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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. Nade pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam
zajisti spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy:

B v purifikaci DNA, RNA a proteinu

B v analyzach nukleovych kyselin a proteind

B ve vyzkumu microRNA a RNAI

B v automatizaci technologii pro pfipravu vzorku a jejich analyz.

Nas$i misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledk( a technickych
uspéchd. Vice informaci naleznete na www.qgiagen.com.
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Sada artus WNV LC RT--PCR

Pro pouziti s pfistrojem LightCycler.

1. Obsah
Oznaceni Kat. ¢is. 4509063
a obsah 24 reakci
Modra WNV LC Master 2 x 12 reakei
= . WNV LC/TM QS 1°
Cervena 4x 10" kopii/l 1x 200 pl
= . WNV LC/TM QS 2°
Cervena 4x10° Kopif/ul 1 x200 pl
= < WNV LC/TM QS 3°
Cervena 4x10° Kopii/ul 1 x200 pl
x . WNV LC/TM QS 47
Cervena 4x10' Kopii/ul 1x200 pl
WNV LC IC* 1 x 1000 pl
o Voda (v kvalité
Bila vhodné pro PCR) 1x1000 ul
" QS = Kuvantifikaéni standard
IC = Interni kontrola

2. Skladovani

Komponenty sady artus WNV LC RT--PCR se skladuji pfi teploté -15 °C az
-30°C a maji trvanlivost do data uvedeného na Stitku. Zabrarite
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni (> 2 x), snizuje se tim senzitivita. Pfi
nepravidelném pouzivani by proto mély byt reagencie alikvotovany. V pfipadé,
Ze je nutné komponenty skladovat pfi teploté +4°C, skladujte je takto
maximalné po dobu péti hodin.
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3. DalSi potiebné vybaveni

e Laboratorni rukavice bez pudru

e Sada k izolaci RNA (viz 8.1 Izolace RNA)

* Pipety (nastavitelné)

*  Sterilni pipetovaci Spicky s filtrem

* Vortex mixer

* Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml reakéni zkumavky

e Color Compensation Set (sada pro barevnou kompenzaci, kat. ¢.
2 158 850) pro vytvoreni souboru Crosstalk Color Compensation

e Kapilary LightCycler (20 pl)

* Chladici blok LightCycler

*  P¥istroj LightCycler

*  Zaviraci nastroj LightCycler

4. VsSeobecna preventivni opatieni

Uzivatel by mél dbat na nasledujici:
e Pouzivejte sterilni pipetovaci $picky s filtrem.
* Pozitivni material (vzorky, kontroly a amplifikaty) skladujte, izolujte a
vkladejte do reakéni smési oddélené od vSech ostatnich reagencii.
* VS8echny komponenty pfed pocCatkem testu upIiné rozmrazte pfi
pokojové teploté.
* Nasledné komponenty fadné promichejte a kratce centrifuguijte.

*  Pracujte rychle na ledu nebo v chladicim bloku LightCycler.

5. Informace o plvodcich

Virus zapadonilské hore¢ky (WNV) patfi do Celedi Flaviviridae (rod Flavivirus).
Infikovani komafi obvykle pfenasi Stipnutim virus na divoké ptaky, ktefi jsou
primarnimi hostiteli. Virem WNV se v8ak mohou infikovat i koné a dalSi savci.
U 80 % v8ech infikovanych lidi probiha onemocnéni inaparentné. U starSich

osob, déti a imunosuprimovanych pacientd vSak muaze infekce WNV
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v ojedinélych pfipadech vést k encefalitidé & myokarditidé s moznymi

smrtelnymi nasledky.

6. Princip PCR s hodnocenim v redlném case

Pfi diagnostikovani pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) se
amplifikuji specifické oblasti genomu plvodce. Detekce amplifikatu probiha pfi
PCR v realném ¢ase pomoci fluorescencnich barviv. Barviva jsou zpravidla
vazana na oligonukleotidové sondy, které se specificky vazou na PCR
amplifikat. Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v realném cCase
umozniuje priikaz a kvantifikaci kumulujiciho se produktu, aniz by bylo nutné

po PCR znovu otevirat reakéni zkumavky (Mackay, 2004).

