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Technologie badan i analizy firmy QIAGEN

QIAGEN jest wiodgcym dostawcg innowacyjnych technologii oczyszczania
probek i ich analizy, umozliwiajgc izolacje i wykrywanie zawartosci dowolnej
probki biologicznej. Nasze zaawansowane, wysokiej jakosci produkty i ustugi
zapewniajg sukces na kazdym etapie - od chwili pobrania probki do uzyskania
wyniku.

QIAGEN wyznacza standardy w zakresie:

¢ Oczyszczania DNA, RNA i biatek

¢ Analizy kwasow nukleinowych i biatek

€ Badan nad mikroRNA oraz RNAI

¢ Automatyzacji technologii obrobki probek i ich analizy

Naszg misjg jest umozliwienie Panstwu osiggniecia znakomitych i
przetomowych osiggnie¢ w prowadzonych badaniach. Wiecej informaciji
mozna znalez¢ na stronie www.giagen.com.
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Zawartos¢ zestawu

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit (24) (96)
Nr katalogowy 4513263 4513265
Liczba reakcji 24 96
Niebieski  HI Virus-1 RG Master A 2 X 12. 8 x 12.
reakcji reakcji
Fioletowy HI Virus-1 RG Master B 2 12. e 12.
reakcji reakcji

Czerwony HI Virus-1 RG QS1* (1x 10*1u/ul) @S 200 ul 200 pl
Czerwony HI Virus-1 RG QS 2* (1x 103 1U/ul) Q@S 200pl 200 pl
Czerwony HI Virus-1 RG QS 3* (1x 102 1U/ul) @§ 200pul 200 pl
Czerwony HI Virus-1 RG QS 4* (1x 10* IU/ul) Q@$ 200 pl 200 pl
Zielony HI Virus-1 RG ICT Ic 1000 pul 2 x 1000 pl
Biaty Woda (o jakosci do PCR) 1000 pI 1000 pl

Instrukcja obstugi 1 1

* Wzorzec oznaczen ilosciowych.
T Kontrola wewnetrzna.

Symbole
¥/ Zawiera odczynniki w ilosci wystarczajgcej do wykonania
\/ <N> <N> testow
E Nalezy zuzy¢ przed
E Wyréb medyczny przeznaczony do diagnostyki in vitro
REF Nr katalogowy
E Nr serii
Nr materiatu
COMP Sktadniki
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Wazna informacja

Przechowywanie

Sktadniki zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit powinny by¢
przechowywane w temp. od —30°C do —15°C i zachowujg stabilnos¢ do
terminu waznos$ci podanego na etykiecie. Nalezy unikac¢ wielokrotnego
rozmrazania i zamrazania (wiecej niz 2 razy), poniewaz moze to wptyng¢ na
zmniejszenie czutosci testu. Jesli odczynniki bedg stosowane w sposob
nieciggty, powinny one by¢ zamrozone w mniejszych porcjach.
Przechowywanie w temperaturze 2-8°C nie powinno trwac dtuzej niz 5 godzin.

Przeznaczenie zestawu

Zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit jest testem in vitro opartym na
amplifikacji kwasow nukleinowych w celu oznaczania ilosciowego RNA
ludzkiego wirusa uposledzenia odpornosci typu 1 (HIV-1) w ludzkim osoczu.
Zestaw ten wykorzystuje reakcje tancuchowg polimerazy poprzedzong reakcjg
odwrotnej transkrypcji (RT-PCR) i jest przeznaczony do uzywania z aparatami
Rotor-Gene Q. Test moze oznaczac ilosciowo HIV-1 RNA w zakresie

120 — 1 x 108 HIV-1 IU/ml. W tym tescie zwalidowano prébki osocza
zawierajgce podtypy A-H Grupy M.

@ Zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR nie moze by¢ uzywany w
aparatach Rotor-Gene Q 2plex.

Zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit jest przeznaczony do stosowania w
potgczeniu z obrazem klinicznym i innymi markerami laboratoryjnymi
stuzgcymi do diagnozowania choroby. Jest tez przeznaczony do stosowania
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jako pomoc w ocenie odpowiedzi wirusowej na leczenie przeciwretrowirusowe
mierzone zmianami poziomoéw RNA HIV-1 w osoczu pobranym na EDTA.
Zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR nie jest przeznaczony do stosowania
jako test przesiewowy w kierunku HIV-1 lub jako test diagnostyczny w celu
potwierdzenia obecnosci zakazenia HIV-1.

Ograniczenia w stosowaniu produktu
Wszystkie odczynniki sg przeznaczone wytgcznie do diagnostyki in vitro.

Z tego produktu moze korzystac jedynie wykwalifikowany personel
odpowiednio przeszkolony w zakresie procedur diagnostycznych in vitro.

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

Nalezy zwracac¢ uwage na daty przydatnosci wydrukowane na pudetku i
etykietach wszystkich elementéw zestawu. Nie uzywac przeterminowanych
odczynnikow.

Cho¢ wystepujg rzadko, mutacje w obrebie wysoce konserwatywnych rejonow
genomu wirusowego, do ktorych przytgczajg sie startery i/lub sondy zestawu,
mogg w takich przypadkach by¢ przyczyng niedoszacowania lub niewykrycia
obecnosci wirusa. Nalezy regularnie weryfikowac walidacje i dziatanie testu.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Podczas pracy z chemikaliami nalezy nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny,
jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Aby uzyskac¢ wiecej informacii,
prosze zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS). Sg one
dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF na stronie
www.giagen.com/safety, gdzie mozna znalez¢, obejrze¢ i wydrukowac karty
charakterystyki dla kazdego zestawu i poszczegdlnych sktadnikéw zestawow
QIAGEN.

Usun prébke i odpady z testu zgodnie z lokalnymi przepisami bezpieczenstwa.

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzgdzania jakoscig
firmy QIAGEN, kazda seria zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR jest
testowana pod katem ustalonych specyfikacji w celu zapewnienia spéjnej
jakosci produktu.
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Wprowadzenie

Zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR jest gotowym do uzycia systemem do
wykrywania HIV-1 RNA przy uzyciu reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) na
aparatach Rotor-Gene Q. Mastermiksy HI Virus-1 RG Master A i B zawierajg
odczynniki i enzymy do odwrotnej transkrypcji i specyficznej amplifikacji regionu o
wielkosci 93 pz genomu HIV-1 oraz do bezposredniej detekcji okreslonego
amplikonu w kanale fluorescencyjnym zielonym (Cycling Green) termocykleréw
Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene 6000 albo w kanale
fluorescencyjnym A.FAM™ (zrodto 470 nm, detektor 510 nm) termocyklera Rotor-
Gene 3000.

Dodatkowo zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR zawiera drugi, heterologiczny
system amplifikaciji, stuzgcy do detekcji potencjalnej inhibicji reakcji PCR. Wykrywa
sie jg jako kontrole wewnetrzng (IC) w pomaranczowym kanale fluorescencyjnym
(Cycling Orange ) aparatu Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene 6000,
albo w kanale A.ROX™ (zrodto 585 nm, detektor 610 nm) aparatu Rotor-Gene 3000.

Limit detekcji analitycznego RT-PCR dla HIV-1 (sprawdz “Czuto$¢ analityczna”,
str. Fehler! Textmarke nicht definiert.) nie ulega obnizeniu. Zewnetrzne kontrole
dodatnie (HI Virus-1 RG QS 1-4), ktére umozliwiajg okres$lenie ilosci wirusowego
RNA, sg dostarczone w zestawie. Wiecej informacji mozna znalez¢ w rozdziale

“Oznaczanie ilosciowe”, “Quantitation”, na str. Fehler! Textmarke nicht definiert..

Zasada metody

Wykrywanie patogenu za pomoca tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) opiera sie
na amplifikacji specyficznych regionéw jego genomu. W metodzie amplifikacji w
czasie rzeczywistym namnozony produkt wykrywa sie dzieki barwnikom
fluorescencyjnym. Sg one zazwyczaj przytgczone do sond oligonukleotydowych
wigzacych sie swoiscie z namnozonym produktem. Monitorowanie natezenia
fluorescenciji podczas przebiegu reakcji PCR (a wiec w czasie rzeczywistym)
pozwala na wykrycie i oznaczenie ilosciowe gromadzgcego sie produktu bez
potrzeby otwierania probéwek po zakonczeniu cyklu PCR.*

Informacja o patogenie

Ludzki wirus uposledzenia odpornosci (HIV) to retrowirus, ktory wywotuje zespot
nabytego niedoboru odpornosci (AIDS). Istniejg dwa typy HIV odpowiedzialne za
infekcje ludzkie: HIV-1 i HIV-2, ktore roznig sie zjadliwoscig i rozpowszechnieniem.
Wiekszosc¢ zgtoszonych przypadkow AIDS na swiecie przypisano wirusowi HIV-1.
Zakazenie HIV nastepuje poprzez przeniesienie zakazonej krwi, ptynéw
pochwowych, mleka matki i innych ptynow ustrojowych. W obrebie tych ptynéw
ustrojowych HIV wystepuje zaréwno jako czgsteczki wolnego wirusa, jak i wirusa w
zakazonych komérkach odpornosciowych. Trzy gtéwne drogi przenoszenia to
stosunek seksualny bez zabezpieczenia, skazone igty i przeniesienie z zakazonej
matki na dziecko w czasie porodu lub poprzez mleko matki.

