Karta zastosowania QIAsymphony® RGQ

Zastosowanie QlAsymphony RGQ
artus® HCV QS-RGQ Kit

(typ prébki: osocze)

Przed wykonaniem testu nalezy sprawdzi¢ dostgpnos¢ nowych
c E elektronicznych wersji oznakowania pod adresem

0197

www.giagen.com/products/artushcvrgpcrkitce.aspx. Status

aktualnej wersji jest wskazywany przez date wydania (format:

miesigc/rok).

Informacje ogéine

Zestaw

Zatwierdzony materiat probki

Oczyszczanie poczgtkowe

Objetos¢ probki (wliczajgc w to nadwyzke)

Zestaw parametréw badania

DomyslIny zestaw ustawien kontrolnych

badania

Obijetosé elucii

Wymagana wersja oprogramowania

Objetos¢ mieszaniny Master mix

Objetos¢ matrycy

Liczba reakcji

Czas trwania programu w module AS

artus HCV QS-RGQ Kit, wersja 1, 4518363, 4518366
Ludzkie osocze z EDTA

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (nr kat. 937055)
1200 pl

artus_HCV_plasmal000_V4

Cellfree1000_V6_DSP_artus_ HCV

60 pl

Wersja 4.0 lub wyzsza

30 ul

20 pl

6—-24 lub 6-72*

W przypadku 6 reakgji: okoto 9 minut
W przypadku 72 reakc;ji: okoto 35 minut

* W przypadku wykonywania wielu cykli badan nalezy upewni¢ sie, ze nie przekroczono limitu: 72

reakcje i 1 adapter statywu badan. Unika¢ przedtuzonego czasu inkubacji (>30 minut) miedzy

zakonczeniem cyklu a przenoszeniem do aparatu Rotor-Gene® Q.
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Sample & Assay Technologies



Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Zestaw do oczyszczania u
Adaptery do aparatu u
QIAsymphony SP
H
Materiaty eksploatacyjne dla u
aparatu QIAsymphony SP u
[
|
[
|
[
Adaptery i uchwyty na u
odczynniki dla QIAsymphony
AS u
H

Materialy eksploatacyjne dla u
aparatu QIAsymphony AS u

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (nr kat.
937055)

Elution Microtube Rack QS (Cooling Adapter, EMT, v2,
Qsym, nr kat. 9020730)

Tube Insert 3B (Insert, 2.0ml v2, samplecarr. (24),
Qsym, nr kat. 9242083)

Sample Prep Cartridges, 8-well (nr kat. 997002)

8-Rod Covers (nr kat. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (nr kat. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (nr kat. 990332)

Elution Microtubes CL (nr kat. 19588)

Tip disposal bags (nr kat. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H lub Micro tubes 2.0 ml Type |
(Sarstedt, nr kat. 72.693 i 72.694, www.sarstedt.com) do
uzytku z prébkami i kontrolami wewnetrznymi

Reagent holder 1 QS (Cooling Adapter, Reagent Holder
1, Qsym, nr kat. 9018090)

Reagent holder 2 QS (Cooling Adapter, Reagent Holder
2, Qsym, nr kat. 9018089)

RG Strip Tubes 72 QS (Cooling Adapter, RG Strip
Tubes 72, Qsym, nr kat. 9018092)

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (nr kat. 981103)

Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (nr kat. 997102)* lub
Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt, nr kat. 72.694.005)
Tube, conical, 5 ml, Qsym AS (nr kat. 997104)* lub
Tubes with flat base from PP (Sarstedt, nr kat.
60.558.001)

Reagent Bottles, 30 ml, Qsym AS (nr kat. 997108)
Elution Microtubes CL (nr kat. 19588)

Filter-Tips, 1500 pl (nr kat. 997024)

Filter-Tips, 200 pl (nr kat. 990332)

Filter-Tips, 50 pl (nr kat. 997120)

Tip disposal bags (nr kat. 9013395)

* Prosze sprawdzi¢ dostepnosc.
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Przechowywanie i sposéb postepowania z
prébkami

Pobieranie probek Prébka krwi
5-10 ml krwi z EDTA
Wymieszac, odwracajgc 8x — nie wstrzgsac!

