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QIAGEN Sample and Assay Technologies

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

QIAGEN urcuje standardy pro:

M v purifikaci DNA, RNA a protein(

B v analyzach nukleovych kyselin a proteinu

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzork( a jejich analyz.

Nasi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledku a technickych
uspéchu. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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Pouziti

Sada artus HBV QS-RGQ je test amplifikace nukleové kyseliny in vitro pro
kvantifikaci DNA viru hepatitidy B (HBV) v humanni EDTA plazmé Tato
diagnosticka souprava vyuziva polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a je
konfigurovana pro pouZziti s pfistroji QIAsymphony SP/AS a Rotor-Gene Q.
DalSi informace o specifickych lidskych biologickych vzorcich, se kterymi byla
sada validovana viz pfislusné aplikacni listy, které jsou k dispozici online na
adrese www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

QIAGEN pokracuje ve vyvoji a validaci dalSich aplikaci pro sady artus
QS-RGQ, napf. pouziti s dalSimi typy vzorkd. Nejnovéjsi verze této pfirucky a
souvisejicich aplikacnich listl jsou k dispozici online na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

Sada artus HBV QS-RGQ je uréena k pouziti soubézné s klinickymi
prezentaCnimi a jinymi laboratornimi markery pro prognézu onemocnéni a pro
pouziti jako pomucka pfi hodnoceni virové odezvy na antivirovou |éCbu
méfenou pomoci zmén hladin humanni EDTA plazmové HBV DNA. Sada
artus HBV QS-RGQ neni uréena k pouziti jako screeningovy test pro HBV
nebo jako diagnosticky test k potvrzeni pfitomnosti infekce HBV.

Dalsi informace o specifickych lidskych biologickych vzorcich, se
kterymi byla sada validovana viz pfislusné aplikacni listy, které jsou k
dispozici online na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

Vzhledem k tomu, Ze spoleénost QIAGEN kontinualné monitoruje ucinnost
analyzy a validuje nové naroky, uzivatelé musi zajistit, Ze pracuji s posledni
revizi navodu k pouziti.

c PFed samotnym testem si ovéfte dostupnost novych revizi

elektronického znaceni na adrese
www.qgiagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

VSechny soupravy Ize pouzit s pfislusnymi navody, pokud se Cislo verze
prirucky a dalSi informace o oznacovani shoduje s Cislem verze soupravy.
Cislo verze je viditelné vyznaceno na kazdém &titku krabice soupravy.
Spole€nost QIAGEN zajistuje kompatibilitu mezi vSemi Sarzemi testovacich
souprav se stejnym Cislem verze.

Souhrn a vysveétleni

Sada artus HBV QS-RGQ je systém k pfimému pouZiti pro prikaz HBV DNA
pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) na pfistrojich Rotor-Gene Q s
pfipravou vzorkl a nastavenim rozboru za uziti pfistroju QlIAsymphony SP/AS.
HBV RG/TM Master obsahuje reagencie a enzymy pro specifickou amplifikaci
134 bp dlouhého Useku genomu HBV a také pro bezprostfedni detekci
specifického amplifikatu ve fluorescenénim kanalu Cycling Green pfistroje
Rotor-Gene Q.
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Kromé toho obsahuje sada artus HBV QS-RGQ druhy heterologni amplifikacni
systém pro prukaz potencialni PCR inhibice. Tento systém je detekovan jako
interni kontrola (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow pfistroje Rotor-
Gene Q. Limit detekce analytické HBV PCR pfitom neni negativné ovlivnén.
Spolu s produktem se dodavaji externi pozitivni kontroly (HBV RG/TM QS 1-
5), s jejichZ pomoci Ize urcit mnozstvi virové DNA. DalSi informace ziskate na
prislusném aplikacnim listu, ktery je k dispozici na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

Informace o patogenu

Virus hepatitid B (HBV) se hlavné pfenasi krvi a krevnimi preparaty. Je vSak i
mozny pfenos pohlavni, peroralni a perinatalni infekci. Po celkové slabosti
spojené se ztratou chuti k jidlu, zvracenim a bfiSnimi obtizemi se u 10-20 %
pacientl rozvine horecCka, exantém (kozni vyrazka) spole¢né s revmatickymi
kloubnimi a svalovymi obtizemi. O 2—14 dnU pozdéji nastupuje zloutenka,
ktera muze byt doprovazena svédénim. Fulminantni hepatitida nastava
pfiblizné u 1 % v8ech infikovanych pacientu a je ¢asto smrtelna. U 5-10 %
pacientu s hepatitidou B se objevi chronicky zanét jater, ktery muze
progredovat do cirhdzy jater nebo primarniho karcinomu jaternich bunék.
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Dodavané materialy