* Mackay, .M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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HIV zakaza gtownie komorki ludzkiego uktadu odpornosciowego, takie jak
limfocyty T pomocnicze (w szczegolnosci CD4 +). Infekcja HIV prowadzi do
niskiego poziomu limfocytow T CD4"). Kiedy liczba limfocytéw T CD4* spada
ponizej krytycznego poziomu, odpornos¢ komoérkowa jest stracona, a
organizm staje sie coraz bardziej podatny na infekcje oportunistyczne.

Objawy AIDS wystepujg w zaawansowanym stadium zakazenia HIV, gdy
ostabiony uktad immunologiczny nie jest w stanie zwalczy¢ infekcji
oportunistycznych. Na tym etapie osoba zarazona coraz bardziej rozwija
objawy wywotane takimi infekcjami. Do najczestszych zakazen nalezg
przewlekta biegunka cryptosporida, indukowane cytomegalowirusem
zakazenie oka, pneumocystis pneumonia, toksoplazmoza i gruzlica, a takze
infekcje wywotane przez bakterie z kompleksu Mycobacterium avium. Ponadto
czesto obserwuje sie rozwdj roznych typdw raka, takich jak inwazyjny rak
szyjki macicy, miesak Kaposiego lub chioniak. Obecnie nie ma lekarstwa na
AIDS i uwaza sig, ze wiekszos¢ oséb zarazonych wirusem HIV umrze w koncu
na chorobe zwigzang z AIDS. Jednak postep w zakresie terapii HIV/AIDS, w
tym tych, ktore zwalczajg sam wirus, a takze tych, ktére zapobiegajg lub leczg
zakazenia oportunistyczne, drastycznie poprawity dtugosc¢ przezycia i jakosc
zycia wielu pacjentow z HIV/AIDS.

Charakterystyka wydajnosci
Czutos¢ analityczna

Dla zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR okreslono analityczng granice
wykrywalnosci, jak réwniez analityczng granice wykrywalnosci z
uwzglednieniem oczyszczania (granice czuto$ci analitycznej). Analityczng
granice wykrywalnosci z uwzglednieniem oczyszczania okresla sie za pomocag
prébek klinicznych o dodatnim wyniku HIV w potgczeniu z konkretng metodag
ekstrakcji. Natomiast analityczna granica wykrywalnosci jest okreslana
niezaleznie od wybranej metody ekstrakcji, przy uzyciu standardu o znanym
stezeniu.

W celu okreslenia czutosci analitycznej zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR,
przygotowano standardowg serie rozcienczen od 0,0316 do 31,6 IU*/pl i
analizowano na Rotor-Gene 3000 i przeanalizowano za pomocg zestawu
artus HI Virus-1 RG RT-PCR . Testy przeprowadzono w 3 roznych dniach w 8
powtdrzeniach. Wyniki okreslono za pomocg analizy probitowej. Analityczna
granica wykrywalnosci zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR na aparacie
Rotor-Gene 3000 wynosi 4,5 jm/pl (p = 0,05). Oznacza to, ze istnieje 95%
prawdopodobienstwo wykrycia 4,5 [U/pl.

* Uzytym standardem jest RNA transkrybowane in vitro, ktérego stezenie zostato
skalibrowane przy uzyciu 2-giego Miedzynarodowego Standardu HIV (WHO).
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Czutos¢ analityczna zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR z uwzglednieniem
procesu oczyszczania (zestaw QlAamp® DSP Virus, QIAGEN) na aparatach
Rotor-Gene zostata okreslona przy uzyciu serii rozcienczen RNA wirusa HIV-1
wedtug 2-giego Miedzynarodowego Standardu WHO dla testow prowadzonych
technikg amplifikacji kwasow nukleinowych (NAT) (kod NIBSC 97/650) od 10
do 3160 HIV IU/ml dodanych do klinicznych probek osocza. Zostaty one
poddane ekstrakcji RNA przy uzyciu zestawu QlAamp DSP Virus (QIAGEN,
objetosc¢ ekstrakcji: 0,5 ml, objetosc¢ elucji: 25 ul). Kazde z rozcienczen
analizowano zestawem artus HI Virus-1 RG RT-PCR w 3 r6znych dniach w 8
powtdrzeniach. Wyniki okreslono za pomocg analizy probitowej. Graficzng
ilustracje analizy probitow pokazano na rysunku 1. Analityczna granica
wykrywalnosci z uwzglednieniem oczyszczania zestawu artus HI Virus-1 RG
RT-PCR w potgczeniu z Rotor-Gene 3000 wynosi 71,6 IU/ml (p = 0,05).
Oznacza to, ze istnieje 95% prawdopodobienstwo wykrycia 71,6 1U/ml.
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Rys. 1. Analiza probitowa: HI Virus-1 (Rotor-Gene 3000). Czuto$¢ analityczna zestawu
artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit na aparacie Rotor-Gene 3000 z uwzglednieniem
oczyszczania (zestaw QlAamp DSP Virus, QIAGEN).

Analityczna granica wykrywalnosci, z uwzglednieniem oczyszczania zestawu
artus HI Virus-1 RG RT-PCR na aparacie Rotor-Gene Q / 6000 wynosi 66,9
IU/ml (p = 0,05). Oznacza to, ze istnieje 95% prawdopodobienstwo, ze wykryte
zostanie 66,9 IU/ml.
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Rys. 2. Analiza probitowa: HI Virus-1 (Rotor-Gene 6000). Czutos¢ analityczna zestawu
artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit na aparacie Rotor-Gene 3000 z uwzglednieniem
oczyszczania (zestaw QlAamp DSP Virus, QIAGEN).

Specyficznosé¢

Specyficznos¢ zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR jest przede wszystkim
zapewniona przez dobor starterow i sond, a takze wybor rygorystycznych
warunkow reakcji. Startery i sondy sprawdzono pod kagtem mozliwych
homologii ze wszystkimi sekwencjami publikowanymi w bankach genow za
pomocg analizy porownan sekwencji. Wykrywalnosé wszystkich odpowiednich
genotypow zostata zapewniona dzieki poréwnaniu baz danych i reakcji PCR
przeprowadzonych na aparatach Rotor-Gene z odpowiednimi genotypami
(patrz Tabela 1).

Co wiecej, swoistos¢ potwierdzono za pomocg 100 réznych probek osocza z
ujemnym wynikiem HIV. Nie generowaty one zadnych sygnatow dla starterow i
sond specyficznych dla wirusa HIV, ktére sg zawarte w HI Virus-1 RG Master.

Potencjalng reaktywnosc¢ krzyzowg zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR
testowano przy uzyciu grupy kontrolnej wymienionej w Tabeli 2. Zaden z
testowanych patogendw nie byt reaktywny. W przypadku mieszanych zakazen
nie pojawity sie reakcje krzyzowe.
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Tabela 1. Testowanie specyficznosci odpowiednich genotypow

Kontrola
) wewnetrzna
Wirus Genotyp Zrédto HIV (FAM) (ROX)
HI Virus-1 A NIBSC* + +
HI Virus-1 B NIBSC + +
HI Virus-1 C NIBSC + +
HI Virus-1 D NIBSC + +
HI Virus-1 E NIBSC + +
HI Virus-1 F NIBSC + +
HI Virus-1 G NIBSC + +
HI Virus-1 H NIBSC + +

* Narodowy Instytut Standardow Biologicznych i Kontroli, Hertfordshire.