Nie nalezy uzywac ludzkich probek heparynizowanych

Przechowywanie Rozdzielenie: wirowanie przez 20 minut, 800-1600 x g w ciggu 24
probek godzin od pobrania

Przenies¢ oddzielone osocze do jatowej prébki z polipropylenu
Stabilnos¢ wirusowego RNA w otoczce w temperaturze™:
4°C dni
—20°C tygodnie
—70°C miesigce
Transport prébek Transport w pojemniku odpornym na rozbicie
Dostawa w ciggu 24 godzin

Wysytka pocztg zgodnie z przepisami prawa dotyczacymi transportu
materiatu zakaznegot

Probki krwi nalezy transportowa¢ w warunkach chtodniczych (od 2 do
8°C)

Substancje Heparyna (=10 IU/ml) ma wptyw na reakcje PCR. Nie nalezy uzywac

zaktécajgce probek pobranych do probéwek zawierajgcych heparyne jako
antykoagulant oraz prébek pobranych od pacjentow leczonych
heparyna.

Podwyzszony poziom albumin (<6 g/dl), bilirubiny (<30 mg/dl), lipidéw
(=1 g/dl tréjglicerydéw) oraz probki zhemolizowane (<2 g/dl
hemoglobiny) nie zaktécajg dziatania systemu.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, str. 452—-456.
T Miedzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikéw Powietrznych (International Air Transport Association,
IATA). Przepisy dotyczgce transportu materiatdw niebezpiecznych w miedzynarodowym transporcie

lotniczym (Dangerous Goods Regulations).
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Procedura

Przygotowanie nosnika RNA i dodanie kontroli
wewnetrznej do préobek

Stosowanie zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit w potaczeniu z zestawem artus HCV
QS-RGQ Kit wymaga wprowadzenia kontroli wewnetrznej (IC RG wirusa zapalenia watroby typu C)
do procedury oczyszczania w celu monitorowania wydajnosci przygotowania probek i dalszych

testow.

Kontrole wewnetrzne nalezy doda¢ wraz z mieszaning nosnik RNA (CARRIER)-bufor Buffer AVE
(AVE). Catkowita objeto$¢ mieszaniny kontrola wewnetrzna—nosnik RNA (CARRIER)-bufor Buffer
AVE (AVE) nadal wynosi 120 pl.

Tabela przedstawia dodawanie kontroli wewnetrznej do procedury izolacji w stosunku 0,1 pl na 1 pl
objetosci elucji. Zaleca sie przygotowanie swiezych mieszanin dla kazdego cyklu bezposrednio przed

uzyciem.
Objetos¢ (ul) Objetos¢ (ul)
Sktadnik (probdéwki Sarstedt®)* (probowki BD™)t
Roztwdr podstawowy 5 c
nos$nika RNA (CARRIER)
Kontrola wewnetrzna* 9 9
Buffer AVE 106 106
Objetos¢ koncowa na
probke (wylaczajac 120 120
objetos¢ martwa)
Catkowita objetos¢ dla n
a (n x 120) + 3608 (n x 120) + 600"
probek

* Micro tubes 2.0 ml Type H i Micro tubes 2.0 ml Type |, Sarstedt, nr kat. 72.693 i 72.694.

T Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Becton Dickinson, nr kat. 352051).

* Obliczenie ilosci kontroli wewnetrznej opiera sie na poczatkowych objetosciach elucji (90 ul).
Dodatkowa objeto$¢ nieuzyteczna zalezy od typu uzytej probdéwki.

§ Wymagana jest objetos¢ mieszaniny kontroli wewnetrznej odpowiadajgca 3 dodatkowym prébkom
(tj. 360 ul). Nie napetnia¢ do wiecej niz 1,92 ml catkowitej objetosci (co odpowiada maksymalnej
liczbie 13 prébek. Objetosci te sg charakterystyczne dla mikroprobowek Micro tubes 2.0 ml Type H
i Micro tubes 2.0 ml Type |, Sarstedt, nr kat. 72.693 i 72.694).

T Wymagana jest objeto$é mieszaniny kontroli wewnetrznej odpowiadajgca 5 dodatkowym prébkom
(tj. 600 pl). Nie napetnia¢ do wiecej niz 13,92 ml catkowitej objetosci (co odpowiada maksymalnej
liczbie 111 probek. Objetosci te sg charakterystyczne dla probéwek Tube 14 ml, 17 x 100 mm
polystyrene round-bottom, Becton Dickinson, nr kat. 352051).
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Konfiguracja aparatu QIAsymphony SP

Szuflada ,,Waste” (Odpady)

Uchwyt na opakowanie jednostkowe 1-4 Oprozni¢ opakowania jednostkowe
Uchwyt na worek na odpady Worek na odpady