Obsah sady
artus HCV QS-RGQ Kit (24) (72)
Katalogové é&. 4506363 4506366
Pocet reakci 24 72
Modra HBV RG/TM Master (smés HBV 3x360ul 7 x360 ul
RG/TM Master)
Cervena HBV RG/TM QS 1* (1 x 10° IU/ul) QS 200 pl 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 2* (1 x 10* 1U/ul) QS 200 pl 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 3* (1 x 10° IU/ul) QS 200 pl 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 4* (1 x 10% IU/ul) QS 200 pl 200 pl
Cervena HBV RG/TM QS 5* (1 x 10" IU/ul) QS 200 pl 200 pl
Zelend HBV RG/TM ICT IC 1.000p 2x1.000 pl
Bila \é\rlgtlze)rc (Flj)C)ZR grade) (voda (Cistota 1.000 il 1.000 il
Handbook (pfirugka) 1 1

* Kvantifikaéni standard.
T Interni kontrola
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Pozadované materialy, které nejsou soucéasti
dodavky

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

B Pipety (nastavitelné)* a sterilni pipetovaci $picky s filtrem
M Trepacka vortex*

B Stolni centrifuga® s rotorem pro 2ml reakéni zkumavky, schopna
centrifugace 0 6.800 x g

Pro pripravu vzorku

B QIAsymphony SP instrument (pFistroj QIAsymphony SP) (kat. €.
9001297)*

B QIAsymphony AS instrument (pFistroj QIAsymphony AS) (kat. ¢.
9001301)*

Pro PCR

B Pristroj Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM nebo Rotor-Gene Q 5plex HRM*
B Software Rotor-Gene Q, verze 2.1 nebo vyssi
B Volitelné: Rotor-Gene AssayManager' verze 1.0 nebo vy$si

Poznamka: DalSi informace o materialech pozadovanych pro specifické
aplikace jsou uvedeny na pfislusném aplikacnim listu na adrese
www.diagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

* Ujistéte se, ze byly pfistroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
T Planuje se, Ze Rotor-Gene AssayManager bude k dispozici do konce roku 2012.
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Pfirucka pro sadu artus HBV QS-RGQ 12/2014 7



Varovani a bezpeénostni opatreni
Pro diagnostické pouZiti in vitro

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpelnostnich listech (BL). Jsou k dispozici na internetu v pohodiném a
kompaktnim formatu PDF na adrese www.giagen.com/safety, kde mizete
nalézt SDS pro kazdou sadu QIAGEN® a komponentu sady, prohliZet si je a
vytisknout.

Bezpecnostni informace pro pouzivanou purifikaCni soupravu naleznete v
odpovidajici pFiruce k soupravé. Bezpeénostni informace k pfistrojim
naleznete v odpovidajicich uzivatelskych manualech dodavanych s pfistroji.

Odpad ze vzorku a rozboru likvidujte podle mistnich bezpecnostnich pfedpisu.

VSeobecna bezpeénostni opatreni
Vzdy dbejte na nasledujici:
B Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.

B Beéhem manualnich krokll ponechavejte zkumavky pokud mozno zaviené,
aby se prfedeslo kontaminacim.

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

B Nasledné komponenty fadné promichejte (opakovany nabér pipetou a
vypusténi pipety nebo pulzni tfepacka) a kratce centrifugujte. Ujistéte se,
Ze v reagencnich zkumavkach neni zadna péna nebo bubliny.

B Nepouzivejte dohromady komponenty souprav jinych Sarzi.

M Ovétfte, ze jsou potiebné adaptéry predem vychlazeny na 2—-8°C.

B Pracujte rychle a udrzujte reagencie PCR pfed vkladanim na ledu nebo v
chladicim bloku.

B Pracujte plynule od jedné &asti pracovniho procesu ke druhé. Nepfekrocte
dobu 30 minut pfi pfenosech mezi jednotlivymi moduly (QIAsymphony SP
do QIAsymphony AS do Rotor-Gene Q).

Uchovavani a nakladani s reagenciemi

Komponenty sady artus HBV QS-RGQ se skladuji pfi -15 °C az -30 °C a jsou
stabilni do data pouZitelnosti uvedeného na Stitku. Zabrante opakovanému
rozmrazeni a zmrazeni (>2 x), sniZuje se tim ucinnost analyzy.
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Uchovavani a nakladani se vzorky

Informace o nakladani se vzorky a jejich uchovavani pro specifické aplikace
jsou uvedeny na prislusném aplikacnim listu na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.
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Postup

Prace s pristroji QlAsymphony SP/AS
Zaviete vSechny zasuvky a vika.

Zapnéte pfistroje QIAsymphony SP/AS a vyckejte, dokud se neobjevi
obrazovka “Sample Preparation” (Pfiprava vzorkl) a nedokonci se inicializaéni
proces.

Prihlaste se do systému pfistroje (zasuvky se odemknou).

Purifikace virové DNA

Sada artus HBV QS-RGQ byla validovana purifikaci virové DNA, provedenou
na pristroji QIAsymphony SP pouzitim sady QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen. Veskeré informace o pfipravé zasobniku s reagenciemi pro
krok purifikace vzorku u QIAsymphony SP viz Pfirucka QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen.