Tabela 2. Badanie specyficznosci zestawu z potencjalnymi patogenami
reaktywnymi krzyzowo

HIV
(Kanat zielony Kontrola wewnetrzna
lub kanat (kanal pomaranczowy
Grupa kontrolna A.FAM) lub kanat A.ROX)
Hepatitis A virus - +
Hepatitis B virus - 0
Hepatitis C virus - +
Human herpesvirus 1
. , — +
(herpes simplex virus 1)
Human herpesvirus 2
(herpes simplex virus 2)
Human herpesvirus 3 _ .
(varicella-zoster virus)
Human herpesvirus 5 B 4

(cytomegalovirus)

Ciag dalszy tabeli na nastepnej stronie
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Tabela 2. Cigg dalszy

HIV Kontrola wewnetrzna

(Kanat zielony lub (kanal pomaranczowy
Grupa kontrolna kanat A.FAM) lub kanat A.ROX)
Human T cell
leukemia virus type 1 - +
and type 2
Enterovirus = +
Parvovirus B19 - +
Yellow fever - +
Aspergillus flavus - +
Aspergillus fumigatus - 0
Candida albicans — +
Chlamydia _ N
trachomatis
Cryptosporidium B N
parvum
Filobasidiella _ "
neoformans
Mycoplasma B 4
pneumoniae
Pneumocystis cariniie - +
Staphylococcus sp. - +
Streptococcus _ +
agalactiae
Staphylococcus B N
aureus
Streptococcus _ +
pyogenes

Zakres liniowy

Zakres liniowy (pomiar analityczny) zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit
okreslono poprzez analize serii rozcienczen transkryptu in vitro wirusa HIV od
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1 x 108 IU/ul do 1 1U/pl. Seria rozcienczen zostata skalibrowana zgodnie z
Miedzynarodowym Standardem WHO dla HIV RNA.

Kazde rozciehczenie testowano w powtérzeniach (n = 8) przy uzyciu zestawu
artus HI Virus-1 RG RT-PCR na aparatach Rotor-Gene.

Okreslono liniowy zakres zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR, aby pokry¢
stezenia od 5 1U/ul do co najmniej 1 x 108 [U/pl.

Zakres liniowy pod wzgledem oczyszczania zestawu artus HI Virus-1 RG RT-
PCR okres$lono przez analize serii rozcienczen panelu OptiQuant HIV-1 RNA
Quantification Panel 1 od 1 x 108 IU/ml do 120 IU/ml. Oczyszczanie
przeprowadzono w dwoch powtdrzeniach, stosujgc zestaw QlAamp DSP Virus
(objetos¢ ekstrakciji: 0,5 ml, objetosc elucji: 25 ul). Kazdg z 9 probek
analizowano przy uzyciu zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR. Zakres
liniowy, z uwzglednieniem oczyszczania zestawu artus HI Virus-1 RG RT-
PCR, okreslono tak, aby pokrywat stezenia od 120 IU/ml do co najmniegj

1 x 108 IU/ml (patrz Rys. 3).
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Rys. 3. Zakres liniowy zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit. Obliczanie zakresu
liniowego z uwzglednieniem oczyszczania. Prostg wyznaczono przez regresje liniowg
wyliczonych stezen logio z nominalnymi stezeniami logio. ROwnanie linii regresji znajduje sie
na rysunku.

Precyzja

Dane dot. precyzji zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR zebrano za pomocg
instrumentow Rotor-Gene i pozwolono na okre$lenie catkowitej wariancji testu.
Catkowita wariancja polega na zmiennosci wewnatrz testu (zmiennos¢ wielu

wynikow probek o tym samym stezeniu w jednym eksperymencie), zmiennosci
miedzy testami (zmiennos¢ wielu wynikow testu wygenerowanego na roznych
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instrumentach tego samego typu przez ré6znych operatorow w jednym
laboratorium) i zmienno$¢ miedzy seriami (zmiennos¢ wielu wynikéw testu
przy uzyciu réznych partii produktu). Uzyskane dane wykorzystano do
okreslenia odchylenia standardowego, wariancji i wspétczynnika zmiennosci
dla PCR specyficznego dla patogenu i kontroli wewnetrzne;.

Dane dot. precyzji zestawu artus Hl Virus-1 RG RT-PCR zebrano przy uzyciu
standardu ilosciowego o najnizszym stezeniu (QS4; 10 1U/ul). Test
przeprowadzono z 8 powtdérzeniami. Dane dotyczgce precyzji obliczono na
podstawie wartosci Ct krzywych amplifikacji (C+: cykl progowy (threshold
cycle), patrz Tabela 3). Na podstawie tych wynikdw ogdlny rozktad
statystyczny dowolnej prébki o wspomnianym stezeniu wynosi 1,66% (Cr) i
2,15% (Ct) w celu wykrycia kontroli wewnetrznej. Wartosci te sg oparte na
catosci wszystkich pojedynczych wartosci okreslonych zmiennosci.

Tabela 3. Precyzja w oparciu o wartosci Ct

Odchylenie Wspoéiczynnik
Wartos Cr standardowe zmiennosci (%)

Zmiennos¢ w obrebie
jednego testu: 35,62 0,45 1,26
HI Virus-1 RG QS 4

Zmiennos¢ w obrebie
jednego testu: 31,24 0,18 0,58
Kontrola wewnetrzna

Zmiennos¢ pomiedzy
roznymi testami: 35,75 0,56 1,55
HI Virus-1 RG QS 4

Zmiennos¢ pomiedzy
roznymi testami: 31,65 0,36 1,13
Kontrola wewnetrzna

Zmiennos¢ pomiedzy
testami z réznych serii: 35,40 0,61 1,73
HI Virus-1 RG QS 4

Zmiennos¢ pomiedzy
testami z réznych serii: 31,20 0,55 1,76
Kontrola wewnetrzna

Catkowita wariancja:

HI Virus-1 RG QS 4 35,58 0,59 1,66

Catkowita wariancja:

Kontrola wewnetrzna 31,40 0,67 2,15
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Solidnosé testu

Weryfikacja solidnosci testu pozwala na okre$lenie catkowitego odsetka
niepowodzen zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR. Do 100 prébek osocza
HIV- ujemnych dodano 4,5 1U/ul objetosci elucji RNA kontrolnego wzgledem
HIV (trzykrotne stezenie granicy czutosci analitycznej). Po ekstrakcji za
pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit prébki te analizowano zestawem
artus HI Virus-1 RG RT-PCR. Dla wszystkich probek HIV wskaznik
niepowodzenia wynosit 0%. Ponadto, solidnos¢ kontroli wewnetrznej oceniono
przez oczyszczenie i analize 100 probek osocza ujemnego pod wzgledem
HIV. Catkowity wskaznik niepowodzenia wynosit 0%. Inhibicji nie
zaobserwowano. Zatem solidnos¢ zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR
wynosi 399%.

Powtarzalnos¢

Dane dotyczgce powtarzalnosci umozliwiajg regularng ocene dziatania
zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR jak réwniez porownanie jego wydajnosci
w stosunku do innych produktow. Dane te uzyskuje sie uczestniczgc w
ustalonych programach badan biegtosci.

Ocena diagnostyczna

Zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit oceniano w badaniu poréwnawczym.
Aby poréwnac artus HI Virus-1 RG RT-PCR do testu COBAS® TagMan® HIV-1
Test, przeanalizowano retrospektywnie 241 probek osocza. Wszystkie probki
byty wczesniej analizowane jako dodatnie lub ujemne za pomocg testu
COBAS TagMan HIV-1 Test w rutynowej diagnostyce.

Celem przetestowania zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR, RNA wirusa HIV
byto izolowane za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit, a analizy
prowadzono na urzgdzeniu Rotor-Gene 6000. Aby przeprowadzi¢ testy
poréwnawcze za pomocg COBAS TagMan HIV-1 Test, RNA wirusa HIV byto
izolowane zgodnie z instrukcjami producenta zawartymi w ulotce. Wyniki
otrzymane przy uzyciu artus HI Virus-1 RG RT-PCR zostaty poréwnane do
wynikow otrzymanych przy uzyciu testu COBAS TagMan HIV-1 Test (zobacz
Tabela 4 i Rys. 4).

105 probek sposrod 126, ktére daty wynik dodatni w tescie COBAS TagMan
HIV-1 dato rowniez wynik dodatni w tescie artus HI Virus-1 RG RT-PCR. 113
probek sposrod 115 probek z wynikiem ujemnym uzyskanym w tescie COBAS
TagMan HIV-1 rowniez dato wynik ujemny w tescie artus HI Virus-1 RG RT-
PCR.