Oprozni¢ i zainstalowa¢ butle na odpady
Uchwyt na butle na odpady ptynne .
ptynne

Szuflada ,,Eluate” (Eluat)

Statyw elucji Uzy¢ gniazda 1, pozycja chtodzenia

Obietosé elucii® Wstepnie wybrana objetos¢ elucji: 60 pl
0S¢ elucji
e g Poczatkowa objetos¢ elugiji: 90 pl

* Objetosc¢ elucji jest wybrana wstepnie dla danego protokotu. Jest to minimalna dostepna objeto$¢
eluatu w koncowej probdwce elucji. Poczatkowa objetos¢ roztworu elucji jest wymagana do

zapewnienia wlasciwej rzeczywistej objetosci eluatu, rownej wczesniej zdefiniowanej wartosci.

Szuflada ,,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty
eksploatacyjne)

Kartridz z odczynnikami (reagent Zatadowac 1 kartridz z odczynnikami (RC)

cartridge, RC), pozycjali?2 na maksymalnie 48 probek lub 2 nowe
kartridze z odczynnikami (RC) na
maksymalnie 96 probek

Uchwyt statywu na koncoéwki, ZatadowaC wystarczajgca liczbe statywow
pozycja 1-4 na jednorazowe koncéwki z filtrem, 200 pl
(patrz ,Wymagany sprzet z tworzywa
sztucznego dla 1-4 partii probek”, strona 6)

Uchwyt statywu na koncéwki, ZatadowaC wystarczajgca liczbe statywéw
pozycja 5-18 na jednorazowe koncowki z filtrem, 1500 pl
(patrz ,Wymagany sprzet z tworzywa
sztucznego dla 1-4 partii prébek”, strona 6)

Uchwyt na opakowanie jednostkowe, Zatadowa¢ 3 opakowania jednostkowe
pozycja 1-3 zawierajgce kartridze sample prep

Uchwyt na opakowanie jednostkowe, Zatadowa¢ 1 opakowanie jednostkowe
pozycja 4 zawierajgce zamkniecia 8-Rod Covers
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Szuflada ,,.Sample” (Prébka)

Typ prébki Osocze
Objetos¢ probki (wliczajac w to
je . P ( ja 1200 i

nadwyzke)

Probowki Micro tubes 2.0 ml Type H lub Micro tubes
2.0ml Type | (Sarstedt, nr kat. 72.693 i
72.694)

Wkiad Tube Insert 3B (nr kat. 9242083)

Wymagany sprzet z tworzywa sztucznego dla 1-4 partii probek

Jedna partia, Dwie partie, Trzy partie, Cztery partie,
24 probki* 48 prébek* 72 probki* 96 probek*

Jednorazowe
koncowki z filtrem, 28 52 76 100
200 pit*
Jednorazowe
koncowki z filtrem, 113 206 309 402
1500 pit*
Kartridze sample

21 42 54 72
prep®
Zamkniecia 8-Rod

3 6 9 12
Covers'

* Uzycie wiecej niz jednej probowki z kontrolg wewnetrzng na partie oraz przeprowadzenie wiecej niz
jednego skanowania inwentaryzujgcego wymaga dodatkowych jednorazowych koncowek z filtrem.

T Statyw na koncowki zawiera 32 koncdwki z filtrem.

* Liczba wymaganych koncowek z filtrem obejmuje koncowki z filtrem dla 1 skanowania
inwentaryzujgcego na kartridz z odczynnikami.

§ Opakowanie jednostkowe zawiera 28 kartridzy sample prep.

T Opakowanie jednostkowe zawiera dwanascie zamknie¢ 8-Rod Covers.

Karta zastosowania QIAsymphony RGQ: zestaw artus HCV QS-RGQ Kit (typ probki: osocze)

Strona 6z 19



Konfiguracja aparatu QIAsymphony AS

Materialy eksploatacyjne

Podczas konfiguracji pozycje odpowiednie dla kazdego materiatu eksploatacyjnego w module
QIAsymphony AS s3g wyswietlane na ekranie dodatkowym aparatu.