Pouziti interni kontroly a nosi€e RNA (CARRIER)

Pouziti sad QIAsymphony DSP Virus/Pathogen ve spojeni se sadou artus
HBV QS-RGQ vyzaduje zapojeni interni kontroly (HBV RG/TM IC) do
purifikani procedury, aby se mohla monitorovat efektivita pfipravy vzorku a
naslednych rozboru. Kromé toho mohou sady QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen vyzadovat pfipravu nosi¢e RNA (CARRIER). Specifické
informace tykajici se interni kontroly a pouziti nosi¢e RNA (CARRIER) ziskate
na pfislusném aplikaénim listu, ktery je k dispozici na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

Kontrolni soupravy analyz a soupravy parametri analyz

Kontrolni soupravy analyzy jsou kombinaci protokolu a dodateénych
parametrd, jako napf. interni kontroly, pro purifikaci vzorku na QIAsymphony
SP. U kazdého protokolu je pfedinstalovana vychozi kontrolni souprava
analyzy.

Soupravy parametrl analyzy jsou kombinaci definice analyzy s dodatecnymi

definovanymi parametry, jako napf. poctem replikatd a po¢tem standardi v
analyze, pro nastaveni analyzy na QIAsymphony AS.

Pro integrované béhy na QlAsymphony SP/AS je sada parametr( analyzy
pfimo spojena s kontrolni sadou analyzy specifikujici souvisejici proces
purifikace vzorku.
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Vytézky nukleovych kyselin

Eluaty pfipravené pomoci nosi¢e RNA (CARRIER) mohu obsahovat mnohem
vice nosi¢e RNA (CARRIER) nez cilové nukleové kyseliny. Pro uréeni vytézku
doporucujeme pouzivat kvantitativni metody amplifikace.

Uchovavani nukleovych kyselin

V pfipadé kratkodobého uchovavani do 24 hodin doporucujeme uchovavat
purifikované nukleové kyseliny pfi teploté 2—8°C. Pro dlouhodobé uchovavani
delSi nez 24 hodin doporucujeme uchovavat pfi teploté —20°C.
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Protokol: 1zolace DNA a nastaveni analyzy na
QIAsymphony SP/AS

Nasledujici popis je obecny protokol pro pouzivani sad QlIAsymphony DSP
Virus/Pathogen. Podrobné informace o specifickém pouziti, véetné objemu a
zkumavek, jsou uvedeny na pfislusném aplikacnim listu na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

Dulezité pokyny pred zahajenim

B Ujistéte se, ze jste dobfe obeznameni s obsluhou pfistroji QIAsymphony
SP/AS. Navod k pouZiti je soucasti uzZivatelskych pfiru¢ek dodanych spolu
s pristroji a vétSina aktualnich verzi je dispozici na adrese
www.giagen.com/products/qiasymphonyrgg.aspx.

B Pred prvnim pouzitim zasobniku s reagenciemi (RC) zkontrolujte, zda
pufry QSL2 a QSB1 v zasobniku (RC) neobsahuiji precipitat. V pfipadé
potfeby vyjméte vanicky obsahujici pufry QSL2 a QSB1 ze zasobniku s
reagenciemi (RC) a inkubuijte je po dobu 30 minut pfi teploté 37°C za
obcCasného tfepani, aby se precipitat rozpustil. Ujistéte se, Ze jsou vaniCky
znovu umistény do spravnych pozic. Pokud je zasobnik s reagenciemi
(RC) jiz propichnut, ujistéte se, Ze jsou vani¢ky utésnény pomoci
opétovné pouzitelnych uzaviracich prouzkd a inkubujte cely zasobnik s
reagenciemi (RC) ve vodni lazni po dobu 30 minut pfi teploté 37°C za
obcCasného tfepani.”

B Pokuste se predejit prudkému tfepani zasobnikem s reagenciemi (RC),

jinak by se mohla vytvofit péna, ktera maze vést k problémim s detekci
hladiny tekutiny.

B Pracujte rychle a udrzujte reagencie PCR pred vkladanim na ledu nebo v
chladicim bloku.

B Objemy reagencii jsou optimalizované pro 24 nebo 72 reakci na jednu
sadu a na jeden béh (kat. €. 4506363 a 4506366 v prvnim a druhém
pfipadeé).

M Pred kazdym pouzitim musi byt vSechny reagencie zcela rozmrazeny,
dobfe promichany (opakovanym nabérem pipetou a vypusténim pipety
nebo kratkym vortexem) a minimalné 3 sekundy centrifugovany pfi 6.800
X g. Zamezte vytvoreni pény.

B Eluaty z pfipravy vzorku a vSechny komponenty sady artus HBV QS-RGQ
byly v pfistrojich prokazany jako stabilni minimalné po béznou dobu
potifebnou pro purifikaci 96 vzorku a pro nastaveni testu pro 72 rozbord,
v€etné doby pfenosu z QIAsymphony SP do QIAsymphony AS o délce az
30 minut a doby prenosu z QIAsymphony AS do Rotor-Gene Q o délce az
30 minut.