Jesli wyniki testu COBAS TagMan HIV-1 sg traktowane jako wzorzec, czutosc
diagnostyczna wynosi 98,1%, a swoistos¢ diagnostyczna jest na poziomie
84,3%.
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Tabela 4. Wyniki dla 241 prébek osocze-EDTA analizowanych
retrospektywnie

COBAS TagMan HIV-1 Test

+ — Suma
artus HI Virus-1 + 105 21 126
RG RT-PCR Kit B 5 113 115

QIAGEN, HIV ILU/mil

1

log Cobas:log artus: 7 =0,9093; r=0,9536; p = 00,0000; y=0,4574 + 1,0609"x

-1 0 1 2 3 4 S =] 7 =
Roche, HVW IU/mI

Rys 4. Poréwnanie testu COBAS TagMan HIV-1 (Roche, HIV, z oczyszczaniem probki z
zastosowaniem systemu COBAS AmpliPrep) z zestawem artus Hl Virus-1 RG RT-PCR
Kit (QIAGEN, HIV, z oczyszczaniem prébki za pomoca QlAamp DSP Virus Kit).
Korelacje wynikow ilosciowych z obu systemoéw testowych (tabela 4) analizowano za
pomocg regres;ji liniowej. Wyniki obu zestawdw pokazano na wykresie XY (punktowy) ze
skalg log-log.
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Sprzet i odczynniki dostarczane przez uzytkownika

Podczas pracy z chemikaliami nalezy nosi¢ odpowiedni fartuch laboratoryjny,
jednorazowe rekawiczki i okulary ochronne. Aby uzyska¢ wiecej informacii,
prosze zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (SDS)
dostepnymi u producenta.

¢ Zestaw do izolacji RNA (zobacz “Izolacja RNA”, str. Fehler! Textmarke
nicht definiert.)

Pipety (nastawne)*

Sterylne koncdwki do pipet z filtrami

Worteks*

Wiréwka nastotowa* z rotorem na probéwki o pojemnosci 2 mi

& 6 6 6 6

Termocykler Rotor-Gene Q lub Rotor-Gene*' z kanatami
fluorescencyjnymi zielonym (Cycling Green) i pomaranczowym (Cycling
Orange) z kanatami fluorescencyjnymi A.FAM i A.ROX

¢ Oprogramowanie Rotor-Gene Q wersja 1.7.94 (oprogramowanie Rotor-
Gene 6000 wersja 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; oprogramowanie Rotor-Gene
3000 wersja 6.0.23) lub wyzsze

¢ Paski probowkowe z korkami, 0,1 ml, dedykowane do rotora 72-
dotkowego (nr kat. 981103 lub 981106)

¢ Alternatywnie: probéwki PCR o poj. 0,2 ml, dedykowane do rotora
36-dotkowego (nr kat. 981005 lub 981008)

€ Blok chtodzacy (blok na 72 probdéwki o poj. 0,1 ml o nr kat. 9018901 lub
blok na 96 probéwek o poj. 0,2 ml o nr. kat. 9018905)

* Nalezy upewni¢ sie, ze sprzet zostat sprawdzony i skalibrowany zgodnie z wytycznymi
producenta.

T Zestaw artus HI Virus-1 RG RT-PCR nie moze by¢ uzywany w aparatach Rotor-Gene Q
2plex.
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Wazne informacje

Ogodlne srodki ostroznosci
Uzytkownik powinien zawsze mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia:
¢ Korzystaj z jatowych koncdéwek do pipet z filtrami.

@ Przechowuj i izoluj osobno pozytywne materiaty (jak prébki, kontrole
pozytywne, amplikony) i dodawaj je do mieszaniny reakcyjnej w specjalnie
przeznaczonym do tego pomieszczeniu.

¢ Przed rozpoczeciem oznaczen nalezy catkowicie rozmrozi¢ wszystkie
odczynniki do temperatury pokojowej (15-25°C).

€ Po rozmrozeniu wymieszaj odczynniki za pomocg powtarzanego
pipetowania lub worteksowania pulsacyjnego i krétko zwiruj.

@ Pracuj szybko, a odczynniki do PCR trzymaj na lodzie lub w bloku
chtodzgcym (72/96 dotkowy blok).

Pobieranie, przechowywanie i transport probek

® Wszystkie probki nalezy traktowac jak materiat potencjalnie zakazny.

Dozwolone sg tylko nastepujgce rodzaje prébek, dla ktorych nalezy Scisle
przestrzegac¢ odpowiednich zasad i szczegotowych instrukciji dotyczgcych ich
pobierania, transportu i przechowywania.

@ Aktualne badania wskazujg, ze osocze-EDTA lub osocze z cytrynianem
sg najodpowiedniejszym materiatem do detekcji HIV. Z tego powodu zalecamy
uzywanie tych materiatow z zestawem artus Hl Virus-1 RG RT-PCR.

Wewnetrzng walidacje zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR
przeprowadzono na probkach ludzkiego osocza z EDTA. Inne probki nie byty
walidowane. W celu przygotowania probek prosze korzystac wytgcznie z
zalecanego zestawu do izolacji RNA (patrz "lzolacja RNA", strona 20).

Stosujgc niektére materiaty jako prébki, nalezy scisle przestrzegac
szczegotowych instrukcji ich pobierania, transportu i przechowywania

Pobieranie probek

Kazde pobranie krwi powoduje uszkodzenie naczyn krwionosnych (tetnic, zyt,
naczyn witosowatych). Nalezy uzywac wytgcznie nieszkodliwych i sterylnych
materiatow. Do pobierania krwi dostepne sg odpowiednie materiaty
jednorazowego uzytku. Przy naktuciach zyt nie nalezy stosowac zbyt cienkich
igiet kapilarnych. Usuniecie krwi zylnej nalezy przeprowadzi¢ na odpowiednich
czesciach tuku tokciowego, przedramieniu lub grzbiecie dtoni. Krew musi by¢
pobierana za pomocg standardowych probéwek do pobierania probek
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(czerwona zakretka, Sarstedt lub rownowazna probowka innego producenta).
Nalezy pobrac objetosé 5-10 ml krwi na EDTA. Probdwki powinny by¢
mieszane gora-dot bezposrednio po pobraniu prébki (8 x, nie wstrzgsacg).

@ Nie nalezy uzywac prébek od pacjentdw heparynizowanych (patrz
"Substancje interferujgce”, strona 19).

Przechowywanie probek

Krew petng nalezy w ciggu 6 godzin rozdzieli¢ na osocze i frakcje komorkowa,
odwirowujgc jg przez 20 minut przy 800-1600 x g. Odseparowane osocze
nalezy przenies¢ do sterylnych polipropylenowych probéwek. Czutos¢ testu
moze by¢ zmniejszona w wyniku rutynowego mrozenia probek lub
przechowywania ich przez dtuzsze okresy czasu.

Wirusowe RNA zamkniete w kapsutach jest stabilne przez wiele dni, jesli jest
przechowywane w 4°C, przez kilka tygodni, jesli jest przechowywane w
temperaturze -20°C, a nawet przez miesigce i lata, gdy jest przechowywane w
temperaturze -70°C *

Transport prébek

Z zasady transportowane probki muszg by¢ umieszczone w niettukgcym
pojemniku. W ten sposéb mozna zapobiec potencjalnym zakazeniom
spowodowanym wyciekiem materiatu. Prébki nalezy transportowac zgodnie z
lokalnymi i krajowymi zaleceniami dotyczgcymi transportu materiatu
zakaznego'.

Probki nalezy przetransportowa¢ w ciggu 6 godzin. Nie zaleca sie
przechowywania probek w miejscu pobrania. Mozna przesytac prébki poczta,
pod warunkiem przestrzegania przepiséw prawa dotyczgcych transportu
materiatu zakaznego. Zaleca sie przesytanie probek kurierem. Probki krwi
nalezy transportowac schtodzone (2—-8°C), a oddzielone osocze gteboko
zamrozone (od -15 do -30°C).

Substancje interferujace

Podwyzszony poziom bilirubiny (15 mg/dl) i lipidow (<800 mg/dl) oraz probki
zhemolizowane nie majg wptywu na system. Heparyna wptywa na reakcje
PCR. Nie nalezy uzywac¢ probek pobranych do probéwek zawierajgcych
heparyne jako antykoagulant. Nie nalezy tez korzystac z probek pobranych od
pacjentow przyjmujgcych heparyne.

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

T Miedzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikéw Powietrznych (IATA). Przepisy dotyczace
transportu materiatéw niebezpiecznych w miedzynarodowym transporcie lotniczym
(Dangerous Goods Regulations).
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|lzolacja RNA

Zestaw QlAamp DSP Virus (QIAGEN, nr kat. 60704) jest zwalidowany do
oczyszczania wirusowego RNA z ludzkiego osocza w celu stosowania z
zestawem artus HI Virus-1 RG RT-PCR. Oczyszczanie wirusowego RNA
nalezy prowadzi¢ zgodnie z instrukcjami zawartymi w podreczniku zestawu
QIAamp DSP Virus.