Do uzytku z
Nazwa wyswietlona na adapterem/uchwytem na
Materiaty eksploatacyjne ekranie dotykowym odczynniki

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml  QIA#981103 *StripTubes 0.1 RG Strip Tubes 72 QS
(250)

Tubes, conical, 2 ml, Qsym QIA#997102 *T2.0 ScrewSkirtt Reagent holder 1 QS
AS (500)# Reagent holder 2 QS

Tube, conical, 5 ml, Qsym AS QIA#997104 *T5.0 ScrewSkirt® Reagent holder 1 QS

(500)t* Reagent holder 2 QS
Reagent Bottles, 30ml, Qsym  QIA#997108 *Bottle 30ml® Reagent holder 2 QS

AS (50)

Elution Microtubes CL QIA#19588 * EMTR Elution Microtube Rack QS
(24 x 96)

* Oznacza sprzet laboratoryjny, ktéry mozna schiodzi¢ za pomocg adaptera chtodzacego z kodem
kreskowym.

T Dla odczynnikéw wchodzgcych w skiad mieszaniny Master mix, mieszaniny master mix

przygotowanej w systemie, wzorcOw oznaczenia i kontroli oznaczenia.

* Zamiennie mozna uzyé probowek Sarstedt opisanych w czesci ,Materialy wymagane, ale
niedostarczone”, strona 2.

§ Przyrostek ,(m)” widoczny na ekranie dotykowym oznacza, ze obliczenia dotyczace poziomu ptynu

dla stosownej probdwki zoptymalizowano pod katem odczynnikéw tworzgcych menisk wklesty.

Adaptery i uchwyty na odczynniki

Statyw/uchwyt na Nazwa Wymagana liczba'
odczynniki

Statyw prébek Elution Microtube Rack QS 1
Uchwyty na odczynniki Reagent holder 1 QS 1

Statywy badan RG Strip Tubes 72 QS 1

T llo$¢ obliczona dla cyklu oznaczen z 72 reakcjami.
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Koncowki z filtrem

Zatadowac statywy na koncowki, zaczynajac od gniazd na koncowki 1, 2 i 3 w szufladzie ,Eluate and
Reagents” (Eluat i odczynniki), a nastepnie zatadowa¢ statywy na koricéwki do gniazd na kohcowki 7,

8 i 9 w szufladzie ,Assays” (Badania).

Nazwa
wyswietlona na Minimalna Minimalna

Rodzaj materiatu ekranie liczba dla 24 liczba dla 72
eksploatacyjnego dotykowym reakcji reakcji
Filter-Tips, 1500 pl (1024) 1500 pl 5 6
Filter-Tips, 200 pl (1024) 200 pl 10 10
Filter-Tips, 50 ul (1024) 50 pl 25 73

Tip Disposal Bags - 1 1
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Reakcja RT-PCR w aparacie Rotor-Gene Q

Zestaw artus HCV QS-RGQ Kit mozna uruchomi¢ na aparacie Rotor-Gene Q, korzystajac z recznej
analizy za pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q w wersji 2.1 lub wyzszej lub korzystajac ze
zautomatyzowanej analizy realizowanej przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene AssayManager®.
W ponizszych sekcjach opisano ustawienia i sposob konfiguracji przy uzyciu 2 réznych

oprogramowan.

Reakcja RT-PCR wykonywana za pomoca
oprogramowania Rotor-Gene Q w wersji 2.1 lub
wyzszej

Ustawi¢ ponizsze parametry dla reakgiji.

Reaction Volume 50
(Objetos¢ reakcyjna) (pl)

Hold (Wstrzymanie) Hold Temperature (Temperatura wstrzymania): 50 stopni

Hold Time (Czas wstrzymania): 30 min

Hold 2 (Wstrzymanie 2) Hold Temperature (Temperatura wstrzymania): 95 stopni
Hold Time (Czas wstrzymania): 15 min

Cycling (Wykonywanie cykli) 50 razy
95 stopni przez 30 sekund
50 stopni przez 60 sekund

72 stopnie przez 30 sekund

Auto-Gain Optimisation 50 stopni
Setup (Konfiguracja (Probki: kanat zielony; IC: kanat pomaranczowy)
optymalizacji wzmocnienia

automatycznego)

Szczegotowe instrukcje znajdujg sie w karcie protokotu ,Konfiguracja w celu uruchomienia zestawow
artus QS-RGQ Kit” (Settings to run artus QS-RGQ Kits) pod adresem
www.qiagen.com/products/artushcvrgpcrkitce.aspx.