7. Popis produktu

Sada arfus WNV LC RT--PCR je systém k pfimému pouziti uréeny k detekci
RNA viru WNV pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) v pfistroji
LightCycler. WNV LC Master obsahuje reagencie a enzymy pro reverzni
transkripci a specifickou amplifikaci useku 72 bp genomu viru WNV a pro
pfimou detekci specifického amplikonu ve fluorimetrickém kanalu F1 pFistroje
LightCycler. Kromé toho obsahuje sada arfus WNV LC RT--PCR druhy
heterologni amplifikacni systém pro prukaz potencialni inhibice PCR. Tento
systém je detekovan jako Interni kontrola (IC) ve fluorimetrickém kanalu F3.
Limit detekce analytické WNV RT--PCR (viz 11.1 Analyticka senzitivita) pfitom
neni negativné ovlivnén. Spolu s produktem se dodavaji externi pozitivni
kontroly (WNV LC/TM QS 1-4), pomoci nichz Ize ur€it mnozstvi plvodce ve

vzorku. Prostudujte si prosim oddil 8.3 Kvantifikace.
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8. Protokol
8.1 lzolace RNA

Sady k izolaci RNA nabizeji rdzni vyrobci. V zavislosti na protokolu zvoleného
vyrobce pouzijte dané mnozstvi vzorku a provedte izolaci RNA podle navodu.

Doporu¢ujeme nasledujici izolani soupravu:

- Katalogové . Nosic¢ova
Vzorek Izolaéni souprava gislo Vyrobce RNA

sérum, QIAamp® Viral RNA
plazma, likvor Mini Kit (50)

52 904 QIAGEN obsaZen

e Uziti nosicové RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a tim
pro vytézek DNA/RNA. Aby bylo dosazeno vyssi stability nosiCové RNA
dodavané s minisoupravou QlAamp Viral RNA, doporu€ujeme nasledujici
postup, ktery se lisi od udajl v uzivatelské pfiru¢ce pro izolaéni soupravu:

a. Pred prvnim pouzitim izolaéni soupravy resuspendujte lyofilizovanou

nosi¢ovou RNA v 310 ul pufru AE nebo AVE (eluéni pufr, konecna
koncentrace 1 pg/ul, nepouzivejte lyzacni pufr). Vznikly roztok
nosicové RNA rozdélte na alikvoty podle potfeby a skladujte je pfi
teploté —20 °C. Alikvot nosi¢ové RNA opakované nerozmrazujte
(> 2x).

b. Pred zaCatkem kazdé izolace musi byt pfipravena Cerstva smés

lyzaéniho pufru a nosicové RNA (popf. i Interni kontroly, viz

8.2 Interni kontrola) podle nasledujiciho pipetovaciho schématu:

Pocet vzorkl 1 12

Pufr AVL 560 pl 6720 pl
Nosi¢ova RNA (1 pg/ul) 5,6 pl 67,2 pl
Celkovy objem 565,6 pl 6787,2 pl
Objem na izolaci 560 pl po 560 pl

c. Cerstvé pfipraveny lyzaéni pufr pouzijte ihned k izolaci. Skladovani
smési neni mozné!
* |zolace obsahuje promyvaci pufr s obsahem etanolu. Bezpodminecné se

ujistéte, aby byl pfed eluci proveden jesté jeden centrifugacni krok (tfi
]
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minuty, 13 000 ot/min) a tim se odstranily zbytky etanolu. Pfedejdete tak
moznym inhibicim PCR.
e Sada artus WNV LC RT--PCR neni vhodna pro izolaéni metody na

zakladé fenolu.

Dulezité: Interni kontrolu sady artus WNV LC RT--PCR Ize pouzit pfimo

béhem procesu izolace (viz 8.2 Interni kontrola).

8.2 Interni kontrola

Interni kontrola (WNV LC IC) je soucasti produktu. Uzivatel ma tak moznost
kontrolovat jak izolaci RNA, tak pfipadnou inhibici PCR (viz Obr. 1). Pro
tuto aplikaci pfidejte k izolaci Interni kontrolu v poméru 0,1 pl na 1 pl eluéniho
objemu. Jestlize pouzivate napfiklad minisoupravu QlAamp Viral RNA a
eluujete RNA v 60 pl pufru AVE, pfidejte na zacatku 6 pl Interni kontroly.
Jestlize eluujete napfiklad v 50 pl, vloZte odpovidajicich 5 pl. MnoZstvi
vkladané Interni kontroly zavisi pouze na elu¢nim objemu. Dbejte na to, aby
byla Interni kontrola pfidana ke smési lyzaéniho pufru a vzorku. DalSi
moznosti je pfidat Interni kontrolu pfimo do lyzaéniho pufru. Spole¢né
s Interni kontrolou mizete do lyzaéniho pufru vlozit také nosi¢ovou RNA (viz
8.1 Izolace RNA). Upozorfiujeme vSak, Zze smés Interni kontroly / nosiCové
RNA a lyzaéniho pufru je nutné pfipravit vzdy &erstvou a ihned pouzit
(skladovani smési pfi pokojové teploté nebo v lednici muze jiz po nékolika
hodinach vést k vynechani Interni kontroly a ke snizeni efektivity izolace).