@ Zastosowanie nosnikowego RNA ma kluczowe znaczenie dla
wydajnosci ekstrakcji i w konsekwencji dla wydajnosci DNA/RNA. Aby
zwiekszy¢ stabilnos¢ nosnikowego RNA dostarczonego z zestawem QIAamp
DSP Virus, zalecamy postepowac zgodnie z informacjami na temat
przygotowania i przechowywania nosnikowego RNA podanymi w instrukcji
obstugi ("Przygotowanie odczynnikow i buforow").

Przed rozpoczeciem kazdej ekstrakcji mieszanine buforu do lizy i nosnikowego
RNA (oraz kontrole wewnetrzng, o ile ma to zastosowanie, patrz "Kontrola
wewnetrzna", ponizej) nalezy przygotowac na $wiezo zgodnie ze schematem
pipetowania w Tabeli 5.

Tabela 5. Schemat pipetowania skladnikéw zestawu QlIAamp DSP Virus

Liczba probek 1 12
:Tys_ls Buffer (AL)* - bufor 550 il 6600 il
izujgcy

Carrier RNA (1 pg/ul) —

nosnikowe RNA a1 el
Objetosc catkowita 556,2 ul 6674,4 ul
Objetosc na izolacje 500 pl 500 ul kazda

* Zawiera chlorowodorek guanidyny; zapoznaj sie z podrecznikiem zestawu QlAamp DSP
Virus, aby uzyskac¢ informacje na temat bezpieczenstwa.

@ Uzyj Swiezo przygotowanej mieszaniny buforu do lizy i nosnikowego
RNA natychmiast do procesu ekstrakcji. Przechowywanie mieszaniny nie jest
mozliwe.

@ Wewnetrzng kontrole zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR mozna
stosowaé bezposrednio w procedurze izolacji (patrz "Kontrola wewnetrzna",
ponizej).

Kontrola wewnetrzna

Wraz z zestawem jest dostarczona kontrola wewnetrzna (HI Virus-1 RG IC).
Pozwala to uzytkownikowi zaréwno kontrolowac procedure izolacji RNA, jak i
sprawdzac¢ mozliwg inhibicje PCR. W tym zastosowaniu nalezy dodac¢ kontrole
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wewnetrzng do izolacji w stosunku 0,1 pl na 1 ul objetosci elucji. Na przyktad
przy uzyciu zestawu QlAamp DSP Virus, RNA wymywa sie w 60 pl buforu do
elucji (AVE). W zwigzku z tym na poczatku nalezy dodaé 6 pl kontroli
wewnetrzne;.

@ Kontrole wewnetrzng i nosnikowe RNA (patrz "lzolacja RNA", str. 20)
nalezy dodac tylko do mieszaniny buforu do lizy i materiatu probki lub
bezposrednio do buforu do lizy.

Kontrola wewnetrzna nie moze by¢ dodana bezposrednio do materiatu probki.
W przypadku dodawania jej do buforu do lizy nalezy pamietac, ze mieszanina
kontroli wewnetrznej i buforu do lizy-nosnikowego RNA musi by¢ swiezo
przygotowana i zuzyta natychmiast (przechowywanie mieszaniny w
temperaturze pokojowej lub w loddéwce tylko przez kilka godzin moze
prowadzi¢ do uszkodzenia kontroli wewnetrznej i obnizenia wydajnosci
ekstrakcji).

@ Nie dodawaj bezposrednio kontroli wewnetrznej i nosnikowego RNA do
materiatu probki.

Kontrola wewnetrzna moze by¢ opcjonalnie wykorzystana wytgcznie w celu
sprawdzenia mozliwej inhibicji PCR. W przypadku takiego zastosowania dodaj
kontrole wewnetrzng bezposrednio do mieszaniny HI Virus-1 RG Master A i Hi
Virus-1 RG Master B, jak opisano w kroku 2b protokotu (strona 24).

Ustawianie progu dla analizy PCR

Optymalne ustawienia progu odciecia (threshold) dla danej kombinacji aparatu
Rotor-Gene Q i zestawu artus RG PCR Kit powinny zostac ustalone empirycznie
poprzez przetestowanie kazdej pojedynczej kombinacji, poniewaz jest to
wzgledna warto$¢é w zaleznos$ci od ogdlnego przeptywu pracy diagnostycznej.
Jako punkt wyjscia, prég ten mozna ustawi¢ na wstepng warto$¢ 0,04 dla
pierwszej analizy PCR, ale wartos¢ ta powinna zosta¢ dopracowana w analizie
poréwnawczej kolejnych cykli. Prég powinien zosta¢ ustawiony recznie tuz nad
sygnatem tta kontroli ujemnych i prébek ujemnych. Srednia warto$é progowa
obliczona na podstawie tych eksperymentow najprawdopodobniej bedzie dziata¢
dla wiekszos$ci przysztych analiz, ale uzytkownik powinien jednak przeglgdac
wygenerowang warto$¢ progowg w regularnych odstepach czasu. Wartosc
progowa bedzie zwykle w zakresie od 0,03 do 0,05 i powinna by¢ zaokrgglana do
nie wiecej niz trzech miejsc po przecinku.

Analiza ilosciowa

Zatgczone standardy oznaczenia ilosciowego (HI Virus-1 RG QS 1-4) traktuje
sie jak wczesniej oczyszczone probki i stosuje sie tg samg objetosc (20 pl).
Aby wygenerowac krzywg wzorcowg na Rotor-Gene Q, wszystkie 4 standardy
ilosciowe powinny by¢ stosowane i zdefiniowane w oknie dialogowym "Edycja
probek" jako standardy o okreslonych stezeniach (patrz podrecznik
uzytkownika aparatu).
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@ Standardy ilosciowe sg zdefiniowane jako IU/ul*. Aby przeksztatcic
wartosci okreslone za pomocg krzywej standardowej w IU/ml materiatu prébki,
nalezy zastosowac nastepujgce rownanie:

Wynik (1U/ul) x objetos¢ eluciji (ul
Wynik (1U/mi) _ ynik (1U/ul) x obje ji (Wl)

Objetos¢ probki (ml)

Zasadniczo w réwnaniu powyzej nalezy wprowadzi¢ poczgtkowg objetosé
prébki. Nalezy mie¢ tez to na uwadze, ze objetos¢ probki moze zostaé
zmieniona przed ekstrakcjg kwasu nukleinowego (np. zmniejszajgc objetos¢
przez odwirowanie lub zwiekszajgc objetos¢ przez dodanie do objetosci
wymaganej do izolaciji).

Wspoétczynnik konwersji

1 IU/ml odpowiada 0,50 kopii/ml dla wykrywania RNA wirusa HIV-1 na Rotor-
Gene Q w potgczeniu z recznym przygotowaniem prébki za pomocg zestawu
QIAamp DSP Virus Kit. Wspoétczynnik konwersiji jest przyblizeniem opartym na
Srednim wspotczynniku w zakresie dynamicznym testu.

* Standard zostat skalibrowany przy uzyciu Pierwszego Miedzynarodowego Standardu HIV
(WHO). International HIV standard (WHO).
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Protokét: PCR i analiza danych

@ Wazne punkty przed rozpoczeciem
¢ Przed rozpoczeciem procedury przeczytaj "Wazne uwagi", strony 18-21.

¢ Poswie¢ czas na zapoznanie sie z Instrumentem Rotor-Gene Q przed
rozpoczeciem protokotu. Zobacz instrukcje obstugi urzgdzenia.

¢ Upewnij sie, ze co najmniej jeden standard oceny ilosciowej, a takze
jedna kontrola negatywna (woda do PCR) sg uwzglednione w przebiegu
PCR. Aby wygenerowac krzywg standardowa, nalezy uzy¢ wszystkich 4
dostarczonych standardow ilosciowych (HI Virus-1 RG QS 1-4) dla
kazdego cyklu PCR.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

¢ Upewnij sie, ze blok chtodzgcy (akcesorium instrumentu Rotor-Gene Q)
jest wstepnie schtodzony do 2-8°C.

¢ Przed kazdym uzyciem wszystkie odczynniki nalezy catkowicie rozmrozic,
wymieszaé (przez pipetowanie lub krétkie worteksowanie) i krotko
zwirowac.

Procedura

1. Umies¢ zagdang liczbe probéwek PCR w adapterach bloku
chtodzacego.

2. Jesli uzywasz kontroli wewnetrznej do monitorowania procedury
izolacji RNA i sprawdzenia mozliwosci inhibicji PCR, wykonaj krok
2a. Jesli korzystasz z kontroli wewnetrznej wytacznie w celu
sprawdzenia inhibicji PCR, wykonaj krok 2b.

2a. Kontrola wewnetrzna zostata juz dodana do izolacji (patrz "Kontrola
wewnetrzna”, strona 20). W takim przypadku przygotuj mastermiks
zgodnie z Tabelq 6.