Karta zastosowania QIAsymphony RGQ: zestaw artus HCV QS-RGQ Kit (typ probki: osocze)

Strona 9z 19



Reakcja RT-PCR wykonywana za pomoca
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager

W celu przeprowadzenia automatycznej analizy przy uzyciu zestawu artus HCV QS-RGQ Kit za
pomocg oprogramowania Rotor-Gene AssayManager w bazie danych oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager muszg by¢ zainstalowane wymienione ponizej pliki.

| Narzedzie artus w wers;ji basic (dostepne do pobrania ze strony
www.giagen.com/Products/Rotor-GeneAssayManager.aspx)

| Profil oznaczenia artus HCV QS-RGQ dla prébek osocza
(AP_artus_HCV_plasma1000_QS_V1.iap) (dostepny do pobrania ze strony

www.giagen.com/products/artushcvrgpcrkitce.aspx)

Opis instalacji tych plikéw zawiera dokument Podrecznik uzytkownika aplikacji podstawowej
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager (Rotor-Gene AssayManager Core Application User
Manual).

Po zainstalowaniu tych plikbw oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager moze wykorzystaé
informacje podane w pliku wynikowym aparatu QIAsymphony AS do skonfigurowania programu
amplifikacji podczas reakcji PCR w czasie rzeczywistym i pdzniejszej automatycznej analizy. Opis
importowania plikéw wynikowych aparatu QIAsymphony AS do oprogramowania Rotor-Gene
AssayManager zawiera dokument Podrecznik uzytkownika aplikacji podstawowej oprogramowania
Rotor-Gene AssayManager. Nalezy zauwazyé, ze w przypadku oprogramowania Rotor-Gene

AssayManager nie jest konieczne wyeksportowanie plikow cyklera.

Interpretacja wynikow

W niniejszej sekcji opisano sposéb interpretacji wynikdw uzyskanych za pomoca aparatu Rotor-Gene
Q. W celu analizy petnego przebiegu pracy, ,od prébki do uzyskania wyniku”, nalezy réwniez przejrze¢
informacje dotyczace statusu prébki, ktére znajdujg sie w plikach wynikowych aparatéw QIAsymphony
SP/AS. Nalezy uzywac¢ wytacznie probek, ktére majg wazny status.

Zestaw artus HCV QS-RGQ Kit mozna uruchomi¢ na aparacie Rotor-Gene Q, wykorzystujgc reczng
analize realizowang przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene Q w wersji 2.1 lub wyzszej lub
automatyczng analize realizowang przy uzyciu oprogramowania Rotor-Gene AssayManager. W
ponizszych sekcjach opisano interpretacje wynikow przy uzyciu 2 réznych oprogramowan.
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Interpretacja wynikéw za pomoca oprogramowania

Rotor-Gene Q w wersji 2.1 lub wyzsze|

Detekcja sygnatu i wnioski

Sygnat w
Sygnat w pomaranczowym
zielonym kanale kanale
fluorescencyjnym fluorescencyjnym
(Cycling Green) (Cycling Orange)

Wynik
ilosciowy
(IU/ml)

Interpretacja

Tak Tak

Tak Tak

Tak Tak/Nie*

Tak Tak/Nie*

<21

221i<35

235
i<1,77 x 107

>1,77 x 107

Wynik wazny: wykryto RNA
wirusa HCV, <35 1U/ml,
oznaczenie ilosciowe nie
jest mozliwe, gdyz wynik
iloéciowy znajduje sie
ponizej granicy
wykrywalnosci. Nie mozna
zapewni¢ odtwarzalnosci
pozytywnych wynikow.

Wynik wazny: wykryto RNA
wirusa HCV, <35 IU/ml,
oznaczenie ilosciowe nie
jest mozliwe, gdyz wynik
ilosciowy znajduje sie
ponizej zakresu liniowego
oznaczenia.

Wynik wazny: wykryto RNA
wirusa HCV w obliczonym
stezeniu,

wynik ilosciowy miesci sie
w zakresie liniowym

oznaczenia.

Wynik wazny: wykryto RNA
wirusa HCV,

>1,77 x 107 1U/ml:
oznaczenie ilosciowe nie
jest mozliwe, gdyz wynik
ilosciowy znajduje sie
powyzej zakresu liniowego
oznaczeniaf.
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Wynik wazny: Nie wykryto
RNA wirusa HCV*,

Nie Tak -

. i Wynik niewazny: Wynik jest
Nie Nie — .
niejednoznaczny?.

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

Jesli pozadane jest oznaczenie ilosciowe, nalezy rozcienczy¢ probke osoczem wolnym od wirusa

—+

HCV i ponownie przetworzy¢ probke. Wynik ilosciowy uzyskany dla ponownie przetworzonej prébki
nalezy pomnozy¢ przez wspotczynnik rozcienczenia.

