
nie daje objawdw przez stosunkowo dtugi czas. Z tego wzgledu wiekszos¢

* Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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pacjentow nie jest Swiadoma zakazenia wirusem HCV. Leczenie jest jednak
najbardziej skuteczne w najwczesniejszych stadiach choroby. Aktualnie
jedynym skutecznym lekiem o udowodnionym dziataniu jest interferon o (w
potgczeniu z rybawiryng). Wiadomo jednak réwniez, ze tylko niektorzy
pacjenci z przewlektym wirusowym zapaleniem watroby typu C reagujg na
terapie interferonem. Z tego wzgledu w niektoérych przypadkach to drogie
leczenie pacjenta moze by¢ niekorzystne i wywota¢ powazne skutki uboczne,
takie jak ostabienie uktadu odpornosciowego, prowadzgce do pogorszenia
objawow (np. opryszczki wargowej, pétpasca).

Parametry skutecznosci

Czutos¢ analityczna

W celu oceny czuto$ci analitycznej zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit
przygotowano serie rozcienczen wzorca kopii RNA otrzymanych w wyniku
transkrypciji in vitro o stezeniach od 10 1U/ul do stezenia nominalnego

0,0316 IU/pl, a nastepnie przeanalizowano za pomocg zestawu artus HCV RG
RT-PCR Kit. Testy wykonywano w 3 roznych dniach w 8 powtdrzeniach.
Wyniki okreslono poprzez analize probitowg. Analityczna granica
wykrywalnosci zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit to 0,19 1U/ul (p = 0,05).
Oznacza to, ze istnieje 95-procentowe prawdopodobienstwo wykrycia wirusa
przy stezeniu 0,19 [U/pl.

Czuto$¢ analityczng uwzgledniajgcg stopien oczyszczenia probki (Ql1Aamp®
DSP Virus Kit) dla zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit na aparatach Rotor-
Gene wyznaczono, wykorzystujgc serie rozcienczen miedzynarodowego
standardu kwasu nukleinowego RNA wirusa HCV Swiatowej Organizacji
Zdrowia (World Health Organization, WHO) w stezeniu od 500 do stezenia
nominalnego 5 IU HCV/mI dodanego do probek klinicznych osocza. Z prébek
tych wyizolowano RNA za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit (objetos¢
prébki do izolacji: 0,5 ml, objetosc¢ elucji: 25 ul). Kazde z 9 rozcienczen
przeanalizowano za pomocg zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit w 3 r6znych
dniach w 8 powtdrzeniach. Wyniki okreslono poprzez analize probitowa.

Ryc. 1 zawiera graficzne przedstawienie analizy probitowej. Analityczna
granica wykrywalnosci z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia prébki dla
zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit w potagczeniu z aparatami Rotor-Gene Q
wynosi 33,6 IlU/ml (p = 0,05). Oznacza to, ze istnieje 95-procentowe
prawdopodobienstwo wykrycia wirusa przy stezeniu 33,6 IU/ml.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ryc. 1. Analiza probitowa: HCV (Rotor-Gene 3000). Czutos¢ analityczna z
uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki (QlIAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) dla zestawu
artus HCV RG RT-PCR Kit stosowanego na aparacie Rotor-Gene 3000.

Swoistosé

Swoistos¢ zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit wynika przede wszystkim z
doboru starteréw i sond oraz z zachowania rygorystycznych warunkow reakciji.
Startery i sondy sprawdzono za pomocg analizy poréwnawczej sekwenciji pod
katem mozliwego wystepowania obszaréw homologicznych ze wszystkimi
sekwencjami opublikowanymi w bankach genow. W ten sposob zapewniono
wykrywalnosé wszystkich odnosnych podtypdéw i genotypow.

Ponadto swoisto$¢ testu poddano walidacji za pomocg 100 réznych probek
osocza negatywnych wzgledem wirusa HCV. Nie generowaty one zadnego
sygnatu ze swoistymi dla HCV starterami i sondami, wchodzgcymi w sktad

mieszanin Hep. C Virus RG Masters.

Potencjalng reaktywnosc¢ krzyzowg zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit
przebadano za pomocg grupy kontrolnej wymienionej w tabeli 2. Zaden z
badanych patogenow nie byt reaktywny. Reakcja krzyzowa nie wystgpita w
przypadku zakazen mieszanych.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 1. Badanie swoistosci odnosnych genotypoéw

Kontrola
wewnetrzna
HCV (Cycling
(Cycling Orange/A.ROX)
Green/A.FAM) (pomaranczowy
(zielony kanat kanat
. fluorescencyjny/ fluorescencyjny/
Wirus Genotyp Zrodto A.FAM) A.FAM)
Wirus NIBSC,
zapalenia 1 HemacCare, + +
watroby Uniwersytet
typu C w Essen
Wirus NIBSC,
zapalenia HemacCare,
2 . + +
watroby Uniwersytet
typu C w Essen
Wirus NIBSC,
zapalenia HemacCare,
3 . + +
watroby Uniwersytet
typu C w Essen
Wirus NIBSC,
zapalenia HemacCare,
4 . + +
watroby Uniwersytet
typu C w Essen
Wirus NIBSC,
zapalenia HemacCare,
5 . + +
watroby Uniwersytet
typu C w Essen
Wirus NIBSC,
zapalenia HemacCare,
6 . + +
watroby Uniwersytet
typu C w Essen

10
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Tabela 2. Test swoistosci zestawu z patogenami mogacymi wywotac
reakcje krzyzowa

Kontrola
wewnetrzna
HCV (Cycling
(Cycling Orange/A.ROX)
Green/A.FAM) (pomaranczowy
(zielony kanat kanat
fluorescencyjny/  fluorescencyjny/
Grupa kontrolna A.FAM) A.FAM)
Ludzki wirus niedoboru odpornosci _ +
typu 1
Wirus zapalenia watroby typu A - +
Wirus zapalenia watroby typu B - +
Ludzki herpeswirus typu 1
(wirus opryszczki pospolitej 1)
Ludzki herpeswirus typu 2 _ +
(wirus opryszczki pospolitej 2)
Ludzki herpeswirus typu 3 _ +
(wirus ospy wietrznej i pétpasca)
Ludzki herpeswirus typu 5 _ +
(cytomegalowirus)
Ludzki wirus biataczki z komérek T _ +
typu 1 itypu 2
Ludzki herpeswirus typu 6A - +
Ludzki herpeswirus typu 6B - +
Ludzki herpeswirus typu 8 B +
(wirus miesaka Kaposiego)
Enterowirus - +
Parwowirus B19 - +
Wirus dengi - +