* Ujistéte se, ze byly pfistroje kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle
doporuceni vyrobce.
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Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

B Pripravte vdechny poZadované smési. Potfebné smési obsahujici nosic
RNA (CARRIER) a interni kontroly pfipravte bezprostfedné pred
zaCatkem procesu. DalSi informace ziskate na pfislusném aplikacnim
listu, ktery je k dispozici na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

B Pred zaCatkem procedury se ujistéte, Ze jsou magnetické ¢astice piné
resuspendovany. Vanicku obsahujici magnetické ¢astice pred prvnim
pouzitim minimalné 3 minuty razné vortexujte.

B Pred vlozenim zasobniku s reagenciemi (RC) odstrarite vi¢ko z vani¢ky
obsahujici magnetické Castice a oteviete zkumavky s enzymy. Ujistéte se,
Ze byl stojanek s enzymy vytemperovan na pokojovou teplotu
(15-25°C).

B Ujistéte se, zZe je dérovaci vicko (PL) umisténo na zasobniku s
reagenciemi (RC) a ze vicko vanicky s magnetickymi ¢asticemi bylo
odstranéno nebo - pokud pouzivate ¢astecné pouzity zasobnik s
reagenciemi (RC) - se ujistéte, Ze byly odstranény opétovné pouzitelné
uzaviraci prouzky.

B Pokud jsou vzorky opatifeny ¢arovym kédem, viozte je do nosice
zkumavky nasmeérované tak, aby ¢arovy kod lezel pod CteCkou ¢arovych

kédu v zasuvce “Sample” (Vzorek) na levé strané pfistroje QIAsymphony
SP.

Postup

Purifikace virové DNA na pristroji QlAsymphony SP

1. Zavrete vSechny zasuvky a vika pristroji QIAsymphony SP/AS.

2. Zapnéte pristroje a vyckejte, dokud se neobjevi obrazovka “Sample
Preparation” a nedokongi se inicializa¢ni proces.

Vypinac je umistén v levém spodnim rohu pfistroje QlAsymphony SP.

3. Prihlaste se do systému pristroju.

4. Pripravte nasledujici zasuvky podle prislusného aplikaéniho listu,
ktery je k dispozici na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

B Zasuvka “Waste” (Odpad); po pfipravé provedte kontrolu viozeného
obsahu.

B Zasuvka “Eluate” (Eluat); po pfipravé provedte kontrolu viozeného
obsahu.

B Zasuvka “Reagents and Consumables” (Reagencie a spotfebni
material); po pfipravé provedte kontrolu vlozeného obsahu.

B Zasuvka “Sample”
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5. Pomoci nastaveni “Integrated run” (Integrovany béh) na dotykové
obrazovce QlAsymphony zadejte pozadované informace o kazdé
zpracovavané sadé vzorku. Zvolte sadu parametrt analyzy pro dany
béh a prirad'te odpovidajici sadu AS pro vzorky.

Informace o sadé parametru analyzy a pfedvolené eluéni objemy jsou
uvedeny v pfislusném aplikaénim listu.

Vice informaci o integrovanych bézich u pfistroja QlIAsymphony SP/AS
naleznete v uZivatelskych manualech dodavanych s pfistroji.

6. PFi nastavovani integrovaného béhu zkontrolujte spravné prirazeni
laboratornich pristroju pro vzorky, typ vzorku (vzorek, EC+ a EC-) a
objemy.

Informace o spotfebnich materialech a komponentech vkladanych do
jednotlivych zasuvek jsou uvedeny v prislusném aplikacnim listu.

7. Po zadani informaci o vSech sadach integrovaného béhu klepnéte na
tlacitko “Ok” pro opusténi nastaveni aplikace “Integrated run”. Stav
vSech sad v prehledu integrovaného béhu se méni z “LOADED”
(VLOZENO) na “QUEUED” (ZARAZENO). Jakmile je jedna sada
zarazena, objevi se tla€itko “Run” (Spustit). Stisknéte tla¢itko “Run”
pro spusténi procedury.

VSechny kroky jsou plné automatizované.

Vlozeni zasuvek QlAsymphony AS pro nastaveni analyzy

8. Po zarazeni integrovaného béhu otevrete zasuvky QlAsymphony AS.
Potrebné komponenty pro vliozeni jsou zobrazeny na dotykové
obrazovce.

9. Pred integrovanym béhem nezapomente provést nasledujici.
M VloZte odpadni zlabek na Spicky
B Zlikvidujte odpadni sacek na Spi¢ky
B Nasadte prazdny odpadni sacek na Spicky

10. Definujte a viozte stojanek (stojanky) v analyze. Stojanek (stojanky) v
analyze v predem vychlazeném adaptéru (adaptérech) se vlozi do
drazky (drazek) “Assay” (Analyza). Informace o stojancich v analyze
jsou uvedeny v prislusném aplikaénim listu, ktery je k dispozici na
adrese www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

11. Zkontrolujte teplotu na chladicich pozicich.
Jsou-li cilové teploty chlazeni dosazZeny, barva malé hvézdicky vedle
drazek se zméni na zelenou.

12. Pred pouzitim sdruzte vSechny zkumavky s HBV RG/TM Master jedné
soupravy do jedné zkumavky.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Poznamka: S viskéznimi reagenciemi mize byt obtizné manipulovat
pomoci manualnich pipet. Ujistéte se, Ze byl do zkumavky pfeveden cely
objem Master.