+

Jesli w reakcji wartos¢ Cr dla kontroli wewnetrznej negatywnej probki przekracza o ponad 3 cykle
warto$¢ Cr dla kontroli wewnetrznej kontroli bez matrycy (no template control, NTC) (Cr probkiic — CT
icnTc >3), wowczas takg probke nalezy traktowaé jako niewazng. Wynik jest niejednoznaczny.

w

Informacje dotyczace przyczyn btedow oraz ich rozwigzywania mozna znalez¢ w czesci
»,Rozwigzywanie problemoéw” dokumentu HCV QS-RGQ Kit — Instrukcja obstugi (HCV QS-RGQ Kit
Handbook).

Konfiguracja wartosci progu dla analizy PCR

Doboru optymalnych ustawien wartosci progu dla danej kombinacji aparatu Rotor-Gene Q i zestawu
artus QS-RGQ Kit nalezy dokona¢ empirycznie, sprawdzajgc kazda kombinacje oddzielnie, poniewaz
jest to warto$¢ wzgledna, zalezna od catosciowego przebiegu pracy diagnostycznej. Dla pierwszego
cyklu PCR warto$¢ progu mozna ustawi¢ na wstepnym poziomie 0,04. Jednakze warto$¢ te nalezy
precyzyjnie dostosowaé poprzez analize porownawczg kolejnych cykli przebiegu pracy. Wartosé
progu nalezy ustawi¢ recznie tuz powyzej wartosci sygnatu tta negatywnych kontroli i negatywnych
prébek. Srednia warto$¢ progu obliczona na podstawie tych eksperymentéw najprawdopodobniej
bedzie odpowiednia dla wigekszo$ci przysztych oznaczen. Jednakze pomimo tego uzytkownik
powinien regularnie sprawdzac te wyznaczong wartos¢. Warto$¢ progu zwykle miesci sie w zakresie
0,03-0,05 i nalezy jg zaokragli¢ do co najwyzej trzech miejsc po przecinku.

Oznaczenie ilosciowe

Wzorce ilosciowe (Hep. C Virus RG QS 1-4) z zestawu artus HCV QS-RGQ Kit sg traktowane jak
wczesniej oczyszczone probki i stosowana jest ta sama objetos¢ (20 ul). Aby wyznaczy¢ krzywg
wzorcowg w aparatach Rotor-Gene Q, nalezy uzy¢ wszystkich 4 wzorcéw ilosciowych i zdefiniowac
je w oknie dialogowym ,Edit Samples” (Edytuj prébki) w aparacie Rotor-Gene Q jako wzorce o
okreslonych stezeniach (patrz instrukcja obstugi aparatu).
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Uwaga: Standardy iloSciowe sg zdefiniowane w IU/ul**. Aby przeksztatci¢ warto$ci wyznaczone z
krzywej wzorcowej na |[U/ml materiatu probki, nalezy skorzysta¢ z ponizszego wzoru

Wynik (IU/ul) x poczatkowa objetos¢ elucji (90 ul)t

Wynik (1U/ml) =
Objetos¢ probki (ml)

Zasadg jest wstawienie poczgtkowej objetosci prébki do powyzszego wzoru. Nalezy tak postapic, jesli

przed izolacjg kwasu nukleinowego zmianie ulegta objeto$¢ probki (np. zmniejszyta sie w wyniku

odwirowania lub zwigkszyta sie przez dodanie objetosci wymaganej do izolacji).

Przelicznik

W przypadku detekcji RNA wirusa HCV za pomocg aparatu Rotor-Gene Q 1 1U/ml odpowiada 1,21
kopii/ml. Przelicznik stanowi warto$¢ przyblizong wyznaczong na podstawie $redniej wartosci

przelicznika w obrebie dynamicznego zakresu oznaczenia.

* Wzorzec skalibrowano wzgledem migdzynarodowego standardu dla wirusa HCV okreslonego
przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (World Health Organization, WHO).

t Obliczenie jest oparte na poczatkowych objetosciach elucji (90 pl).
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Przyktady pozytywnych i negatywnych reakcji PCR

Znorm. Fluoro.

QS4
QS3

QS2
. QS1

AN

=

Y40 a5 c

Prog
NSNS NTC
2 [T 5 "o s 20 s 30 135

Detekcja wzorcéw ilosciowych (Hep. C Virus QS 1-4) w zielonym kanale fluorescencyjnym
(Cycling Green). NTC: No template control (kontrola bez matrycy) (kontrola negatywna).

Znorm. Fluoro.