Ciag dalszy tabeli na nastepne;j stronie
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Tabela 2. Cigg dalszy

Kontrola
wewnetrzna
(pomaranczowy
HCV kanat
(zielony kanat fluorescencyjny

fluorescencyjny (Cycling

(Cycling Orange)/

Grupa kontrolna Green)/ A.FAM) A.ROX)
Wirus zéttej gorgczki - +
Aspergillus flavus - +
Aspergillus fumigatus - +
Candida albicans - +
Chlamydia trachomatis — +
Cryptosporidium parvum - +
Filobasidiella neoformans - +
Mycoplasma pneumoniae - +
Pneumocystis cariniie - +
Staphylococcus sp. - +
Streptococcus agalactiae - +
Staphylococcus aureus - +
Streptococcus pyogenes — +

Zakres liniowy

Zakres liniowy (pomiar analityczny) zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit
wyznaczono, analizujgc serie rozcienczen transkryptu wirusa HCV
otrzymanego in vitro w stezeniach od 1 x 107 IU/ul do 1 IU/ul. Serie
rozcienczen skalibrowano wzgledem miedzynarodowego standardu kwasu
nukleinowego RNA wirusa HCV Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO).

Kazde rozcienczenie badano w powtérzeniach (n = 8) za pomocg zestawu
artus HCV RG RT-PCR Kit stosowanego na aparatach Rotor-Gene.

Zakres liniowy zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit wyznaczono tak, aby
obejmowat stezenia od 1 IU/ul do co najmniej 1 x 107 1U/pl.

Zakres liniowy z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki dla zestawu
artus HCV RG RT-PCR Kit wyznaczono, analizujgc prébki od firmy Acrometrix.
Oczyszczanie przeprowadzono w powtérzeniach (n = 6) dla stezenh od

50 IU/ml do 102 IU/ml oraz w powtérzeniach (n = 4) dla stezen od 5 x 103 IU/ml
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do 108 IU/ml za pomocg zestawu QIAamp DSP Virus Kit (objeto$¢ probki do
izolacji: 0,5 ml, objetos¢ eluciji: 25 pl). Kazdg z probek poddano analizie za
pomocg zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit na aparatach Rotor-Gene.
Zakres liniowy z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki dla zestawu
artus HCV RG RT-PCR Kit wyznaczono tak, aby obejmowat stezenia od 65
IU/ml do co najmniej 10° IU/ml (patrz Ryc. 2).

y =1,0078x — 0,3714
R? = 0,9963

Logio stezenia nominalnego (IU/ml)
I

0 1 2 3 4 5 6 7
Logio stezenia nominalnego (IU/ml)

Ryc. 2. Zakres liniowy zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit. Obliczenie zakresu liniowego
z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia prébki. Prostg wyznaczono metoda regresiji liniowe;j
dla logio z obliczonych stezen w funkcji logio nominalnych stezen. Réwnanie linii regres;ji
podano na rycinie.

Precyzja

Dane dotyczgce precyzji zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit stosowanego na
aparatach Rotor-Gene pozwalajg okresli¢ catkowitg wariancje oznaczenia. Na
catkowitg wariancje skfada sie zmiennos¢ wewnatrz oznaczenia (zmiennosc¢
wielu wynikow dla prébek o tym samym stezeniu podczas jednego badania),
zmiennos$¢ pomiedzy roznymi oznaczeniami (zmiennos¢ wielu wynikéw dla
oznaczenia otrzymanych na réznych aparatach tego samego typu przez
réznych operatoréw w obrebie jednego laboratorium) oraz zmiennos¢
pomiedzy poszczegodlnymi partiami (zmiennos¢ wielu wynikoéw dla oznaczenia
uzyskanych za pomocg zestawdw z roznych partii). Uzyskane dane postuzyty
do okreslenia odchylenia standardowego, wariancji i wspotczynnika
zmiennosci dla reakcji PCR swoistej patogenowo oraz reakcji PCR dla kontroli
wewnetrzne;.

Dane precyzji dla zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit uzyskano z
wykorzystaniem wzorca ilosciowego o najnizszym stezeniu (QS 4; 10 1U/ul).
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Test przeprowadzono w 8 powtorzeniach. Dane precyzji obliczono na
podstawie wartosci Ct krzywych amplifikacji (C+: cykl progowy, patrz Tabela
3). Ponadto dane precyzji dla wynikow ilosciowych w 1U/ul zostaty wyznaczone
z wykorzystaniem odpowiednich wartosci C+ ( patrz Tabela 4). W oparciu o te
wyniki catkowity rozrzut statystyczny dla dowolnej probki o podanym powyzej
stezeniu wynosi 1,52% (Ct) lub 25,71% (stezenie) i 0,75% (C+) dla detekc;ji
kontroli wewnetrznej. Powyzsze wartosci sg oparte na catosci wszystkich
pojedynczych wartosci o okreslonych zmiennosciach.

Tabela 3. Dane precyzji na podstawie wartosci Cr

Odchylenie Wspoétczynnik
Wartos¢ C+ standardowe  zmiennosci (%)

Zmiennos$¢ wewnatrz
oznaczenia: 32,81 0,09 0,28
Hep. C Virus RG QS 4

Zmiennos¢ wewnatrz 30,04 0,08 0,27
oznaczenia:
Hep. C Virus RG IC

Zmienno$¢ pomiedzy
oznaczeniami: 32,14 0,5 1,57
Hep. C Virus RG QS 4

Zmiennos¢ pomiedzy
oznaczeniami: 30,23 0,22 0,71
Hep. C Virus RG IC

Zmienno$¢ pomiedzy
testami z réznych partii: 32,56 0,48 1,46
Hep. C Virus RG QS 4

Zmiennos¢ pomiedzy
testami z réznych partii: 30,28 0,24 0,78
Hep. C Virus RG IC

Catkowita wariancja:

Hep. C Virus RG QS 4 32,41 0,49 1,52

Catkowita wariancja:

Hep. C Virus RG IC 30,29 0,29 0,75
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Tabela 4. Dane precyzji na podstawie wynikéw ilosciowych (w 1U/ul)

oznaczenia:
Hep. C Virus RG QS 4

Zmiennos¢ pomiedzy
oznaczeniami: 1,00 1,00 9,93
Hep. C Virus RG QS 4

Zmienno$¢ pomiedzy
testami z réznych partii: 3,92 15,34 37,35
Hep. C Virus RG QS 4

Catkowita wariancja:

Hep. C Virus RG QS 4 Ze 6,93 25,71

Odchylenie Wspétczynnik
standardowe Wariancja zmiennosci (%)
Zmiennos$¢ wewnatrz 0,64 0,41 6,34

Odpornos¢
Weryfikacja odpornosci testu pozwala na wyznaczenie catkowitej czestosci

niepowodzen dla zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit. Do 100 probek osocza
negatywnych wzgledem wirusa HCV dodano objetosc¢ elucji o stezeniu 2 [U/pl
RNA kontrolnego wirusa HCV (w przyblizeniu trzykrotno$¢ stezenia dla granicy

czutosci analitycznej). Po izolacji za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit
prébki te zbadano za pomocg zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit. Czestos¢

niepowodzenh dla wszystkich probek HCV wyniosta 0%. Ponadto sprawdzono
odpornosc¢ kontroli wewnetrznej, oczyszczajgc i analizujgc 100 prébek osocza

negatywnych wzgledem wirusa HCV. Catkowita czesto$¢ niepowodzen
wyniosta 0%. Nie zaobserwowano inhibicji reakcji. Wynika z tego, ze
odpornosc¢ zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit wynosi >99%.

Odtwarzalnos¢

Dane dotyczgce odtwarzalnosci umozliwiajg ocene regularnosci dziatania
zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit, jak rowniez porownanie wydajnosci w
stosunku do innych produktow. Dane te uzyskuje sie, uczestniczgc w
ustalonych programach badan biegtosci.

Ocena diagnostyczna

Przeprowadzono badanie oceniajgce zestaw artus HCV RG RT-PCR Kit.
Poréwnujgc zestaw artus HCV RG RT-PCR Kit do testu COBAS® TagMan®
HCV Test, poddano analizie retrospektywnej 276 probek osocza. Wszystkie
probki osocza uprzednio poddano analizie w celu rutynowej diagnostyki za
pomocg testu COBAS TagMan HCV Test i okreslono, czy sg pozytywne, czy
negatywne.
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RNA wirusa HCV do badania zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit
wyizolowano za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit, a analize
przeprowadzano na aparacie Rotor-Gene 6000. W celu przeprowadzenia
badan porownawczych z testem COBAS TagMan HCV Test RNA wirusa HCV
poddano analizie zgodnie z instrukcjami producenta znajdujgcymi sie na
ulotce dotgczonej do opakowania. Wyniki uzyskane za pomocg zestawu artus
HCV RG RT-PCR Kit porownano z wynikami testu COBAS TagMan HCV Test
(patrz Tabela 5i Ryc. 3).

Dla 137 sposréd 139 probek, ktére w tescie COBAS TagMan HCV Test daty
wynik pozytywny, otrzymano wynik pozytywny réwniez za pomocg zestawu
artus HCV RG RT-PCR Kit. Dla wszystkich 137 probek, ktore w tescie COBAS
TagMan HCV Test daty wynik negatywny, otrzymano wynik negatywny
réwniez za pomocg zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit.

W przypadku traktowania wynikéw testu COBAS TagMan HCV Test jako
odniesienia czuto$¢ diagnostyczna wynosi 100%, a swoistos$¢ diagnostyczna
98,6%.

Tabela 5. Wyniki otrzymane dla 276 prébek osocza EDTA poddanych
analizie retrospektywnej

COBAS TagMan HCV Test
+ - tacznie
artus HCV RG + 137 2 139
RT-PCR Kit B 0 137 137

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Qiagen, LOG10 HCV (IU/ml)

log Cobas:log artus: r>=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, LOG10 HCV (1U/ml)

Ryc. 3. Poréwnanie testu COBAS TagMan HCV Test (Roche, HCV; z oczyszczaniem

probek za pomoca systemu COBAS AmpliPrep) z zestawem artus HCV RG RT-PCR Kit

(QIAGEN, HCV; z oczyszczaniem préobek za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit).

Korelacje wynikéw ilosciowych z obu systeméw testowych (Tabela 5) przeanalizowano

metodg regres;ji liniowej. Wyniki otrzymane za pomocg obu zestawow przedstawiono na
wykresie XY (punktowym) ze skalg log-log.
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Sprzet i odczynniki zapewniane przez uzytkownika

Podczas pracy ze sSrodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni
fartuch laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu
uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi
kartami charakterystyki (safety data sheet, SDS) uzyskanymi od producentow
poszczegolnych produktow.

B Zestaw do izolacji RNA (patrz cze$¢ ,|zolacja RNA”, strona 21)
Pipety (z regulacjg)*

Jatowe koncowki do pipet z filtrami

Wytrzgsarka*

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

Aparat Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene*' z zielonym
(Cycling Green) i pomaranczowym (Cycling Orange) kanatem
fluorescencyjnym lub kanatami fluorescencyjnymi A.FAM i A.ROX

B Oprogramowanie aparatu Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q w wers;ji
1.7.94 lub wyzszej (oprogramowanie aparatu Rotor-Gene 6000 w wersji
1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; oprogramowanie aparatu Rotor-Gene 3000 w
wersji 6.0.23)

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

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

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

* Upewnic€ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.

T Zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit nie mozna uzywac z aparatami Rotor-Gene Q 2plex.
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Wazne informacje

Ogodlne srodki ostroznosci
Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage na nastepujgce kwestie:
B Uzywac jatowych koncéwek do pipet z filtrami.

B Materiaty pozytywne (prébki materiatow, kontrole pozytywne i amplikony)
przechowywac i ekstrahowac oddzielnie wzgledem innych odczynnikow i
dodawac je do mieszaniny reakcyjnej w osobnym miejscu.

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

B Po rozmrozeniu wymieszac sktadniki (kilka razy pipetujgc w gore i w doét
lub wytrzgsajgc pulsacyjnie), a nastepnie krétko odwirowac.

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

Pobieranie, przechowywanie i transport probek

@ Wszystkie probki nalezy traktowac jak materiat potencjalnie zakazny.

Probkami mogg byc¢ jedynie ponizsze materiaty. Nalezy scisle przestrzegac
ponizszych zasad i instrukcji szczegétowych dotyczgcych pobierania,
transportu i przechowywania tych materiatow.