13. Naplnte kazdou reagenéni zkumavku pozadovanym mnozstvim
spravné reagencie podle informaci o vkladani uréenych softwarem
pristroje.

Poznamka: Pfed kazdym pouzitim musi byt vSechny reagencie zcela
rozmrazeny, dobfe promichany (opakovanym nabérem pipetou a
vypusténim pipety nebo kratkym vortexem) a minimalné 3 sekundy
centrifugovany pfi 6.800 x g. Zamezte vytvoreni bublin nebo pény, které
mohou zpUsobit chyby pfi detekci. Pracujte rychle a udrzujte PCR
komponenty pred vkladanim na ledu nebo v chladicim bloku.

14. Vlozte zasobnik s reagenciemi a reagen¢ni zkumavky bez uzavéru
umistéte do vhodnych pozic predem vychlazenych adaptéri na
reagencie podle pfislusného aplikaéniho listu.

15. Vlozte jednorazové Spicky s filtrem do zasuvek “Eluate and
Reagents” (Eluat a reagencie) a “Assays” (Analyzy) v souladu s
pozadovanym poctem pro kazdy typ Spi€ky uvedeny na prislusném
aplikac¢nim listu.

16. Zavrete zasuvky “Eluate and Reagents” a “Assays”.

17. P¥i zavirani kazdé zasuvky stisknéte “Scan” (Snimat) pro spusténi
kontroly viozeného obsahu u kazdé zasuvky.

Pfi kontrole vlozeného obsahu se kontroluji drazky, adaptéry, Spi¢ky s
filtrem a odpadni Zlabek na Spicky, stejné tak spravné vlozeni specifickych
objemu reagencii. Je-li vyzadovano, opravte pfipadné chyby.

Nastaveni analyzy se spusti automaticky po dokon&eni kroku purifikace na

pristroji QlAsymphony SP a poté, co se stojanky s eluatem pfenesou do
QIAsymphony AS.

18. Po skonéeni béhu stisknéte “Remove” (Odstranit) na obrazovce
“Overview” (Pfehled) z nastaveni analyzy. Otevrete zasuvku
“Assays” a vyjméte stojanek (stojanky).

19. Stahnéte si soubory s vysledky a soubor cykléru.

20. Jestlize je v integrovaném béhu nakonfigurovano vice sad na
QIAsymphony AS, znovu vlozte zasuvky QlIAsymphony AS, po¢inaje
krokem 8.

21. Pokracujte na “Protokol: PCR na Rotor-Gene Q”, strana 17.
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22. Provedte pravidelnou udrzbu pristroje QlAsymphony AS béhem béhu
na pristroji Rotor-Gene Q nebo pozdé;ji.
Jelikoz je pracovni proces integrovanou operaci, na konci celého
pracovniho procesu vycCistéte vSechny pfistroje.

Postupujte podle pokynl k udrzbé v manualu uzivatele QlIAsymphony
SP/AS — VSeobecny popis (QIAsymphony SP/AS User Manual —
General Description). Zajistéte pravidelnou udrzbu, aby se minimalizovalo
riziko kfizovych kontaminaci.

|
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Protokol: PCR na Rotor-Gene Q

Dulezité pokyny pred zahajenim

B Pred zahajenim protokolu si najdete ¢as a seznamte se s pristrojem
Rotor-Gene Q. Viz pfistroj v pfiruCce uZivatele.

B Pro automatickou interpretaci vysledk PCR Ize misto softwaru Rotor-
Gene Q pouzit Rotor-Gene AssayManager*.

B Dbejte na to, aby byly v kazdém béhu PCR zahrnuty vSechny 5
kvantifikaéni standardy a alespon jedna negativni kontrola (voda, Cistota
pro PCR). Pro vytvofeni standardni kfivky pouZijte u kazdého béhu PCR
vS8echny 5 kvantifikacni standardy (HBV RG/TM QS 1-5) dodavané spolu
S produktem.

Postup

1. Zavrete zkumavky PCR a umistéte je do 72jamkového rotoru pfristroje
Rotor-Gene Q. Ujistéte se, ze jsou 4-stripy Rotor-Gene Q zkumavek
umistény ve spravném sméru tak, aby si ukazatelé pozic chladiciho
adaptéru a rotoru odpovidaly. Ujistéte se, ze byl na rotor nasazen
zajist'ovaci prstenec (prislusenstvi pristroje Rotor-Gene) jako
prevence nechténého otevieni zkumavek béhem béhu.

2. Preneste soubor cykléru z pristroje QlAsymphony AS do Rotor-
Gene Q pocitace.

3. Pro detekovani HBV DNA vytvoite teplotni profil a spust'te béh podle
prislusného aplikaéniho listu, ktery je k dispozici na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx. Informace
specifické pro dany software o programovani pristroje Rotor-Gene Q
se uvadi v prislusném listu protokolu “Settings to run artus QS-RGQ
Kits” (Nastaveni pro spusténi sad artus QS-RGQ) na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

* Planuje se, ze Rotor-Gene AssayManager bude k dispozici do konce roku 2012.
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Interpretace vysledku

Podrobné informace o interpretaci vysledkl naleznete v pfislusném aplikacnim
listu na adrese
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.