03] NTC

QS1-QS 4

0.1

Prog
9

Bl [ 5 0 "5 20 25 30 '35 40 45 oy
Detekcja kontroli wewnetrznej (internal control, IC) w pomaranczowym kanale
fluorescencyjnym (Cycling Orange) z réwnoczesng amplifikacjg wzorcow ilosciowych (Hep. C
Virus QS 1-4). NTC: No template control (kontrola bez matrycy) (kontrola negatywna).
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Interpretacja wynikéw za pomoca oprogramowania

Rotor-Gene AssayManager

Profil oznaczenia artus HCV QS-RGQ dla probek osocza zawiera wszystkie zasady automatycznej
interpretacji wynikow oznaczenia. Na podstawie tych zasad oprogramowanie oceni waznos¢ lub brak
waznosci prébek i kontroli. W wyniku automatycznej analizy moga zosta¢ wygenerowane ponizsze

flagi.

Flaga

Znaczenie

Opis

ASSAY_INVALID

CORRESPONDING_
CONTROL_INVALID

CORRESPONDING_
POSITIVE_CONTROL _
TARGET_INVALID

CT_ABOVE_
ACCEPTED_RANGE

CT_BELOW_
ACCEPTED_RANGE

CURVE_SHAPE_
ANOMALY

FLAT_BUMP

FLUORESCENCE_
TOO_LOW

Brak waznosci

Brak waznosci

Brak waznosci

Brak waznosci

Brak waznosci

Brak waznosci

Brak waznosci

Brak waznosci

Oznaczenie jest niewazne, poniewaz co najmniej

jedna kontrola zewnetrzna jest niewazna.

Wynik otrzymany dla sekwencji docelowej jest
niewazny, poniewaz cO najmniej jedna
odpowiadajgca jej kontrola zewnetrzna jest

niewazna.

Wynik otrzymany dla sekwencji docelowej jest
niewazny, poniewaz odpowiadajgca jej kontrola

pozytywna jest niewazna.

Wykryta wartos¢ Cr jest wyzsza niz zdefiniowany

punkt odciecia wartosci Cr.

Wykryta warto$¢ Cr jest nizsza niz zdefiniowany

punkt odciecia wartosci Cr.

Krzywa amplifikacji danych surowych ma ksztatt
odbiegajgcy od ksztattu oczekiwanego dla tego
oznaczenia. Istnieje wysokie prawdopodobienstwo
uzyskania nieprawidtowych wynikéw lub btednej

interpretacji wynikow.

Krzywa  amplifikacji ma  ksztalt ,réwnego
wybrzuszenia”, ktéry odbiega od ksztattu
oczekiwanego dla tego oznaczenia. Istnieje wysokie
prawdopodobienstwo uzyskania nieprawidtowych
wynikow lub  btednej interpretacji  wynikow

(okreslenie nieprawidtowej wartosci Cr).

Sygnat fluorescencyjny jest nizszy niz zdefiniowany

punkt odciecia fluorescenciji.
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Flaga Znaczenie Opis

IC_INVALID Brak waznosci Kontrola wewnetrzna, ktéra znajduje sie w tej samej
probdwce, jest niewazna.

IC_NO_SIGNAL Brak waznosci Nie wykryto sygnatu dla kontroli wewnetrznej, ktéra
znajduje sie w tej samej probdéwce.

INHIBITION_BY_CT Ostrzezenie Przekroczono zdefiniowany maksymalny zakres
wartosci Cr miedzy wartoscig Cr dla kontroli
wewnetrznej danej probki a wartoscig Cr dla kontroli
wewnetrznej probki NTC.

INHIBITION_BY_ Ostrzezenie Przekroczono zdefiniowang maksymalng réznice

FLUORESCENCE miedzy wartoscig fluorescencji kontroli wewnetrznej
prébki NTC a wartoscig fluorescencji kontroli
wewnetrznej danej probki dla ostatniego cyklu.

MULTI_THRESHOLD _ Brak waznosci Krzywa amplifikacji przekracza prég wiecej niz jeden

CROSSING

NO_CT_DETECTED

NORM_FACTOR_
ALTERATION

OUT OF_
COMPUTATION_
RANGE

SATURATION

SATURATION_
IN_PLATEAU

Brak waznosci

Ostrzezenie

Brak waznosci

Brak waznosci

Ostrzezenie

raz. Nie mozna wyznaczy¢ jednoznacznej wartosci
Cr. Ta flaga odpowiada fladze ,NEG (Multi Ct)”
oprogramowania Rotor-Gene. Szczegotowe
informacje zawiera Podrecznik uzytkownika aparatu

Rotor-Gene Q (Rotor-Gene Q User Manual).