Interni kontrolu nepipetujte pfimo do vzorku!

Volitelné Ize Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice
PCR (viz Obr. 2). V tomto pfipadé pfidejte 0,5 ul Interni kontroly na jednu
testovaci smés pfimo do 15 ul WNV LC Master. Pro kazdou PCR reakci
pouzijte 15 pl takto vytvofeného Master Mixu” a pfidejte nasledné 5 pl izolatu.

Jestlize pfipravujete jeden béh PCR pro vice vzork(, zvySte potfebna

: ZvySeni objemu podminéné pfidanim Interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce

opominuto. Senzitivita detekéniho sxstému neni omezena.
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mnozstvi WNV LC Master a Interni kontroly podle poctu vzorkl(l (viz
8.4 Priprava PCR).

8.3 Kvantifikace

S Kvantifikacnimi  standardy (WNV LC/TM QS 1-4) dodavanymi spolu
s produktem se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve
stejném objemu (5 pl). Chcete-li vytvofit v pfistroji LightCycler standardni
kfivku, pouzijte vSechny &tyfi Kvantifikacni standardy a definujte je na Sample
Loading Screen (Obrazovka vloZzeni vzorkll) jako standardy vcetné
odpovidajicich koncentraci (viz pfiru¢ka pro obsluhu pfistroje LightCycler
(LightCycler Operator’'s Manual), verze 3.5, kapitola B, 2.4. Sample Data
Entry (Zadani udaju o vzorcich)). Takto vytvofenou standardni kfivku lze
pouzit také pro nasledné reakce, pokud je béhem aktualniho béhu uplatnén
alespon jeden standard s jednou definovanou koncentraci. K tomu je nutné
dfive vytvofenou standardni kfivku importovat (viz pfirucka pro obsluhu
pfistroje LightCycler, verze 3.5, kapitola B, 4.2.5. Quantitation with an External
Standard Curve (Kvantifikace pomoci externi standardni kfivky)). Tato
kvantifikaéni metoda vSak mGze vést k odchylkdm ve vysledcich z divodu

variability u riznych béhi PCR.

Upozornéni: Kvantifikacni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro
prepocet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se

pouziva nasledujici vzorec:

vysledek (kopie/pul) x eluéni objem (ul)

Vysledek (kopie/ml) =
objem vzorku (ml)

Prosim povsimnéte si, ze se do vySe uvedeného vzorce dosazuje zasadné
puvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit, byl-li objem vzorku pfed izolaci
nukleovych kyselin pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho

zvySeni doplnénim na objem pozadovany pro izolaci).

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

k dispozici pfiru¢ka pro kvantitativni analyzu systému artus na pfistroji
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LightCycler (Technical Note for quantitation on the LightCycler

Instrument).

8.4 Priiprava PCR

Ovérte, ze jak Chladici blok, tak kapilarni adaptéry (pfisluSenstvi pfistroje
LightCycler) jsou pfedem ochlazeny na +4 °C. Do adaptéri Chladiciho bloku
vlozte pozadovany pocet kapilar LightCycler. Dbejte na to, aby byl do kazdého
béhu PCR zahrnut alespor jeden Kvantifikaéni standard a jedna negativni
kontrola (voda v kvalit¢ vhodné pro PCR (Water, PCR grade)). Standardni
kfivku vytvofite u kazdého béhu PCR pomoci vSech Kvantifikacnich standardi
(WNV LC/TM QS 1-4) dodavanych spolu s produktem. VSechny reagencie se
musi pfed zaCatkem testu zcela rozmrazit pfi pokojové teploté, musi byt dobfe
promichany (opakovany nabér pipetou a vypusténi pipety nebo nékolikeré

prevraceni zkumavky) a nasledné kratce centrifugovany.