ResSeni problémi

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

Komentare a navrhy

Obecna manipulace

Chybové zprava na Pokud se objevila chybova zprava béhem béhu
dotykové obrazovce protokolu, nahlédnéte do uzivatelské pFirucky
dodavané s Vasim pfistrojem.

Precipitaty ve vani¢kach s reagenciemi otevieného zasobniku sady
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen

a) Odparovani pufru Rozséahlé vypafovani mize vést ke zvySené
koncentraci soli nebo ke snizené koncentraci
alkoholu v pufrech. Zlikvidujte zasobnik s
reagenciemi (RC). Pokud je nepouzivate pfi
purifikaci, ujistéte se, Ze jste uzavreli vanicky s
pufry Easte¢né pouzitych zasobnikl s
reagenciemi (RC) pomoci opétovné pouzitelnych
uzaviracich prouzk.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentare a navrhy

b) Uchovavani zasobnikll Skladovani zasobnikl s reagenciemi (RC) pfi
s reagenciemi (RC) teplotach niz8ich nez 15°C muze vést k tvorbé

precipitatu. V pfipadé potfeby vyjméte vanicky
obsahuijici pufry QSL2 a QSB1 ze zasobniku s
reagenciemi (RC) a inkubujte je po dobu 30
minut ve vodni lazni* pfi teploté 37°C za
obCasného tfepani, aby se precipitat rozpustil.
Ujistéte se, Ze jsou vani¢ky znovu umistény do
spravnych pozic. Pokud je zasobnik s
reagenciemi (RC) jiz propichnut, ujistéte se, Ze
jsou vanicky zapecCetény pomoci opétovnée
pouzitelnych uzaviracich prouzkl a inkubujte
cely zasobnik s reagenciemi (RC) po dobu 30
minut ve vodni lazni* pfi teploté 37°C za
obCasného trepani.

Nizky vytézek nukleovych kyselin

a) Magnetické Castice Pfed zaCatkem procedury se ujistéte, Ze jsou
nebyly plné magnetické Castice plné resuspendovany. Pred
resuspendovany pouzitim je minimalné 3 minuty vortexujte.

b) Zmrazené vzorky Rozmrazte zmrazené vzorky pomoci jemného

nebyly po rozmrazeni  tfepanim, aby se zajistilo dikladné promichani.
ddkladné promichany

c) Nebyl pfidan nosic Rekonstituujte nosi¢ RNA (CARRIER) v pufru
RNA (CARRIER) AVE (AVE) a smichejte s pfislusnym objemem
pufru AVE (AVE), jak je to popsano v
prislusném aplikacnim listé na adrese
www.diagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.
Zopakuijte purifikaCni proceduru s novymi
vzorky.

d) Degradace nukleovych Vzorky byly nespravné skladovany nebo
kyselin podrobeny pfilis mnoha
rozmrazovacim/zmrazovacim cyklim. Zopakuijte
purifikaéni proceduru s novymi vzorky.

* Ujistéte se, Ze byly pfistroje kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle
doporuceni vyrobce.
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Komentare a navrhy

e) Neuplna lyza vzorki Pfed pouzitim zkontrolujte, zda pufry QSL2 a
QSB1 neobsahuji precipitat. V pfipadé potreby
vyjméte vani¢ky obsahujici pufry QSL1 a QSB1
ze zasobniku s reagenciemi (RC) a inkubuijte je
po dobu 30 minut pfi teploté 37°C za obasného
tfepani, aby se precipitat rozpustil. Pokud je
zasobnik s reagenciemi (RC) jiz propichnut,
ujistéte se, Ze jsou vani¢ky znovu uzavieny
pomoci opétovné pouzitelnych uzaviracich
prouzku a inkubujte cely zasobnik s
reagenciemi (RC) ve vodni lazni po dobu
30 minut pfi teploté 37°C za obCasného

trepani.”

f) Ucpavéani pipetovacich Ze vzorkl nebyl pfed zacatkem QIAsymphony
Spicek v dusledku purifikaCni procedury vyjmut nerozpustny
nerozpustného material. Pro vyjmuti nerozpustného materialu
materialu pro virové aplikace centrifugujte vzorek 1 minutu

pfi 3.000 x g a prfeneste supernatant do nové
zkumavky na vzorky.

* Ujistéte se, Ze byly pfistroje kontrolovany, udrzovany a pravidelné kalibrovany podle
doporuceni vyrobce.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentare a navrhy

QIAsymphony AS detekuje nedostatek Masteru

Do zkumavky nebyl Pfed pouzitim sdruzte vSechny zkumavky s

prenesen cely Master HBV RG/TM Master jedné soupravy do jedné
zkumavky. S viskéznimi reagenciemi mize byt
obtiZzné manipulovat pomoci manualnich pipet.
Ujistéte se, Ze byl do zkumavky pfeveden cely
objem Master.