Mieszanina reakcyjna zwykle zawiera wszystkie sktadniki potrzebne do
PCR z wyjatkiem probki.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Tabela 6. Przygotowanie mastermiksu (kontrola wewnetrzna
stosowana do monitorowania izolacji DNA i ewentualnej inhibicji PCR)

Liczba probek 1 12
HI Virus-1 RG Master A 12 pl 144 pl
HI Virus-1 RG Master B 18 ul 216 pl
HI Virus-1 RG IC O ul O ul
Objetosc¢ catkowita 30 ul 360 ul

2b. Kontrola wewnetrzna musi by¢ dodana bezposrednio do mieszaniny
HI Virus-1 Master A i HI Virus-1 Master B. W tym przypadku przygotuj
mastermiks zgodnie z Tabelg 7.

Na ogo6t mieszanina reakcyjna zawiera wszystkie elementy niezbedne do
przeprowadzenia reakcji PCR, z wyjgtkiem prébki.

Tabela 7. Przygotowanie mastermiksu (kontrola wewnetrzna
stosowana do monitorowania izolacji DNA i ewentualnej inhibicji PCR)

Liczba probek 1 12
HI Virus-1 RG Master A 12 pl 144 pl
HI Virus-1 RG Master B 18 ul 216 pl
HI Virus-1 RG IC 2 ul 24 ul
Objetosc¢ catkowita 32 ul* 384 ul*

* Wzrost objetosci spowodowany dodaniem kontroli wewnetrznej jest pomijany przy
opracowywaniu testu PCR. Czutos$¢ ukfadu wykrywajacego nie jest ograniczona.

3. Odmierz pipeta 30 yl mastermiksu do kazdej z probéwek PCR.
Nastepnie dodaj 20 ul wyeluowanej prébki DNA (patrz Tabela 8).
Nalezy tez uzy¢ co najmniej jednego ze standardéw w ilosci 20 pl
(HI Virus-1 RG QS 1-4) jako kontroli pozytywnej, a jako kontroli
negatywnej 20 yl wody (o jakosci odpowiedniej do PCR).
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Tabela 8. Przygotowanie reakcji PCR

Liczba probek 1 12

Mastermiks 30 ul 30 ul kazda
Prébka 20 ul 20 ul kazda
Objetos¢ catkowita 50 ul 50 ul kazda

4. Zamknij probéwki PCR. Upewnij sie, ze pierscien mocujacy
(akcesorium do aparatu Rotor-Gene) jest nalozony na wierzch rotora
w celu zapobiezenia przypadkowemu otwarciu prébek w czasie
reakciji.

5. Do wykrycia RNA HIV-1, nalezy utworzy¢ profil temperaturowy
zgodnie z nastepujacymi etapami:

Ustawianie ogéinych parametréw testu Rys.5,6,7
Odwrotna transkrypcja RNA Rys. 8
Wstepna aktywacja enzymu hot-start Rys. 9
Amplifikacja cDNA Rys. 10
Regulacja czutosci kanatu fluorescencji Rys. 11
Rozpoczecie analizy Rys. 12

Wszystkie dane techniczne odnoszg sie do wersji oprogramowania 1.7.94
dla Rotor-Gene Q, wersji oprogramowania 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 dla Rotor
Gene 6000 i wersji oprogramowania 6.0.23 dla Rotor Gene 3000. Wiecej
informacji na temat programowania aparatow Rotor Gene mozna znalez¢
w instrukcji obstugi aparatu. Na ilustracjach te ustawienia sg zaznaczone
czarng pogrubiong ramka. llustracje dotyczg urzgdzenia Rotor Gene Q.
W przypadku Rotor-Gene 3000 sg wymagane inne wartosci i réznice te sg
opisane w tekscie.
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6. Otworz okno dialogowe “New Run Wizard” (Rys. 5). Zaznacz pole
“Locking Ring Attached” i kliknij “Next”.

x|

Skowead | _ it |ﬁ

Rys 5. Okno dialogowe “New Run Wizard”.

7. Wybierz “50” dla objetosci reakcji PCR, a nastepnie kliknij “ Next”
(Rys. 6).

x

This screen displays miscellaneous options for the nun. Complete the fields. engioghceat®

chicking bt when pou are ready to move o the nexd page. the wizard. For help
_ : r an ke, hoved

Djpetatos |Qiagen your mouze avat the

em fod hedp, ou
can also chok ona
ceomben bow 1o desplay

help about s
avalable zefhngs,

Hotes ;

SkipWizard |

Rys 6. Ustawianie ogo6lnych parametrow badania.
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8. KIiknij przycisk “Edit Profile” obecny w nastepnym oknie
dialogowym “New Run Wizard” (Rys. 7), a nastepnie zaprogramuj
profil temperatury tak, jak pokazano na Rys. 7-10).

x
T emnpesature Profils : Thiz box displays
help on elements in
" the wizard, For help
on an item, hoves
4 i 4 LEn em for heldp. You
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it 1! | {veip about its
available sel
1 Ect Profie... s
Chanvel Setup
Mame [chelﬂﬁechhiah{ Create News |
Green 470nm  S510nm 4 Edit I
Yellow  530nm  555em 5
Orange  585nm  B10nm 8 Edk Gain. I
Red B2Gnm  BE0nm 5
Cimson  680nm  T0hp 7 Hemiva I
Blug 3E5m  d60nm 7 FisalDaais
2

SkipWizard | << Back Iﬁ

Rys 7. Edytowanie profilu.

M Edit Profile x||

F R Y @
T Open  Save Ag Haip
The 1un vl take appeceamately 2089 mewtelz] to-complete. The graph bebow represants He nun o be perfomped -

A

1 Ei'wm:nmmayi:

Insest aftex..
:;i Irsest before
Remave
2 HddTmpﬁwn:ilm
Hold Time ; 30l 0 |oecs

Rys. 8. Odwrotna transkrypcja RNA.
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Rys. 10. Amplifikacja cDNA. Zwrécié uwage, ze w Rotor-Gene 3000
oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako “FAM/Sybr, ROX”".

6

28 Instrukcja zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR 03/2015



9. Zakres detekcji kanatéw fluorescencyjnych okresla sie na podstawie
intensywnosci swiecenia probéwek PCR. Zaznacz “Gain
Optimisation” w oknie “New Run Wizard” (patrz Rys. 7), aby otworzy¢
okno “Auto-Gain Optimisation Setup”. Ustaw temperature kalibracji
na “50”, aby odpowiadata ona temperaturze w czasie etapu
przylaczania starteréw programu amplifikacji (Rys. 11).

x

Auto-Gain Dptimization will read the fuoresence on the inserted sampls at

ot different gain levels untl it finds one at which the fluorescence levels ae
acceptable. The range of flucrescence vou are looking for depends on the
chemsstiy you are performing.

renen o] 1
Dptimise Al | Optimise Acquiting |

™ Pesform Optimisation Befare 13t Acquisition

[~ Petform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Charirel S etlirgs -

| =] ea |

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

Green Al 5F1 10F 10 10 e
Orange Al 5F1 10F1 10 10 E—J
Remove Al

| 2]

<
2] e | | i |

Rys. 11. Dostosowywanie czutosci kanatu fluorescencyjnego. Zwr6¢ uwage, ze w

Rotor-Gene 3000 oprogramowanie zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako “FAM/Sybr”
and “ROX".
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10. Wartosci wzmocnienia okreslone przez kalibracje kanatu sa
automatycznie zapisywane oraz wyswietlane w ostatnim oknie menu
procedury programowania (Rys. 12). Klikng¢ "Start Run”.

x

Summany ©

(i il
A

Setling | Vaiue I
Green Gan 4

DOrange Gain 8

Fotor 723/ el Rotor
Sample Layoul A1-48, B1-B8, .

Reaclion Volume [in micioflers] 50

/11

Drce pou've conlfinmed that ywour nun seltngs are conect, chek Stat Hun to Save Template
biegin the e Chek Sayve Templste 1o save seltings for fubune wns,

Skipwizad | <cBack |

Rys. 12. Rozpoczynanie cyklu. Zwro¢ uwage, ze w Rotor-Gene 3000 oprogramowanie
zdefiniuje barwniki fluorescencyjne jako “FAM/Sybr” and “ROX".

11. Mozliwe sg nastepujgce wyniki (11a, 11b i 11c).

Przyktady dodatnich i ujemnych reakcji PCR przedstawiono na
Rysunku 13 i Rysunku 14.

Tabela 9 przedstawia wytyczne dla interpretacji wynikow ilosciowych.