Chcete-li Interni kontrolu pouzit jak ke kontrole izolace RNA, tak pfipadné
inhibice PCR, je tfeba ji pfedem pfidat kizolaci (viz 8.2 Interni kontrola).
Vtomto pfipadé pouzivejte nasledujici schéma pipetovani (viz také
schématicky pfehled na Obr. 1):

Poéet vzorkil 1 12 |
1. Piiprava WNV LC Master 15 pl 180 pl
Master Mixu WNV LC IC 0l 0 ul
celkovy objem 15 pl 180 pl
2. Priprava PCR Master Mix 15 pl po 15 pl
el vzorek 5pl po 5 ul
celkovy objem 20 pl po 20 pl

Chcete-li Interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole inhibice PCR, je tfeba
ji pfidat pfimo do smeési WNV LC Master. V tomto pfipadé pouzivejte

nasledujici schéma pipetovani (viz také schématicky pfehled na Obr. 2):
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Pocet vzork 1 12 |

- WNV LC Master 15 pl 180 pl

1. Priprava
Master Mixu WNVLCIC 0,5 pl 6 ul
celkovy objem 15,5 pl 186 pl
2. Priprava PCR Master Mix 15 pl po 15 pl
e vzorek 5l po 5 ul
celkovy objem 20 pl po 20 pl

Do plastového zasobniku kazdé kapilary preneste pipetou 15 pl smési
Master Mix. Nasledné pfidejte 5 pl eluatu zizolace RNA. Obdobné musite
pfidat 5 pl alespon jednoho Kvantifikacniho standardu (WNV LC/TM QS 1-4)
jako pozitivni kontrolu a jako negativni kontrolu 5 pl vody v kvalité vhodné pro
PCR (Water, PCR grade). Kapilary uzavfete. Pro pfenos smési z plastového
zasobniku do kapilary pouzijte stolni centrifugu. Adaptéry obsahujici kapilary

centrifugujte po dobu deseti sekund pfi maximalné 400 x g (2 000 ot/min).

ZvySeni objemu podminéné pfidanim Interni kontroly je pfi pfipravé PCR reakce
opominuto. Senzitivita detekéniho sxstému neni omezena.
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Pridani Interni kontroly k izolaci

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

*PFi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmine¢né dbat

na to, aby byly pouZivané roztoky dokonale roztaté, fadné
promichané a kratce centrifugované.
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Pridani Interni kontroly k artus Master

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

*Pfi kazdém pipetovacim kroku je tfeba bezpodmine¢né dbat
na to, aby byly pouzivané roztoky dokonale roztaté, fadné
promichané a kratce centrifugované.
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8.5 Naprogramovani pristroje LightCycler

Pro detekci RNA viru WNV vytvoite na pfistroji LightCycler teplotni profil na

zakladé nasledujicich ¢tyf krokud (viz Obr. 3-6).

A. Reverzni transkripce RNA Obr. 3
B. Pocateéni aktivace enzymu pro Hot Start Obr. 4
C. Amplifikace cDNA Obr. 5
D. Chlazeni Obr. 6

Zvlastni pozornost vénujte nastaveni Analysis Mode (Rezim analyzy),
Cycle Program Data (Programové Udaje cyklu) a Temperature Targets
(Teplotni cile). Na obrazcich jsou tato nastaveni zvyraznéna c&ernymi
ramecky. Dalsi informace o programovani LightCycler najdete v pfiru¢ce pro

obsluhu tohoto pfistroje (LightCycler Operator’s Manual).

1 Cycle Program Data Analvsis Mode E LS 2
— — Quantification -
crees| 1
——

Temperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|—Acquisiti on Mode

Obr. 3: Reverzni transkripce RNA.

|
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Cycle Program Data

ez
Oyckes|[_1[3 Melting Curves

Temperature Targets
Target Temperature
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
’7 |'Step Size ('C)

Step Delay (cycles)
|—Acqms ition Mode

Obr. 4: Pogatecni aktivace enzymu pro Hot Start.

Cycle Program Data
1= s sl

emperature [argets

Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

(

Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
,—Aoqwsmun Mode

Obr. 5: Amplifikace cDNA.
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Obr. 6: Chlazeni.

Pfirucka pro sadu artus WNV LC RT-PCR  12/2014 17



9. Vyhodnoceni

U vicebarevnych analyz se mezi fluorimetrickymi kanaly vyskytuji interference.
Software  pfistroje  LightCycler obsahuje soubor snazvem Color
Compensation File, ktery tyto interference kompenzuje. Soubor oteviete pred
reakci PCR, v jejim prubéhu i po ni aktivaci tlacitka Choose CCC File (Vybrat
soubor CCC) nebo Select CC Data (Vybrat data CC). Neni-li nainstalovan
zadny soubor Color Compensation File, vytvofte ho podle navodu v pfirucce
pro obsluhu pfistroje LightCycler. Po aktivaci souboru Color Compensation
File se ve fluorimetrickych kanalech F1, F2 a F3 objevi oddélené signaly.
Chcete-li analyzovat vysledky PCR, které byly ziskany pomoci sady
artus WNV LC RT-PCR, zvolte tento zplisob zobrazeni fluorescence: F1 pro
analytickou RT-PCR viru WNV a F3/Back-F1’ pro RT-PCR Interni kontroly. PFi
analyze kvantitativnich béh( se drzte pokynt uvedenych v kapitole
8.3 Kvantifikace a v dokumentu Technical Note for quantitation on the
LightCycler Instrument, ktery je k dispozici na strankach

www.giagen.com/Products/ByL abFocus/MDX.