Pokud se u viskdznich reagencii pouzivaji
manualni pipety, doporu€ujeme nasati
dodateC¢ného objemu o0 5 % (napf. nastavte
pipety na 840 pl pro objem o 800 pl).

Alternativé Ize po pomalém nadavkovani
tekutiny a ofouknuti u stény cilové zkumavky
vyjmout Spicku z tekutiny, uvolnit pist pipety a
pockat dalSich 10 sekund. Zbytkova tekutina
vyteCe Spickou a lze ji vyfouknout opétovnym
stisknutim pistu pipety. Pouziti $pi¢ek s filtrem v
kvalité vhodné pro PCR s oznadenim “nizka
retence” muze zlepsit vytézek tekutiny.

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

a) Fluorescencni kanal K analyze dat zvolte fluorescenéni kanal Cycling
zvoleny pro analyzu Green pro analytickou HBV PCR a
PCR dat neodpovida  fluorescenéni kanal Cycling Yellow pro PCR
protokolu interni kontroly.

b) Chybné Porovnejte teplotni profil s Udaji protokolu. Viz
naprogramovani pFislusny aplikacni list a list protokolu na
teplotniho profilu www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.
pristroje Rotor-Gene

c) Chybna konfigurace Ujistéte se, Ze bylo nastaveni rozboru
PCR provedeno spravné a Ze byla pouZzita spravna

sada parametr(. Popfipadé PCR zopakujte. Viz
prislusny aplikacni list na
www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx.
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Komentare a navrhy

d) Podminky skladovani  Prosim zkontrolujte jak podminky uchovavani,

jednoho nebo vice tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek
komponentl soupravy soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.
neodpovidaji

predpisim uvedenym
v kapitole “Uchovavani
a nakladani s
reagenciemi” (strana

8)

e) Vyprsela doba Prosim zkontrolujte jak podminky uchovéavani,
Zivotnosti sady artus tak i dobu pouZitelnosti reagencii (viz Stitek
HBV QS-RGQ soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signal interni kontroly negativniho vzorku plazmy
podrobeného purifikaci pomoci sady QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen ve fluorescenénim kanalu Cycling Yellow pfi sou¢asné
nepritomnosti signalu v kanalu Cycling Green

a) Podminky PCR Zkontrolujte podminky PCR (viz vy$e) a popf.
neodpovidaji protokolu PCR zopakujte s opravenym nastavenim.

b) Doslo k inhibici PCR Ujistéte se, Ze pouzivate validovanou izola¢ni
metodu (viz “Protokol: 1zolace DNA a nastaveni
analyzy na QIAsymphony SP/AS”, strana 12) a
drzte se pfesné pokyndu.

c) Béhem extrakce doSlo  Nepfitomnost signalu interni kontroly maze
k ubytku DNA znamenat ubytek DNA béhem izolace. Ujistéte
se, Ze pouzivate validovanou izolacni metodu
(viz “Protokol: 1zolace DNA a nastaveni analyzy
na QIAsymphony SP/AS”, strana 12) a drzte se
presné pokynu.

Viz také “Nizky vytéZek nukleovych kyselin”

vyse.

d) Podminky skladovani  Prosim zkontrolujte jak podminky uchovavani,
jednoho nebo vice tak i dobu pouZitelnosti reagencii (viz Stitek
komponentl soupravy soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.
neodpovidaji

predpisiim uvedenym
v kapitole “Uchovavani
a nakladani s
reagenciemi” (strana
8)

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Komentare a navrhy

e) Vyprsela doba
Zivotnosti sady artus
HBV QS-RGQ

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

Signaly u negativnich kontrol ve fluorescenénim kanalu Cycling Green

pri analytické PCR

a) Béhem pfipravy PCR
doslo ke kontaminaci

b) Béhem extrakce doslo
ke kontaminaci

Rizeni jakosti

Zopakujte PCR v replikatech s novymi
reagenciemi.

Uzavrete jednotlivé PCR zkumavky pokud
mozno ihned po vlozeni zkoumaného vzorku.
Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje
pravidelné dekontaminovany.

Zopakuijte izolaci a PCR zkoumanych vzorku za
uziti novych reagencii.

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

V souladu se systémem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO byla kazda Sarze sady artus HBV QS-RGQ
testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena jednotna

kvalita produktu.

Omezeni

VSechny reagencie se smi pouzivat vyhradné pro diagnostiku in vitro.

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

Pfesné dodrzovani protokolu je bezpodmine¢né nutné k dosazeni optimalnich

vysledku PCR.

Dbejte na konec doby pouZzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych komponent. NepouZivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

V ojedinélych pfipadech mohou mutace ve vysoce konzervovanych oblastech
virového genomu, které jsou pokryty primery a/nebo sondami soupravy, veést k
nedostateCné kvantifikaci nebo k selhani detekce pfitomnosti viru. Validita a
ucinnost testu jsou pravidelné kontrolovany.
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Vykonnostni charakteristiky

Viz www.qgiagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx, kde jsou uvedeny
vykonnostni charakteristiky sady artus HBV QS-RGQ.
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Literatura

QIAGEN udrzuje rozsahlou aktualni online databazi védeckych publikaci, které

hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hledani umoznuji nalezeni
potfebnych ¢lankd, budto jednoduchym zadanim kli€ovych slov nebo
upfesnénim druhu aplikace, oboru vyzkumu, nazvu, atd.