@ Aktualne badania wskazujg na to, ze najbardziej odpowiednim
materiatem probki do wykrywania wirusa HCV jest osocze EDTA lub osocze z
dodatkiem cytrynianu. Z tego wzgledu zalecamy uzywanie tych materiatow z
zestawem artus HCV RG RT-PCR Kit.

Walidacje wewnetrzng zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit przeprowadzono
za pomocg probek ludzkiego osocza z EDTA. Inne materiaty probek nie
zostaty zwalidowane. Do przygotowania probek nalezy uzywac jedynie
zalecanego zestawu do izolacji RNA (patrz czes¢ ,l1zolacja RNA”, strona 21).

Stosujgc niektére materiaty jako prébki, nalezy Scisle przestrzegac
szczegolnych instrukcji dotyczgcych pobierania, transportu i przechowywania.

Pobieranie materiatu klinicznego jako probek

Kazde pobranie krwi powoduje uszkodzenie naczyn krwionosnych (tetnic, zyt,
naczyn wtosowatych). Nalezy korzysta¢ tylko z niezakaznych i jatowych
materiatow. Do pobierania krwi dostepny jest odpowiedni sprzet
jednorazowego uzytku. Do naktucia zyty nie nalezy stosowac zbyt cienkich
igiet. Krew zylng nalezy pobiera¢ z odpowiednich miejsc zgiecia tokciowego,
przedramienia lub grzbietu reki. Krew nalezy pobiera¢ do standardowych
probéwek do pobierania krwi (czerwona zatyczka, Sarstedt lub odpowiednik
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innego producenta). Nalezy pobrac¢ objeto$¢ 5-10 ml krwi na EDTA. Probowki
nalezy wymieszac, obracajac je bezposrednio po pobraniu krwi (8 x, nie
wstrzgsac).

@ Nie nalezy uzywac prébek pobranych od osob przyjmujgcych heparyne
(patrz czes$¢ ,Substancje zaktocajgce”, strona 20).

Przechowywanie probek

Krew petng nalezy rozdzieli¢ na osocze i sktadniki komorkowe, wirujac jg
przez 20 minut przy 800—-1600 x g w ciggu 6 godzin. Wyizolowane osocze
nalezy przenies¢ do jatowych probdéwek polipropylenowych. Rutynowe
mrozenie probek lub przechowywanie ich przez dtuzszy czas moze zmniejszy¢
czutos¢ oznaczenia. Wirusowe RNA w otoczce zachowuje stabilnosc przez
kilka dni w przypadku przechowywania w temperaturze 4°C, kilka tygodni w
przypadku przechowywania w temperaturze —20°C, a nawet kilka miesiecy w
przypadku przechowywania w temperaturze —70°C*.

Transport prébek

Podstawowg zasadg jest transportowanie materiatu w odpornym na rozbicie
pojemniku. W ten sposéb mozna zapobiec potencjalnemu niebezpieczenstwu
zakazenia spowodowanego wyciekiem materiatu. Probki nalezy transportowac
zgodnie z lokalnymi i krajowymi zaleceniami dotyczgcymi transportu materiatu
zakaznego'.

Probki nalezy przetransportowac w ciggu 6 godzin. Nie zaleca sie
przechowywania prébek w miejscu, gdzie zostaty pobrane. Mozna przesyta¢
probki pocztg, pod warunkiem przestrzegania przepiséw prawa dotyczgcych
transportu materiatu zakaznego. Zaleca sie przesytanie prébek kurierem.
Préobki krwi nalezy transportowaé schtodzone (2—-8°C), a oddzielone osocze —
gteboko zamrozone (—15 do —30°C).

Substancje zaktécajace

Podwyzszony poziom bilirubiny (15 mg/dl) i lipidow (<800 mg/dl) oraz probki
zhemolizowane nie zaktdcajg dziatania systemu. Heparyna (<10 1U/ml) ma
wptyw na reakcje PCR. Nie nalezy uzywac probek pobranych do probowek
zawierajgcych heparyne jako antykoagulant. Nie nalezy réwniez korzystac z
prébek pobranych od pacjentéw przyjmujgcych heparyne.

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

T Miedzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikéw Powietrznych (International Air Transport
Association, IATA). Przepisy dotyczgce transportu materiatéw niebezpiecznych w
miedzynarodowym transporcie lotniczym (Dangerous Goods Regulations).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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|lzolacja RNA

Zestaw QlAamp DSP Virus Kit (QIAGEN, nr kat. 60704 ) zostat zwalidowany
do oczyszczania wirusowego RNA z ludzkiego osocza, do uzytku z zestawem
artus HCV RG RT-PCR Kit. Oczyszczanie wirusowego RNA nalezy
wykonywac zgodnie z dokumentem QlAamp DSP Virus Kit — Instrukcja
obstugi (QlAamp DSP Virus Kit Handbook).

® Uzycie nosnika RNA ma kluczowe znaczenie dla wydajnosci izolacji i,
co za tym idzie, dla uzysku DNA/RNA. Aby zwiekszy¢ stabilnos¢ nosnika RNA
dostarczonego z zestawem QlAamp DSP Virus Kit, zalecamy postepowanie
zgodnie z informacjami dotyczgcymi rekonstytucji i przechowywania nosnika
RNA podanymi w instrukcji obstugi (,Przygotowywanie odczynnikéw i
buforow”).

® Kontroli wewnetrznej zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit mozna
uzywac bezposrednio w procedurze izolacji (patrz czes¢ ,Kontrola
wewnetrzna” ponizej). Podczas oczyszczania nalezy pamigtaé o
przetworzeniu negatywnej probki osocza. Na podstawie odpowiadajgcego jej
sygnatu kontroli wewnetrznej dokonuje sie oceny oczyszczania.

Kontrola wewnetrzna

Dostarczana jest kontrola wewnetrzna (Hep. C Virus RG IC). Pozwala ona
uzytkownikowi kontrolowac procedure izolowania RNA i sprawdzac przebieg
reakcji PCR pod katem ewentualnej inhibicji. Takie zastosowanie wymaga
dodania kontroli wewnetrznej do procedury izolacji w stosunku 0,1 pl na 1 pl
objetosci elucji. Na przyktad w przypadku korzystania z zestawu QlAamp DSP
Virus Kit proces elucji RNA zachodzi w 60 pl buforu do elucji (AVE). Z tego
wzgledu poczatkowo nalezy dodac 6 ul kontroli wewnetrzne;j.