Muize dojit k nasledujicim vysledkim:
1. Ve fluorimetrickém kanalu F1 je detekovan signal.

Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje WNV RNA.

V tomto pfFipadé je detekce signalu v kandlu F3/Back-F1 podruznd, protoZze vysoké
vychozi koncentrace RNA viru WNV (pozitivni signal v kanalu -F1) mohou vést
k redukovanému az chybéjicimu fluorescenénimu signalu Interni kontroly v kanalu
F3/Back-F1 (kompetice).

2. Ve fluorimetrickém kanalu F1 neni detekovan zadny signal. Souc¢asné se
v kanalu F3/Back-F1 objevuje signal Interni kontroly.
Ve vzorku neni prokazatelna zadna WNV RNA. Lze jej proto

povazovat za negativni.

Pokud pouzivate star$i verze softwaru (verzi 3.3 a star$i), zplUsob zobrazeni
F3/Back-F1 neni k dispozici. V takovém pfipadé zvolte F3/F1.
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Pfi negativni RT-PCR na virus WNV vyluCuje detekovany signal Interni kontroly
moznost inhibice PCR.

3. Vkanalu F1 ani F3/Back-F1 neni detekovan zadny signal.
Neni mozné uginit diagnosticky zaver.
Pokyny tykajici se zdrojti chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole 10. Reseni

problému.

Priklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrazcich Obr.
7 a Obr. 8.
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Obr. 7: Prukaz Kvantifikacnich standardu (WNV LC/TM QS 1-4) ve
fluorimetrickém kanalu F1. NTC: beztemplatova kontrola
(negativni kontrola).

Eons-
oo

Obr. 8: Priukaz Interni kontroly (IC) ve fluorimetrickém kanalu
F3/Back-F1  pfi soucasné amplifikaci Kvantifikacnich
standardi  (WNV LC/TM QS 1-4). NTC: beztemplatova
kontrola (negativni kontrola).

|
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10. Reseni problémi

Zadny signal u pozitivnich kontrol (WNVLC/TM QS 1-4) ve
fluorimetrickém kanalu F1:
¢ Fluorimetricky kanal zvoleny pro analyzu dat PCR neodpovida protokolu.
- Kanalyze dat zvolte pro analytickou WNV RT--PCR fluorimetricky
kanal F1 a pro PCR Interni kontroly fluorimetricky kanal F3/Back--F1.
* Chybné naprogramovani teplotniho profilu pfistroje LightCycler.
- Porovnejte teplotni profil s Udaji v protokolu (viz 8.5 Programovani
pristroje LightCycler).
* PCR reakce byla chybné sestavena.
- Porovnejte svlj pracovni postup s pipetovacim schématem (viz
8.4 Priprava PCR), pfipadné PCR zopakuijte.
¢ Podminky uchovéavani jednoho nebo vice komponentl sady neodpovidaji
pokynim uvedenym v 2. Skladovani nebo je sada artus WNV LC RT--
PCR prosla.
= Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signal Interni kontroly ve fluorimetrickém
kanalu -F3/Back--F1 pfi sou¢asné nepritomnosti signalu v kanalu F1:
¢ Podminky PCR neodpovidaji protokolu.

= Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a popf. PCR zopakujte s

opravenym nastavenim.
* PCR byla inhibovana.

- Ujistéte se, ze pouzivate nami doporuceny postup izolace (viz
8.1 Izolace RNA) a drzte se presné predpisu vyrobce.

- PresvédCte se, ze byla pfi izolaci RNA pred eluci provedena
doporu¢ena dodate¢na centrifugace, aby byly odstranény veskeré
zbytky etanolu (viz 8.1 Izolace RNA).

* Béhem izolace dochazi k ubytku RNA.
- Byla-li kizolaci pfidana Interni kontrola, mize nepfitomnost signalu

Interni kontroly znamenat Ubytek RNA b&hem izolace. Ujistéte se, ze

|
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pouzivate nami doporuceny postup izolace (viz 8.1 Izolace RNA) a
drzte se pfesné predpisu vyrobce.
¢ Podminky uchovéavani jednoho nebo vice komponentl sady neodpovidaji
pokynim uvedenym v 2. Skladovani nebo je sada artus WNV LC RT--
PCR prosla.
= Prosim zkontrolujte jak podminky skladovani, tak i dobu pouzitelnosti

reagencii (viz Stitek soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.