11a. Sygnat jest wykrywany w kanale fluorescencyjnym zielonym. Wynik
analizy jest pozytywny: probka zawiera RNA HIV-1.

W tym przypadku wykrywanie sygnatu w kanale pomaranczowym jest
zbedne, poniewaz wysokie poczatkowe stezenia RNA HIV-1 (sygnat
dodatni w kanale zielonym) mogg prowadzi¢ do zmniejszenia lub braku
sygnatu fluorescenciji kontroli wewnetrznej w kanale pomaranczowym (na
zasadzie kompetycji).

® Nalezy zwroéci¢ uwage na to, ze na aparacie Rotor-Gene 3000
odpowiednie kanaty A.FAM dla sygnatu dodatniego i A.ROX dla kontroli
wewnetrzne;.
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11b. W kanale fluorescencyjnym zielonym nie wykryto sygnatu. W tym
samym czasie sygnat z kontroli wewnetrznej pojawia sie w kanale
pomaranczowym.

W probce nie mozna wykry¢ RNA HIV-1. Moze by¢ uznana za negatywng.
W przypadku ujemnego wyniku HI Virus-1 RT-PCR wykryty sygnat kontroli
wewnetrznej wyklucza mozliwos¢ inhibicji reakcji RT-PCR.

® Zauwaz, ze na aparacie Rotor-Gene 3000, odpowiednimi
kanatami sg A.ROX dla kontroli wewnetrznej i brak sygnatu dla A.FAM.

11c. Nie wykryto sygnatu w zielonym kanale fluorescencyjnym ani w
pomaranczowym.
Nie mozna wyciggnaé zadnego wniosku — brak wyniku.

Informacje na temat Zzrodet bteddw i ich rozwigzania mozna znalez¢ w
"Poradniku rozwigzywania problemow", strona 33.

@ Zauwaz, ze na aparacie Rotor-Gene 3000, odpowiednimi
kanatami sg A.FAM i A.ROX.

P, Tl

LT o - - —_

[:T3

NTC
ﬁ 1" 5 = - ) e ™7 kT % T i

Rys. 13. Detekcja standardow ilosciowych (HI Virus-1 RG QS 1-4) w kanale
fluorescencyjnym zielonym. NTC: No template control (kontrola ujemna).
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Rys. 14. Detekcja kontroli wewnetrznej (IC) w pomarainczowym kanale
fluorescencyjnym z jednoczesng amplifikacja standardow ilosciowych (HI Virus-
1 RG QS 1-4). NTC: No template control (kontrola ujemna).

Tabela 9. Interpretacja wynikéw ilosciowych

Wynik Interpretacja

HIV RNA >72 1U/ml Wynik miesci sie w okreslonym zakresie
testowym. Prawdopodobienstwo wykrycia
HIV RNA wynosi> 95%. Dodatni wynik testu
jest statystycznie zapewniony.

HIV RNA <72 IU/ml Wynik jest poza ustalonym zakresem
testowym. Powtarzalnos¢ wyniku dodatniego
nie jest zapewniona.

HIV RNA negative Nie wykryto RNA wirusa HIV.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Rozwigzywanie probleméw

Ta czesc¢ instrukcji moze okazac sie pomocna podczas rozwigzywania
jakichkolwiek zaistniatych problemow. Wiecej informacji mozna uzyskac takze
na stronie Czesto Zadawane Pytania (FAQ) w Dziale Pomocy Technicznej:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Naukowcy z Dziatu Pomocy Technicznej
firmy QIAGEN z checig odpowiedzg na wszystkie Panstwa pytania dotyczace
zarowno informacji i opiséw protokotow zawartych w tej instrukcji obstugi, jak i
technologii wykonania oznaczen (informacje kontaktowe znajdujg sie na tylne;j

okfadce lub na stronie www.giagen.com).

Komentarze i sugestie

Brak sygnatu kontroli dodatnich (HI Virus-1 RG QS 1-4) w zielonym kanale
fluorescencyjnym (cycling green) lub A.FAM

a)

Wybrany do analizy
danych PCR kanat

fluorescencyjny nie
spetnia wymagan

@ Do analizy danych nalezy wybrac zielony
kanat fluorescencyjny lub A.FAM dla
analitycznego HI Virus-1 RT-PC a
pomaranczowy kanat fluorescencyjny lub

rotokotu
P A.ROX dla kontroli wewnetrznej PCR.
b) Nieprawidtowe
) zapFr)ogramowanie ® Poréwnac profil temperatury z protokotem.
: Patrz “Protokdt: PCR i analiza danych”, strona
profilu temperatury w hier! ke nich fini
aparacie Rotor-Gene Fehler! Textmarke nicht definiert..
c) Nieprawidtowa
) konf‘)iguracja reakcji ® Upewnic sie, ze badanie ustawiono
PCR poprawnie oraz zastosowano wtasciwe
ustawienia parametrow badania. W razie
potrzeby powtérzyé PCR. Patrz “Protokét: PCR i
analiza danych” str. Fehler! Textmarke nicht
definiert..
d) Warunki
) @ Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date

przechowywania co
najmniej jednego z
odczynnikow
wchodzgcych w sktad
zestawu nie spetnity
zalecen zawartych w
czesci
“Przechowywanie” str.
5.

przydatnoséci do uzytku odczynnikéw (patrz
etykieta zestawu) i, w razie potrzeby, uzyé¢
nowego zestawu.
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Komentarze i sugestie

e)

Uptyneta data

przydatnosci do uzytku

zestawu artus HI
Virus-1 RG RT-PCR

@ Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
przydatnoéci do uzytku odczynnikéw (patrz
etykieta zestawu) i w razie potrzeby uzyé¢
nowego zestawu.

Staby sygnat badz jego brak w kontroli wewnetrznej w
pomaranczowym kanale fluorescencyjnym lub A.ROX i jednoczesny
brak sygnatu w zielonym kanale (cycling green) lub A.FAM

a)

b)

d)

34

Warunki reakcji PCR
nie sg zgodne z
protokotem

Reakcja PCR ulegta
inhibiciji

Utrata materiatu RNA
w czasie ekstrakcji

Warunki
przechowywania co
najmniej jednego z
odczynnikow
wchodzgcych w sktad
zestawu nie spetnity
zalecen zawartych w
czesci “Przechowywa-
nie” (str. Fehler!
Textmarke nicht
definiert.)

Uptyneta data

przydatnosci do uzytku

zestawu artus HI
Virus-1 RG RT-PCR

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

@ Upewnic sie, czy korzystasz z zalecanej
metody izolacji i doktadnie przestrzegasz
instrukcji producenta.

® Jesli kontrola wewnetrzna zostata dodana
na etapie izolacji, brak sygnatu kontroli
wewnetrznej moze oznaczac utrate RNA
podczas izolacji. Upewnic sie, czy uzytkownik
korzysta z zalecanej metody izolacji (zobacz
“Izolacja RNA”, strona 20) i doktadnie
przestrzega instrukcji producenta.

@ Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
przydatnosci do uzytku odczynnikéw (patrz
etykieta zestawu) i w razie potrzeby uzyé¢
nowego zestawu.

® Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date
przydatnosci do uzytku odczynnikéw (patrz
etykieta zestawu) i w razie potrzeby uzyc
nowego zestawu.
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Komentarze i sugestie

Sygnaty w kontroli negatywnej w zielonym kanale fluorescencyjnym
(cycling green) lub w kanale A.FAM podczas analitycznej reakcji PCR

a) Podczas
przygotowywania
reakcji PCR doszto do
zanieczyszczenia
probki

® Powtorzy¢ reakcje PCR z nowymi
odczynnikami w powtorzeniach.

@ Jesli to tylko mozliwe, zamknag¢ probowki
PCR zaraz po dodaniu prébki badane;j.

® Upewnij sie, ze kontrola pozytywna jest
pipetowana na koncu.

® Sprawdzic, czy miejsce pracy i aparaty sg
regularnie czyszczone.

b) Podczas ekstrakcji
doszto do
zanieczyszczenia

® Powtorzy¢ ekstrakcje i reakcje PCR probki
testowej, korzystajgc z nowych odczynnikéw.

® Sprawdzic, czy miejsce pracy i aparaty sg
regularnie czyszczone.