@ Kontrole wewnetrzng i nosnik RNA (patrz ,lzolacja RNA” powyzej)
nalezy dodawac wytgcznie do mieszaniny buforu do lizy i materiatu prébki lub
bezposrednio do buforu do lizy.

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

@ Nie dodawac kontroli wewnetrznej i nosnika RNA bezposrednio do

materiatu probki.

Opcjonalnie kontroli wewnetrznej mozna uzy¢ wytgcznie do kontroli przebiegu
reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji. Takie zastosowanie wymaga
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dodania kontroli wewnetrznej bezposrednio do mieszaniny Hep. C
Virus RG Master A i Hep. C Virus RG Master B, zgodnie z instrukcjami
opisanymi w kroku 2b protokotu (strona 24).

Oznaczenie ilosciowe

Dostarczone wzorce ilosciowe (Hep. C Virus RG QS 1-4) sg traktowane jak
wczesniej oczyszczone probki i stosowana jest ta sama objetos¢ (20 ul). Aby
wyznaczy¢ krzywg wzorcowg w aparatach Rotor-Gene Q, nalezy uzy¢
wszystkich 4 wzorcow ilosciowych i zdefiniowac je w oknie dialogowym ,Edit
Samples” (Edytuj probki) jako wzorce o okreslonych stezeniach (patrz
instrukcja obstugi aparatu).

® Standardy ilosciowe sg zdefiniowane w |U/ul*. Aby przeksztatcic
wartosci wyznaczone z krzywej wzorcowej na lU/ml materiatu prébki, nalezy
skorzystac¢ z ponizszego wzoru:

Wynik (1U/ul) x Objetosc elucji (ul)

Wynik (IU/ml =
ynik (1U/ml) Objetosé probki (ml)

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

* Wzorzec skalibrowano wzgledem 1. migdzynarodowego standardu dla wirusa HCV
okreslonego przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (WHO).
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Protokét: Reakcja PCR i analiza danych

® Wazne informacje przed rozpoczeciem

B Przed rozpoczeciem procedury nalezy zapoznac¢ sie z sekcjg ,\Wazne
informacje” na stronach 19-22.

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

B Upewnic sie, ze do kazdej reakcji PCR dotgczono co najmniej jeden
wzorzec ilosciowy, jak rowniez co najmniej jedng kontrole negatywng
(woda odpowiednia do PCR). W celu utworzenia krzywej wzorcowej do
kazdej reakcji PCR nalezy uzy¢ wszystkich 4 dostarczonych wzorcow
ilosciowych (Hep. C Virus RG QS 1-4).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

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

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

Procedura

1. Umiesci¢ zadanag liczbe proboéwek PCR w adapterach bloku
chtodzacego.

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

2a. Kontrole wewnetrzng dodano juz do procedury izolacji (patrz czesé
, Kontrola wewnetrzna”, strona 21). W takim przypadku przygotuj
mieszanine Master mix zgodnie z tabelg 6.

Mieszanina reakcyjna zwykle zawiera wszystkie sktadniki wymagane do
reakcji PCR z wyjatkiem prébki.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
artus HCV RG RT-PCR Kit — Instrukcja obstugi 03/2015 23



Tabela 6. Przygotowanie mieszaniny Master mix (kontrola
wewnetrzna uzywana do monitorowania izolacji RNA i sprawdzania
przebiegu reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji)

Liczba probek 1 12
Hep. C Virus RG Master A 12 pl 144 ul
Hep. C Virus RG Master B 18 ul 216 pl
Hep. C Virus RG IC oul Oul
Catkowita objetos¢ 30 ul 360 ul

2b. Wymagane jest dodanie kontroli wewnetrznej bezposrednio do
mieszaniny Hep. C Virus Master A i Hep. C Virus Master B. W takim

przypadku nalezy przygotowac¢ mieszanine Master mix zgodnie
z tabelg 7.

Mieszanina reakcyjna zwykle zawiera wszystkie sktadniki wymagane do
reakcji PCR z wyjatkiem prébki.

Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny Master mix (kontrola
wewnetrzna uzywana wylacznie do sprawdzania przebiegu reakcji
PCR pod katem potencjalnej inhibicji)

Liczba probek 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 2 ul 24 ul
Catkowita objetos¢ 32 ul 384 ul

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

3. Za pomoc3 pipety przenies 30 yl mieszaniny Master mix do kazdej
probéwki PCR. Nastepnie dodaj 20 pl prébki RNA po elucji (patrz
Tabela 8). Analogicznie jako kontroli pozytywnej nalezy uzy¢ 20 pl co
najmniej jednego z wzorcéw ilosciowych (Hep. C Virus RG QS 1-4), a
jako kontroli pozytywnej 20 pl wody (woda odpowiednia do PCR).
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Tabela 8. Przygotowanie reakcji PCR

Liczba probek 1 12
M!eszanlna Master 30 30 pl na kazda
mix

Prébka 20 ul 20 ul na kazdag
Catkowita objetosé 50 ul 50 pl na kazda

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

5. W celu detekcji RNA wirusa HCV utwérz profil temperaturowy,
wykonujac ponizsze kroki.

Ustawianie ogélnych parametrow badania Ryc. 4,5, 6
Odwrotna transkrypcja RNA Ryc. 7
Wstepna aktywacja enzymu typu hot-start Ryc. 8
Amplifikacja cDNA Ryc. 9
Dostosowywanie czutosci kanatu Ryc. 10
fluorescencyjnego

Rozpoczynanie reakcji Ryc. 11

Wszystkie specyfikacje odnoszg sie do oprogramowania aparatu Rotor-
Gene Q MDx/Rotor-Gene Q w wersji 1.7.94, oprogramowania aparatu
Rotor-Gene 6000 w wers;ji 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 i oprogramowania
aparatu Rotor-Gene 3000 w wersji 6.0.23. Dalsze informacje na temat
programowania aparatow Rotor-Gene mozna znalez¢ w instrukcjach
obstugi aparatow. Na ilustracjach ustawienia te otoczono grubg, czarng
ramkg. Przedstawione ilustracje dotyczg aparatow Rotor-Gene Q. Tam,
gdzie dla aparatu Rotor-Gene 3000 wymagane sg inne wartosci, roznice te
opisano w tekscie.
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6. Najpierw otwdrz okno dialogowe , New Run Wizard” (Kreator nowego
cyklu) (Ryc. 4). Zaznacz pole wyboru , Locking Ring Attached”
(Pierscien blokujgcy zamocowany) i kliknij przycisk ,,Next” (Dalej).

zl

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

Skipwizard | << EBack |ﬁ

Ryc. 4. Okno dialogowe ,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu).