Signaly u negativnich kontrol ve fluorimetrickém kanalu F1 analytické
PCR.
* Béhem pfipravy PCR doslo ke kontaminaci.
- Zopakujte PCR v replikatech s novymi reagenciemi.
- Uzaviete jednotlivé PCR zkumavky pokud mozno ihned po vlozeni
zkoumaného vzorku.
= Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako posledni.
- Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné
dekontaminovany.
* Béhem izolace dochéazi ke kontaminaci.
- Zopakujte izolaci a PCR zkoumanych vzorkd za uZiti novych
reagencii.
- Ujistéte se, ze jsou pracovni plochy a pfistroje pravidelné

dekontaminovany.

Pokud se vyskytnou dalSi otazky nebo problémy, kontaktujte prosim nasi

technickou podporu.
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11. Specifikace

11.1 Analyticka senzitivita

Pro zjisténi analytické senzitivity sady artus WNV LC RT--PCR byla vytvofena
fada fedéni od 40 do nominalné 0,01265 kopie in vitro transkribované RNA na
mikrolitr amplikonu WNV. Ta byla nasledné& analyzovana pomoci sady
artus WNV LC RT--PCR. Testovani probihalo ve tfech rdznych dnech v osmi
replikatech. Vysledky byly zjiStény probitovou analyzou. Grafické znazornéni
probitové analyzy naleznete na Obr. 9. Limit detekce sady artus WNV LC RT--
PCR je 2,4 kopie/ul (p = 0,05). To znamena, Ze jsou s 95 % pravdépodobnosti
detekovany 2,4 kopie/pl.

Probitova analyza: Virus zapadonilské horec¢ky (LightCycler)

100
0504 Fa

k|
A | 0.38047 2 2.4 coplesil (95%)

og|

Joso

Froportions

3 2 4 0 1 2 3

log (dose)

Obr. 9:  Analyticka senzitivita sady artus WNV LC RT--PCR.
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11.2 Specificita

Specificita sady artus WNV LC RT--PCR je v prvni fadé zaru€ena vybérem
primer(l a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy
byly na zékladé sekvenéni analyzy prezkousSeny na eventualni homologie se
v8emi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Sladéni databaze

timto zajistilo detekovatelnost vSech relevantnich kmend WNV.

Dodate¢né byl testovan vliv genomické DNA na detekci vzorkd pozitivnich na
WNYV. Ukazalo se, Ze velké mnozstvi genomické DNA v béhu PCR muze
reakci PCR inhibovat. Proto by méla byt sada artus WNV LC RT--PCR

pouzivana pouze se vzorky s nizkym poctem bunék.

Specificita byla navic validovana pomoci 30 riznych WNV negativnich vzork
plazmy a likvoru, které spolu s WNV specifickymi primery a sondami

obsazenymi ve smési WNV LC Master negenerovaly zadny signal.

KurCeni specificity sady artus WNV LC RT--PCR byla kontrolni skupina
uvedend v nasledujici tabulce (viz Tabulka 1) testovana na kfizovou reaktivitu.

Zadny z testovanych plivodct nebyl reaktivni.
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Tabulka 1: Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci potencialné kfizové
reaktivnich ptvodcu.

Interni kontrola
(F3/Back-F1)

Kontrolni skupina

Virus encefalitidy St. Louis - +
Virus japonské encefalitidy - +
Virus Zluté horecky - +
Virus dengue typ 1 - +
Virus dengue typ 2 - +
Virus dengue typ 3 - +
Virus dengue typ 4 - +
Virus leukoencefalitidy Montana myotis - +
Virus Modoc - +
Lidsky herpesvirus 1 (Herpes simplex virus 1) - +
Lidsky herpesvirus 2 (Herpes simplex virus 2) - +
Lidsky herpesvirus 3 (Varicella zoster virus) - +
Lidsky herpesvirus 5 (cytomegalovirus) - +
Virus lidské imunodeficience - +
Enterovirus 71 - +
Virus Coxsackie A7 - +
Virus Coxsackie A24 - +
Virus Coxsackie B3 - +
Echovirus 30 - +
Virus hepatitidy A - +
Virus hepatitidy B - +
Virus hepatitidy C - +
Mycobacterium tuberculosis - +
Plasmodium falciparum - +
Listeria welshmerii - +
Listeria ivanovii - +
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11.3 Piresnost

Udaje o presnosti pro sadu artus WNV LC RT--PCR umozZfiuji stanovit
celkovou variabilitu testovaciho systému. Tato celkova variabilita se sklada
z intraassay variability (variabilita vysledkd vzork( stejné koncentrace
vramci jednoho pokusu), zinterassay variability (variabilita vysledkd
rozboru generovanych na rliznych pfistrojich stejného typu a provedenych
riznymi osobami v jedné laboratofi) a z interbatch variability (variabilita
vysledkll rozboru za uziti riznych S$arzi). Pfitom byla vzdy vypocitana
standardni odchylka, variance a koeficient variace jak pro specifickou PCR

puvodce, tak i pro PCR Interni kontroly.