Uplny seznam literatury naleznete v databance “QIAGEN Reference
Database” na strance www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte
technicky servis QIAGEN nebo Vaseho mistniho distributora.

Symboly
W Obsahuje reagencie pro <N> reakci
<N>
8 Pouzijte do
IVvVD Prostfedky zdravotnicke techniky pro in vitro diagnostiku
REF Katalogové Cislo
LOT Cislo 3arze
MAT Cislo materialu
COMP Dily
CONT Obsahuje
NUM Pocet

Mezinarodni Cislo obchodni polozky GTIN

[GTIN]
J/ Teplotni rozmezi

Vyrobce

Dalsi informace viz navod k pouziti

Pfirucka pro sadu artus HBV QS-RGQ 12/2014
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A Upozornéni

Kontaktni informace

Pro technickou podporu a vice informaci navstivte centrum technické podpory
na adrese www.giagen.com/Support, volejte 00800-22-44-6000, kontaktujte
jedno z technickych servisnich oddéleni QIAGEN nebo nase mistni
distributory (viz posledni stranka obalu nebo navstivte www.giagen.com).

|
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Informace o zptlisobu objednavani

Produkt Obsah Kat. ¢.
artus HBV QS-RGQ Kit Pro 24 reakci: Master, 5 kvantifikacni 4506363
(24) standardy, interni kontrola, voda (v

kvalité vhodné pro PCR)

artus HBV QS-RGQ Kit Pro 72 reakci: Master, 5 kvantifikani 4506366
(72) standardy, interni kontrola, voda (v
kvalité vhodné pro PCR)

Systém QIAsymphony RGQ

QIAsymphony RGQ, QIAsymphony SP, QIAsymphony AS, 9001850
System Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM,

pozZzadované prisluSenstvi a spotfebni

material, instalace a Skoleni

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v prirucce pro sadu QIAGEN nebo pfirucce 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®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Sada artus HBV QS-RGQ je diagnosticka sada oznaena znackou CE v souladu s evropskou smérnici 98/79/ES o diagnostickych zdravotnickych
prostfedcich in vitro. Produkt neni dostupny ve vSech zemich.

Omezena licenéni smlouva

Pouzitim produktu vyjadfuje kupec nebo uZivatel sady artus HBV QS-RGQ souhlas s nasledujicimi podminkami:

1.

Sada artus HBV QS-RGQ smi byt pouzivan vyhradné v souladu s Priru¢kou sady artus HBV QS-RGQ a pouze s komponenty obsazenymi v
soupravé. QIAGEN neposkytuje zadnou licenci v ramci kteréhokoliv svého dusevniho vlastnictvi k pouZiti nebo k zaclenéni pfiloZzenych
komponent sady s komponenty, které nejsou zahrnuty v této soupravé, s vyjimkou pfipad uvedenych v Pfirucce sady artus HBV QS-RGQ a
dodate¢nych protokolech dostupnych na www.giagen.com.

QIAGEN neposkytuje Zadnou jinou zaruku nez vyslovné stanovené licence v tom smyslu, Ze tato sada a/Nebo jeji pouZiti nenarusuje 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.

Kupujici 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 licen¢niho ujednani prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Uhradu vSech vySetfovacich a soudnich poplatku, v¢. poplatkti za advokata, v rdamci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
Omezeného licen¢niho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

Pro aktualizovana licenéni ustanoveni viz www.giagen.com.

© 2010-14 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.



www.qiagen.com

Australia = techservice-au@qiagen.com

Austria = techservice-at@qgiagen.com

Belgium = techservice-bnl@qiagen.com

Brazil = suportetecnico.brasil@qgiagen.com

Canada = techservice-ca@gqiagen.com

China = techservice-cn@qiagen.com

Denmark = techservice-nordic@qiagen.com

Finland = techservice-nordic@giagen.com

France = techservice-fr@giagen.com

Germany = techservice-de@giagen.com

Hong Kong = techservice-hk@giagen.com

India = techservice-india@giagen.com

Ireland = techservice-uk@qiagen.com

ltaly = techservice-it@giagen.com

Japan = techservice-jp@qiagen.com

Korea (South) = techservice-kr@giagen.com

Luxembourg = techservice-bnl@giagen.com

Mexico = techservice-mx@gqiagen.com

The Netherlands = techservice-bnl@qiagen.com

Norway = techservice-nordic@giagen.com

Singapore = techservice-sg@giagen.com

Sweden = techservice-nordic@giagen.com

UK = techservice-uk@qiagen.com . ‘ . . .

USA = techservice-us@gqiagen.com QIAGE N

Switzerland = techservice-ch@giagen.com

1060925CS 148048620 Sqmple & Assqy TeChnOIogies