7. Wybierz wartos¢ 50 dla objetosci reakcji PCR, a nastepnie kliknij
przycisk ,Next” (Dalej) (Ryc. 5).
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 you are ready to move to the next page.

Operator : IQiagen our mouse over the
: itern for help. You
Notes : can also click on a
combo box to display
help about its

available settings.

' Reaction I |
Volume (pL}: Sl —

a1, 42,43, ..

Sample Layout :

SkipWizard | << Back |

Ryc. 5. Ustawianie og6lnych parametréw badania.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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8. KIiknij przycisk , Edit Profile” (Edytuj profil) w kolejnym oknie
dialogowym ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) (Ryc. 6), a
nastepnie zaprogramuj profil temperaturowy w sposéb
przedstawiony na Ryc. 6-9.

New Run Wizard s ZI

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.

Edit Profile ...

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

Green  470nm  510nm Edit |
Yellow  530nm  555nm
Orange  585nm  610nm Edit Gain... |
Red BE25nm  BBOnm
Remaove |
Reset Defaults I

Crimson  680nm  710hp
3

Blue 365nm  460nm
SkipWizard | << Back |

b B 5 e R B

Ryc. 6. Edycja profilu.

™ Edit Profile x|
2 .8 W e
Mew Open Saveds | 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 Insert after... '
Hold2 Insert before... I
Cycling
Remove |
2 Hold Temperature:  5g Ideg_
Hold Time : 30 |m 1] |secs
3

Ryc. 7. Odwrotna transkrypcja RNA.
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x|
.U W | e |

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....
1 = Insert betore...
Cycling
Remove

2 4 Hold Temperature : g5 | deg. |

Hold Time : 15 |mins O Isecs

Ui

-3
Ryc. 8. Wstepna aktywacja enzymu typu hot-start.
¥ Edit Profile x|
LU 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 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.
ITirned Step 'I ;I Ll

]

. |
50 deg. I 95 deg. for 30secs

SED
3 60 seconds 5
Acquiring to Cycling & 72 deg for 30 secs

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

e

Ryc. 9. Amplifikacja cDNA. Nalezy zauwazy¢, ze w aparacie Rotor-Gene 3000
oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako ,FAM/Sybr, ROX".

9. Zakres detekcji kanatéw fluorescencyjnych nalezy okresli¢ na
podstawie natezenia fluorescencji w probéwkach PCR. Kliknij
przycisk , Gain Optimisation” (Optymalizacja wzmocnienia) w oknie
dialogowym ,,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu) (patrz Ryc. 6),
aby otworzy¢ okno dialogowe , Auto-Gain Optimisation Setup”
(Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego). Ustaw
temperature kalibracji na 50 stopni, aby odpowiadata ona
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temperaturze podczas etapu przytaczania starteréw programu
amplifikacji (Ryc. 10).

Auto-Gain Optimisation Setup X|
— Optimisation :
S Auto-Gain Dptimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
58 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 b ISD "f-ldegrees. 1

Optimise All | Optimise Acquiringl

I~ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I” Perform Optimisation At 50 Degrees 4t Beginning Of Run

— Channel Settings :

| o _ e |

Name I Tube Position I Min Heading:l Max Fieading_l Min Gain l Max Gain Edit... ]
Green Al 5F 10FI -10 10
Orange A1 5FI 10F] A0 10 Remove |

Remove All |

Kl [ 2]

2 Manual... Close Help |

Ryc. 10. Dostosowywanie czutosci kanatu fluorescencyjnego. Nalezy zauwazy¢, ze
w aparacie Rotor-Gene 3000 oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako
.FAM/Sybr” i ,ROX".

10. Wartosci wzmocnienia okreslone podczas kalibracji kanatu sa
zapisywane automatycznie i wyswietlane w ostatnim oknie menu
procedury programowania (Ryc. 11). Kliknij przycisk , Start Run”
(Rozpocznij reakcje).
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11.

New Run Wizard x|

Summary :

Setting I Value |
Green Gain 4

Orange Gain 8

Rotar 72wl Rotor
Sample Layout A1-48,B1-B8. ...

Reaction Yolume (in microliters] 50

e

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

SkipWizard |  <<Back |

Ryc. 11. Rozpoczynanie reakcji. Nalezy zauwazyc, ze w aparacie Rotor-Gene 3000
oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako ,FAM/Sybr” i ,ROX".

Po zakonczeniu reakcji przeanalizuj dane. Mozliwe sg nastepujace
wyniki (11a, 11b i 11c).

Przyktady pozytywnych i negatywnych reakcji PCR podano na Ryc. 12 i
Ryc. 13.

W Tabeli 9 przedstawiono wytyczne dotyczace interpretacji wynikow
ilosciowych.

11a.Wykryto sygnat w zielonym kanale fluorescencyjnym

(Cycling Green).
Pozytywny wynik analizy: prébka zawiera RNA wirusa HCV.

W takim przypadku detekcja sygnatu z kanatu pomaranczowego

(Cycling Orange) nie ma znaczenia, poniewaz wysokie wyjsciowe stezenie
RNA wirusa HCV (pozytywny sygnat w kanale zielonym (Cycling Green))
moze prowadzi¢ do obnizenia sygnatu fluorescencyjnego lub jego braku
dla kontroli wewnetrznej w kanale pomaranczowym (Cycling Orange) (w
mechanizmie kompetycyjnym).

® Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku aparatu Rotor-Gene 3000 w
kanale A.FAM wykrywany jest sygnat pozytywny, a w kanale A.ROX
wykrywany jest sygnat dla kontroli wewnetrznej.

11b.Brak sygnatu w zielonym kanale fluorescencyjnym (Cycling Green).

30

W tym samym czasie w pomaranczowym kanale fluorescencyjnym
(Cycling Orange) otrzymano sygnat z kontroli wewnetrznej.