Udaje o presnosti byly pro sadu artus WNV LC RT--PCR stanoveny na
Experimenty byly provedeny formou osminasobnych uréeni. Udaje o pfesnosti
byly vypocitany na zakladé hodnot Ct amplifikacnich kfivek (Ct: prahovy
cyklus (threshold cycle), viz Tabulka 2). Pomoci odpovidajicich Ct hodnot byly
navic uréeny uUdaje o prfesnosti pro kvantitativni vysledky v kopiich/pl (viz
Tabulka 3). Na zakladé téchto vysledkd ¢&ini celkovy statisticky rozptyl
libovolného vzorku uvedené koncentrace 0,79 % (Ct) a 10,12 % (konc.) pro
prikaz Interni kontroly 4,28 % (Ct). Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu
vSech diléich hodnot zjiSténych variabilit.

|
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Tabulka 2: Udaje o presnosti na zakladé Ct hodnot.

Smérodatna Variance Koeficient
odchylka variace [%]

Variabilita v ramci jednoho pokusu:
WNV LC/TM QS 4 0.07 0,01 0,22
Varlatilllta v ramci jednoho pokusu: 014 0,02 0.46
Interni kontrola
Variabilita mezi rdznymi pokusy:
0,30 0,09 0,91

WNV LC/TM QS 4 3 ’ ’
Variabili i rdznymi pokusy:

anab’| ita mezi riznymi pokusy. 0,32 0.10 1,09
Interni kontrola
Variabilita mezi rdznymi S$arzemi:
WNV LC/TM QS 4 013 0,02 0,40
Varlab’|l|ta mezi riznymi Sarzemi: 128 163 4,62
Interni kontrola
Celkova variabilita:
WNV LC/TM QS 4 0.26 0.07 0.79
Celk0\l/a variabilita: 123 151 4,28
Interni kontrola

Tabulka 3: Udaje o presnosti na zakladé kvantitativnich hodnot (v kopiich/ul).

Smérodatna Variance Ko_eficient

odchylka variace [%)]
\xl\r;\zijlhct:jT\I/\;aéJn;cLJednoho pokusu: 216 465 538
\xgabzg;”&eg S"f"ymi pokusy: 5,63 31,73 13,95
\xll'li‘a/tzilict;r:”ecz)isnlznymi Sarzemi: 2,53 6.40 6.31
a/el\'lk“/)fc\/'?;aggtz: 4,07 16,56 10,12
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11.4 Robustnost

PrezkousSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové c¢etnosti chyb sady
artus WNV LC RT--PCR. 30 WNV negativnich vzork( plazmy a likvoru bylo
smiseno se 7,2 kopie/ul eluéniho objemu RNA pIné délky viru zapadonilské
horecky (pfiblizné trojnasobna koncentrace analytické hranice senzitivity). Po
izolaci pomoci minisoupravy QlAamp Viral RNA (viz 8.1 Izolace RNA) byly
tyto vzorky analyzovany s vyuZitim sady artus WNV LC RT--PCR. Cetnost
chyb pro WNV ¢inila u v8ech vzorkd 0 %. Robustnost Interni kontroly byla
dodate¢né posouzena na zakladé izolace a analyzy 30 WNV negativnich
vzorkd plazmy a likvoru. Celkova Eetnost chyb ¢inila 0 %. Inhibice nebyly
pozorovany. Robustnost sady artus WNV LC RT--PCR ¢ini tedy > 99 %.

11.5 Reprodukovatelnost

Pro prikaz RNA viru zapadonilské horecky pomoci PCR v redlném case
nejsou dosud k dispozici 2adné mezilaboratorni srovnavaci testy. Udaje o
reprodukovatelnosti budou ziskavany z externich valida¢nich a tzv. beta-side
studii a rovnéz z diagnostickych studii na zakladé srovnani s jinymi produkty

(viz 11.6 Diagnostické hodnoceni).

11.6 Diagnostické hodnoceni

Sada artus WNV LC RT--PCR je v soucasné dobé hodnocena v nékolika

studiich.

12. Zvlastni pokyny pro pouziti produktu

* V38echny 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 vysledkd PCR.

* Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych  komponent. NepouZivejte reagencie s proSlou

trvanlivosti.
]
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* V ojedinélych pfipadech mohou mutace ve vysoce konzervovanych
oblastech virového genomu, které jsou pokryty primery a/nebo
sondami soupravy, vést k nedostate¢né kvantifikaci nebo k selhani
detekce pfitomnosti viru. Validita a Gc€innost testu jsou pravidelné

kontrolovany.

13. Bezpeénostni informace

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

www.qgiagen.com/safety, kde muzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro

kazdou sadu QIAGEN® a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzork(l a rozbor( likvidujte podle mistnich bezpe¢nostnich predpist.

14. Rizeni jakosti

V souladu se systémem komplexniho managementu jakosti spoleCnosti
QIAGEN byla kazda Sarze sady artus WNV LC RT-PCR testovana podle

pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaru€ena jednotna kvalita produktu.
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16. Vysvétleni symbolu

2 Pouzijte do

LOT

Cislo 8arze

Vyrobce

REF

Katalogové ¢islo

A Cislo materialu

Prirucka

Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro
diagnostiku

Dily
Obsahuje
Pocet

Globalni ¢islo obchodni polozky GTIN

{E[Ee =

v

Obsahuje reagencie dostacujici pro <N> testl

o

Teplotni rozmezi
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[:Ii:-l Dal$i informace viz navod k pouziti
Qs Kvantifikacni standard

I c Interni kontrola
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artus WNV LC RT-PCR Kit

Ochranné znamky a odmitnuti odpovédnosti
QIAGEN®, QlAamp®, artus® (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Diagnostics).

Koupé tohoto produktu opraviiuje 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.

KOUPE TOHOTO PRODUKTU ZARUCUJE KUPUJICIMU PRAVO POUZIVAT JEJ VYHRADNE
K POSKYTOVANi SLUZEB PRO HUMANNi A VETERINARNi DIAGNOSTIKU V SOULADU
S JEDNIM, PRIPADNE NEKOLIKA PATENTY C.6,174,670, 7,160,998, 6,569,627 A 6,245,514
PLATNYMI V USA A JEJICH ZAHRANICNIMI EKVIVALENTY. TIMTO SE NEUDELUJE ZADNY JINY
OBECNY PATENT NEBO LICENCE JINEHO DRUHU NEZ TOTO SPECIFICKE PRAVO
K POUZIVANi VYPLYVAJICi Z NAKUPU.

Omezena licenéni smlouva

Pouziti tohoto vyrobku znamena, Ze jakykoliv kupujici €i uzivatel sady artus WNV LC RT-
PCR souhlasi s nasledujicimi podminkami:

1. Sada artus WNV LC RT-PCR mUze byt pouZita vyluéné v souladu s Pfiruckou pro sadu
artus WNV LC RT-PCR a smi se pouzivat pouze s komponenty obsaZzenymi v sadé.
Spole€nost QIAGEN neposkytuje zadnou licenci v rdmci kteréhokoliv svého
dusevniho vlastnictvi k pouziti nebo k zac¢lenéni pfilozenych komponent sady
s komponentami, které nejsou v této sadé zahrnuty, s vyjimkou pfipadt uvedenych
v Priruéce pro sadu artus WNV LC RT-PCR a v dodatecnych protokolech
dostupnych na www.qiagen.com.

2. Mimo vyslovné uvedenou licenci QIAGEN neposkytuje zadnou zaruku, Ze tato souprava a/nebo jeji
pouziti neporusuje prava tretich stran.

3. Tato sada a jeji dily jsou licencovany k jednorazovému pouziti a nesmi se pouzivat opakované,
prepracovavat ani opakované prodavat.

4.  QIAGEN specificky odmita jakékoliv dalSi vyslovné nebo nepfimé licence s vyjimkou téch, které
jsou uvedeny vyslovné.

5. 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 zékazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a vyzadovat
uhradu vSech vySetifovacich a soudnich poplatkl, vé. poplatkl za advokata, v rdmci jakéhokoliv
postupu k prosazeni tohoto Omezeného licenéniho ujednani nebo jakychkoliv jinych prav
dusevniho vlastnictvi vztahujicich se na tuto soupravu a/nebo jeji komponenty.

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

QIAamp Viral RNA Mini Kit
Aktudlni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v pfiruéce
pro sadu QIAGEN nebo pfiruce uzivatele. PFirucky a uzivatelské navody sady QIAGEN jsou k
dispozici na strankach www.giagen.com, nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb QIAGEN nebo
svého lokalniho distributora.

© 2007-2014 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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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
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Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368
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