Nie wykryto wartosci Cr dla danej sekwencii

docelowej.

Niepowodzenie normalizacji. WysSwietlana jest
nieznormalizowana krzywa amplifikacji. Nalezy

recznie sprawdzi¢ poprawnos$¢ wynikow.

Stezenie obliczone dla danej probki wykracza poza

limit techniczny.

Dane surowe fluorescenciji sg silnie nasycone przed

punktem przegiecia krzywej amplifikacji.

Dane surowe fluorescencji sg nasycone w fazie

plateau krzywej amplifikacji.
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Flaga Znaczenie Opis

SPIKE Ostrzezenie W surowych danych fluorescencji wykryto wzrost na
krzywej amplifikacji, ale jest on poza regionem, w
ktorym okreslono wartosé Cr.

SPIKE_CLOSE_TO_CT Brak waznosci Wykryto wzrost na krzywej amplifikacji blisko
wartosci Cr.

STEEP_BASELINE Brak waznosci Na krzywej amplifikacji wykryto stromo rosnacg linie
podstawowg dla surowych danych fluorescenc;ji.

STRONG_BASELINE_ Brak waznosci Na krzywej amplifikacji wykryto silny spadek linii

DIP

STRONG_NOISE

STRONG_NOISE_
IN_GROWTH_PHASE

TOO_LESS_
CORRELATION_IN_
STANDARD_CURVE

UNCERTAIN

UPSTREAM

WAVY_BASE_
FLUORESCENCE

Brak waznosci

Brak waznosci

Brak waznosci

Ostrzezenie

Zmienna

Brak waznosci

podstawowej dla surowych danych fluorescencji.

Poza fazg wzrostu (fazg wyktadniczg) krzywej

amplifikacji wykryto silny szum.

W fazie wzrostu (fazie wykladniczej) krzywej

amplifikacji wykryto silny szum.

Nie osiggnieto dolnej granicy dla wartosci R? lub

dolnej granicy dla wartosci R.

Wyniki z automatycznego skanowania danych
(Automatic Data Scan, AUDAS) sg sprzeczne z
wynikami z podstawowej analizy. Nie jest mozliwe
przeprowadzenie jednoznacznej automatycznej

oceny waznosci danych.

Status probki zostat ustawiony na niewazny lub
niejasny we wczesniejszym procesie (np. ustawienie

badania w aparacie QIAsymphony).

Uwaga: W przypadku flag ,unclear” (niejasna)
ustawionych we wczesniejszych procesach dziatanie
Rotor-Gene

programu AssayManager  jest

definiowane ~ w  $rodowisku ,Configuration”

(Konfiguracja).

W przypadku flag ,invalid” (niewazna) ustawionych
we wczesniejszych procesach oprogramowanie
Rotor-Gene AssayManager zawsze uniewaznia

takie prébki.

Na krzywej amplifikacji wykryto pofalowang linie

podstawowg dla surowych danych fluorescencji.
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Wyniki  wygenerowane przez oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager wymagaja
zatwierdzenia/odrzucenia przez uzytkownika o roli ,Approver’ (Osoba zatwierdzajgca). Wiecej
informacji o procesie zatwierdzania zawiera Podrecznik uzytkownika narzedzia artus Basic Plug-in
oprogramowania Rotor-Gene AssayManager (Rotor-Gene AssayManager artus Basic Plug-in User
Manual).

Konfiguracja wartosci progu dla analizy PCR

Profil oznaczenia artus HCV QS-RGQ dla probek osocza automatycznie ustawia warto$¢ progu.

Oznaczenie ilosciowe

Profil oznaczenia artus HCV QS-RGQ dla prébek osocza zawiera wszystkie informacje o wzorcach
ilosciowych wymaganych do obliczenia stezenia organizmu docelowego w probce lub eluacie.
Oprogramowanie Rotor-Gene AssayManager umozliwia réwniez bezposrednie przeliczenie wyniku
na inne jednostki stezenia. Wiecej informacji zawiera Podrecznik uzytkownika narzedzia artus Basic
Plug-in oprogramowania Rotor-Gene AssayManager.
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Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegodlnych

produktéow znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu

QIAGEN. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN s3 dostgpne w witrynie

www.giagen.com. Mozna je takze zamoéwic¢ w serwisie lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN
Group); BD™ (Becton, Dickinson and Company); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).
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