. ______________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Bibliografia
Firma QIAGEN udostepnia obszerng, aktualng internetowg baze publikaciji
naukowych dotyczgcych produktéw QIAGEN. Zaawansowane opcje

wyszukiwania umozliwiajg znajdowanie potrzebnych artykutéw wedtug stow
kluczowych, zastosowan, obszarow 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 badz
lokalnym dystrybutorem firmy QIAGEN.
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Informacje dot. zamawiania

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
artus HI Virus-1 RG Na 24 reakcje: 2 Mastermiksy, 4513263
RT-PCR Kit (24) 4 standardy ilosciowe, kontrola
wewnetrzna, woda (odpowiednia do
PCR)
artus HI Virus-1 RG Na 96 reakcji: 2 Mastermiksy, 4513265
RT-PCR Kit (96) 4 standardy ilo$ciowe, kontrola
wewnetrzna, woda (odpowiednia do
PCR)
QIAamp DSP Virus Kit — przeznaczony do izolacji
wirusowych kwasow nukleinowych z ludzkiej surowicy;
do diagnostyki in vitro
QlAamp DSP Virus Kit  Na 50 izolacji: kolumny wirownicze 60704
QlAamp MinElute®, bufory, odczynniki,
probowki, przedtuzacze kolumn i
ztgczki VacConnectors
Rotor-Gene Q MDx — zwalidowany do analizy real-time PCR
w zastosowaniach klinicznych IVD
Rotor-Gene Q MDx TermocykKler typu real-time PCR z 5 9002023
5plex System kanatami (zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria;
zawiera 1 rok gwaranciji na czesci i
robocizne, w cenie instalacja i
szkolenie
Rotor-Gene Q MDx Termocykler typu real-time PCR z 5 9002022
5plex Platform kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria,;
zawiera 1 rok gwaranciji na czesci i
robocizne, instalacja i szkolenie nie sg
wliczone w cene
Rotor-Gene Q MDx TermocykKler typu real-time PCR z 9002033
5plex HRM System wysokorozdzielczg analizg topnienia
(HRM), z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
plus kanat HRM, laptop,
oprogramowanie, akcesoria; zawiera 1
rok gwarancji na czesci i robocizne, w
cenie instalacja i szkolenie
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

Rotor-Gene Q MDx TermocykKler typu real-time PCR z 9002032
5plex HRM Platform wysokorozdzielczg analizg topnienia

(HRM), z 5 kanatami (zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, fioletowy),

plus kanat HRM, laptop,

oprogramowanie, akcesoria; zawiera 1

rok gwarancji na czesci i robocizne,

instalacja i szkolenie nie sg wliczone w

cene
Rotor-Gene Q MDx TermocykKler typu real-time PCR z 6 9002043
6plex System kanatami (niebieski, zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria,;
zawiera 1 rok gwarancji na czesci i
robocizne, w cenie instalacja i

szkolenie
Rotor-Gene Q MDx Termocykler typu real-time PCR z 6 9002042
6plex Platform kanatami (niebieski, zielony, zotty,

pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria;
zawiera 1 rok gwaranciji na czesci i
robocizne, instalacja i szkolenie nie sg
wliczone w cene

Rotor-Gene Q — doskonata wydajnos¢ w real-time PCR

Rotor-Gene Q 5plex Termocykler typu real-time PCR z 5 9001640
System kanatami (zielony, zotty,

pomaranczowy, czerwony, fioletowy),

laptop, oprogramowanie, akcesoria;

zawiera 1 rok gwarancji na czesci i

robocizne, w cenie instalacja i

szkolenie
Rotor-Gene Q 5plex TermocykKler typu real-time PCR z 5 9001570
Platform kanatami (zielony, zétty,

pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria,;
zawiera 1 rok gwarancji na czesci i
robocizne, instalacja i szkolenie nie sg
wliczone w cene
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Produkt Zawartosc

Nr kat.

Rotor-Gene Q 5plex Termocykler typu real-time PCR z

HRM System wysokorozdzielczg analizg topnienia
(HRM), z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
plus kanat HRM, laptop,
oprogramowanie, akcesoria; zawiera 1
rok gwarancji na czesci i robocizne, w
cenie instalacja i szkolenie

Rotor-Gene Q 5plex Termocykler typu real-time PCR z

HRM Platform wysokorozdzielczg analizg topnienia
(HRM), z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
plus kanat HRM, laptop,
oprogramowanie, akcesoria; zawiera 1
rok gwarancji na czesci i robocizne,
instalacja i szkolenie nie sg wliczone w
cene

Rotor-Gene Q 6plex TermocykKler typu real-time PCR z 6

System kanatami (niebieski, zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria,;
zawiera 1 rok gwaranciji na czesci i
robocizne, w cenie instalacja i
szkolenie

Rotor-Gene Q 6plex Termocykler typu real-time PCR z 6

Platform kanatami (niebieski, zielony, zotty,
pomaranczowy, czerwony, fioletowy),
laptop, oprogramowanie, akcesoria;
zawiera 1 rok gwaranciji na czesci i
robocizne, instalacja i szkolenie nie sg
wliczone w cene

Rotor-Gene Q accessories

Blok na probowki Aluminiowy blok do recznego

72 x 0,1 ml nastawiania reakcji pipeta
jednokanatowg w 72 probowkach o
poj. 0,1 ml

Blok na probdéwki 96 x  Aluminiowy blok do recznego

0,2 ml nastawiania reakcji w standardowym
uktadzie mikroptytki 8 x 12 przy uzyciu
96 probéwek o poj. 0,2 ml
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Produkt Zawartosc¢ Nr kat.

Probowki w stripach z 250 stripow po 4 probowki z korkami 981103
korkami, 0,1 ml (250) na 1000 reakcji

Probowki w stripach z 10 x 250 stripéw po 4 probowki z 981106
korkami, 0,1 ml (2500) korkami na 10,000 reakcji

Probowki do PCR, 0,2 1000 cienkosciennych probéwek na 981005
ml (1000) 1000 reakcji

Probowki do PCR, 0,2 10 x 1000 cienko$ciennych probéwek 981008
ml (10000) na 10,000 reakcji

Aktualne informacje na temat licenciji i zastrzezen dotyczgcych konkretnych
produktow mozna uzyskac z podrecznika odpowiedniego zestawu QIAGEN
lub z instrukcji obstugi. Podreczniki zestawow QIAGEN i instrukcje obstugi sg
dostepne na stronie www.giagen.com. Mozna je takze zaméwi¢ w dziale
pomocy technicznej firmy QIAGEN lub u lokalnego dystrybutora.
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Zakup tego produktu umozliwia zastosowanie go przez nabywce do przeprowadzania czynno$ci diagnostycznych w zakresie diagnostyki in vitro u
ludzi. Niniejszym nie udziela sie praw patentowych ani innych licencji zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajagcym z nabycia
produktu.

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

Zestawy artus HI Virus-1 RG RT-PCR oraz QIAamp DSP Virus sa zestawami disgnostycznymi oznakowanymi znakiem CE wg Europejskiej
Dyrektywy Diagnostyki in vitro 98/79/EC. Nie sg dostepne we wszystkich krajach.

Ograniczona umowa licencyjna
Uzytkowanie tego produktu oznacza wyrazenie zgody nabywcy lub uzytkownika zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR na nastepujgce warunki:

1. Zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR mozna uzywa¢ wytacznie zgodnie z Instrukcjg obstugi zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR i tylko
razem z elementami zawartymi w zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji na swojg wtasnos$¢ intelektualng w zakresie uzytkowania lub
wigczania dotgczonych sktadnikéw tego zestawu do innych skfadnikéw, ktére nie zostaty dotgczone do tego zestawu, za wyjatkiem przypadkow
opisanych w Instrukcji obstugi zestawu artus HI Virus-1 RG RT-PCR oraz dodatkowych protokotéw dostepnych na stronie www.giagen.com.

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

3. Ten zestaw i jego sktadniki posiadajg licencje wytgcznie na jednorazowe uzycie i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub
sprzedawad.

4. Firma QIAGEN w szczegdlnosci odrzuca wszystkie inne licencje, wyrazone lub domniemane, za wyjatkiem licencji wyraznie podanych w
dokumentacji.

5. Nabywca i uzytkownik tego zestawu wyrazajg zgode na niepodejmowanie ani niepozwalanie stronom trzecim na podejmowanie krokéw, ktére
mogtyby prowadzi¢ do czynnos$ci zabronionych powyzej lub utatwia¢ takie czynnosci. Firma QIAGEN moze egzekwowac¢ zakazy niniejszej
Ograniczonej umowy licencyjnej w sgdzie i bedzie dochodzi¢ odzyskania wszystkich kosztéw sgdowych i procesowych, wigcznie z kosztami
prawnikéw, przy wszystkich dziataniach, ktére bedg miaty na celu egzekucje postanowien niniejszej Ograniczonej umowy licencyjnej lub praw do
wiasnosci intelektualnej zwigzanych z tym zestawem i/lub jego sktadnikami.

Aktualne warunki licencji s dostepne na stronie www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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