W prébce nie wykryto RNA wirusa HCV. Wynik mozna uznaé za
negatywny.
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W przypadku negatywnego wyniku reakcji RT-PCR pod katem wirusa HCV
wykryty sygnat z kontroli wewnetrznej wyklucza mozliwos¢ inhibicji reakciji
RT-PCR.

® Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku aparatu Rotor-Gene 3000 w
kanale A.ROX wykrywany jest sygnat z kontroli wewnetrznej, a w kanale
A.FAM obserwowany jest brak sygnatu.

11c.Brak sygnatu w zielonym (Cycling Green) i pomaranczowym (Cycling
Orange) kanale fluorescencyjnym.
Wynik jest niejednoznaczny.

Informacje dotyczgce przyczyn btedow i ich rozwigzywania mozna znalez¢
w czesci ,Rozwigzywanie probleméw”, strona 33.

® Nalezy zauwazyc¢, ze w przypadku aparatu Rotor-Gene 3000
odpowiednie kanaty to kanat A.FAM i kanat A.ROX.

Znorm. Fluoro.

/ / 4 /

,"f ,ff /,f' /z’
" | Va4 / ) S NTC
25 .’30

=

ﬂ 0 '5 10 "5 20 '35 '40 45 C
Ryc. 12. Detekcja wzorcow ilosciowych (Hep. C Virus RG QS 1-4) w zielonym
kanale fluorescencyjnym (Cycling Green). NTC: No template control (kontrola bez
matrycy) (kontrola negatywna).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Znorm. Fluoro.

0.3]

N
! QS1- Qs4\./

e‘
02}
0,

0

- ‘_,_,..--"———

Bl [T 's 10 "5 '20 25

_F__—_——
—_—

L

I I 1 T

30 35 40 45 Cy

Ryc. 13. Detekcja kontroli wewnetrznej (internal control, IC) w pomaranczowym
kanale fluorescencyjnym (Cycling Orange) z rownoczesng amplifikacjg wzorcow
ilosciowych (Hep. C Virus RG QS 1-4). NTC: No template control (kontrola bez
matrycy) (kontrola negatywna).

Tabela 9. Interpretacja wynikéw ilosciowych

Wynik Interpretacja

HCV RNA >34 IU/ml  Wynik miesci sie w okreslonym zakresie
testu. Prawdopodobienstwo wykrycia RNA
wirusa HCV jest >95%. Pozytywny wynik
testu jest potwierdzony statystycznie.

HCV RNA <34 IU/ml  Wynik wykracza poza okreslony zakres
testu. Nie mozna zapewni¢ odtwarzalnosci

pozytywnych wynikow.

Negatywny wynik Nie wykryto RNA wirusa HCV.
RNA wirusa HCV
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Rozwigzywanie probleméw

Ta czesc¢ instrukcji moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych
probleméw. Aby uzyskac wiecej informaciji, nalezy takze zapoznacé sie ze
strong czesto zadawanych pytan w witrynie naszego Centrum pomocy
technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z
dziatu serwisu firmy QIAGEN chetnie odpowiedzg na wszelkie pytania
dotyczgce informacji i protokotéw opisanych w niniejszej instrukcji obstugi, a
takze technologii probek i testow (informacje kontaktowe znajdujg sie na tylnej
stronie oktadki lub pod adresem www.giagen.com).

Komentarze i wskazowki

Brak sygnatu dla kontroli pozytywnych (Hep. C Virus RG QS 1-4) w
zielonym kanale fluorescencyjnym (Cycling Green) lub kanale A.FAM

a)

b)

d)

Wybrany do analizy
danych PCR kanat
fluorescencyjny nie
spetnia wymagan
protokotu

Nieprawidtowe
zaprogramowanie
profilu
temperaturowego w
aparacie Rotor-Gene

Nieprawidtowa
konfiguracja reakcji
PCR

Warunki
przechowywania co
najmniej jednego z
odczynnikow
wchodzgcych w sktad
zestawu nie byty
zgodne z zaleceniami
zawartymi w czesci
.Przechowywanie”
(strona 5)

@ Do analizy danych wybrac zielony kanat
fluorescencyjny (Cycling Green) lub kanat
A.FAM dla analitycznej reakcji RT-PCR pod
katem wirusa HCV oraz pomaranczowy kanat
fluorescencyjny (Cycling Orange) lub kanat
A.ROX dla kontroli wewnetrznej reakcji RT-
PCR.

® Poréwnac profil temperaturowy z
protokotem. Patrz ,Protokét: Reakcja PCR i
analiza danych”, strona 23.

® Sprawdzi¢ etapy procedury wedtug
schematu odmierzania pipetg i w razie potrzeby
powtorzy¢ reakcje PCR. Patrz ,Protokdét:
Reakcja PCR i analiza danych”, strona 23.

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

e)

Uptyneta data
waznosci zestawu
artus HCV RG
RT-PCR Kit

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

Staby sygnat lub brak sygnatu z kontroli wewnetrznej w
pomaranczowym kanale fluorescencyjnym (Cycling Orange) lub kanale
A.ROX przy rownoczesnym braku sygnatu w zielonym kanale
fluorescencyjnym (Cycling Green) lub kanale A.FAM

a)

b)

d)

34

Warunki reakcji PCR
nie sg zgodne z
protokotem

Wystagpita inhibicja
reakcji PCR

Podczas izolaciji
utracono RNA

Warunki
przechowywania co
najmniej jednego z
odczynnikow
wchodzgcych w sktad
zestawu nie byty
zgodne z zaleceniami
zawartymi w czesci
.Przechowywanie”
(strona 5)

® Sprawdzi¢ warunki reakcji PCR (patrz
wyzej) i, w razie potrzeby, powtérzy¢é PCR z
prawidtowymi parametrami.

@ Upewnic sie, ze stosowana jest zalecana
metoda izolacji, i Scisle przestrzegac instrukciji
producenta.

@ UpewnicC sie, ze podczas izolacji RNA
wykonano zalecany krok dodatkowego
wirowania przed elucjg w celu usuniecia
wszelkich pozostatosci etanolu (patrz czesé
.1zolacja RNA”, strona 21).

® Jesli do izolacji dodano kontrole
wewnetrzng, brak sygnatu z kontroli
wewnetrznej moze wskazywac na utrate RNA
podczas izolacji. Upewni¢ sig, ze stosowana jest
zalecana metoda izolacji (patrz ,lzolacja RNA”,
strona 21) i Scisle przestrzegac instrukcji
producenta.

@ Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow
i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
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Komentarze i wskazéwki

e) Uptyneta data
) ngnféci zestawu @ Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date

artus HCV RG waznosci (patrz etykieta zestawu) odczynnikow
RT-PCR Kit I, W razie potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.

Sygnaty dla kontroli negatywnych w zielonym kanale fluorescencyjnym

(Cycling Green) lub kanale A.FAM podczas analitycznej reakcji PCR

a) Podczas @ . _ _
przygotowywania Powtorzy¢ reakcje PCR z nowymi
reakcji PCR doszlo do odczynnikami w powtorzeniach.
zanieczyszczenia ® » _ . o
probki Jesli to mozliwe, zamkngc¢ probowki PCR

niezwtocznie po dodaniu prébki badane;j.

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

® UpewnicC sie, ze przestrzen robocza oraz
aparaty sg regularnie odkazane.

b) Podczas izolacji doszto

do zanieczyszczenia ® Powtorzy¢ izolacje i reakcje PCR probki

badanej, korzystajgc z nowych odczynnikow.

@ Upewnic sie, ze przestrzen robocza oraz
aparaty sg regularnie odkazane.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Literatura

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

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

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Informacje dotyczace zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
artus HCV RG RT- Na 24 reakcje: 2 mieszaniny Masters, 4518263
PCR Kit (24) 4 wzorce ilosciowe, kontrola

wewnetrzna, woda (odpowiednia do

PCR)
artus HCV RG RT- Na 96 reakcji: 2 mieszaniny Masters, 4518265
PCR Kit (96) 4 wzorce ilosciowe, kontrola

wewnetrzna, woda (odpowiednia do

PCR)

Zestaw QlAamp DSP Virus Kit — do oczyszczania
wirusowych kwaséw nukleinowych z ludzkiego osocza do
celow diagnostycznych in vitro.

QIAamp DSP Virus Kit  Na 50 przygotowan: kolumny 60704
wiréwkowe QlAamp MinElute®, bufory,
odczynniki, probéwki, przedtuzacze
kolumn i ztgcza VacConnectors

Aparat Rotor-Gene Q MDx i akcesoria

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR w czasie 9002022
5plex Platform rzeczywistym z 5 kanatami (zielony,

z0ity, pomaranczowy, czerwony,

purpurowy), komputer typu laptop,

oprogramowanie, akcesoria: obejmuje

roczng gwarancje na czesci i

robocizne, nie obejmuje instalac;ji i

przeszkolenia

Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji PCR w czasie 9002023
5plex System rzeczywistym z 5 kanatami (zielony,
z0tty, pomaranczowy, czerwony,
purpurowy), komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i
robocizne, instalacje i przeszkolenie
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Produkt

Zawartosc

Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Loading Block 72 x
0.1 ml Tubes

Loading Block 96 x

0.2 ml Tubes przygotowywania reakcji w
standardowej matrycy 8 x 12 przy
uzyciu 96 probdéwek 0,2 ml
38 artus HCV RG RT-PCR Kit — Instrukcja obstugi 03/2015

Cykler do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym i analizator High
Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,
z06tty, pomaranczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM, komputer
typu laptop, oprogramowanie,
akcesoria: obejmuje roczng gwarancje
na czesci i robocizne, nie obejmuje
instalacji i przeszkolenia

Cykler do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym i analizator High
Resolution Melt z 5 kanatami (zielony,
z0Mtty, pomarahczowy, czerwony,
purpurowy) i kanatem HRM, komputer
typu laptop, oprogramowanie,
akcesoria: obejmuje roczng gwarancje
na czesci i robocizne, instalacje i
przeszkolenie

Aparat do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym z 6 kanatami (niebieski,
zielony, zotty, pomaranczowy,
czerwony, purpurowy), komputer typu
laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci i
robocizne, nie obejmuje instalacji i
przeszkolenia

Aparat do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym z 6 kanatami (niebieski,
zielony, zotty, pomaranczowy,
czerwony, purpurowy), komputer typu
laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci i
robocizne, instalacje i przeszkolenie

Aluminiowy blok do recznego
przygotowywania reakcji
jednokanatowg pipetg w 72
proboéwkach 0,1 ml

Aluminiowy blok do recznego

9002032

9002033

9002042

9002043

9018901

9018905




Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

Strip Tubes and Caps, 250 paskow po 4 probdwki i zatyczki 981103
0.1 ml (250) na 1000 reakcji

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 paskéw po 4 probdwki i 981106
0.1 ml (2500) zatyczki na 10 000 reakcji

PCR Tubes, 0.2 ml 1000 cienkosciennych probowek na 981005
(1000) 1000 reakcji

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 cienkosciennych probéwek 981008
(10000) na 1000 reakcji

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci
dla poszczegdlnych produktdéw znajdujg sie w odpowiedniegj instrukcji obstugi
lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi lub
podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w witrynie
www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub u lokalnego
dystrybutora firmy QIAGEN.
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Strona celowo pozostawiona pusta
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Nabycie tego produktu umozliwia nabywcy stosowanie go na potrzeby ustug diagnostycznych in vitro $wiadczonych dla pacjentéw. Niniejszym nie
udziela si¢ praw patentowych ani innych licencji zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajgcym z nabycia produktu.

Znaki towarowe: QIAGEN®, QIAamp?®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, ROX™ (Life
Technologies Corporation); SYBR® (Molecular Probes, Inc.).

Umowa ograniczonej licencji

Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie przez nabywce lub uzytkownika zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit zgody na nastepujace
warunki:

1.

Zestawu artus HCV RG RT-PCR Kit mozna uzywaé¢ wytacznie zgodnie z dokumentem artus HCV RG RT-PCR Kit — Instrukcja obstugi i tylko
razem ze sktadnikami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wtasnosci intelektualnej do
uzytkowania niniejszego zestawu ze skfadnikami nienalezacymi do zestawu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w dokumencie artus HCV
RG RT-PCR Kit — Instrukcja obstugi oraz dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com.

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

Zestaw oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytacznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac,
regenerowac lub sprzedawac.

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

Nabyweca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére
mogg doprowadzi¢ do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze
wyegzekwowac przestrzeganie zakazow niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sgdu i ma prawo zazgdac
zwrotu kosztéw wszelkich postepowan i kosztéw sadowych, w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien
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Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

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

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

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

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

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

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

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

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

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

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