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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je poprednym poskytovatelom inovativnych technoldgii vzoriek
a testov, ktoré umoznuju izolaciu a detekciu obsahu akejkolfvek biologickej
vzorky. Nase moderné, vysoko kvalitné produkty a sluzby zabezpecCuju uspech
od vzorky po vysledok.

QIAGEN stanovuje normy v:

M Purifikacii DNA, RNA a proteinov

M Testoch nukleovych kyselin a proteinov
M Vyskume mikroRNA a RNAI

B Automatizacii technolégii vzoriek a testov

Nasim poslanim je umoznit vam dosiahnut’ vynikajuci uspech a prielomy. Viac
informacii najdete na stranke www.giagen.com.



http://www.qiagen.com/
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Obsah supravy

artus HBV RG PCR Kit (24) (96)
Katalégové ¢ 4506263 4506265
Pocet reakcii 24 96
Modréa HBV RG/TM Master 2x12  8x12
reakcie reakcie

Cervena HBV RG/TM QS 1* (1 x10°IU/ul) Q@S 200 200 ui
Cervena HBV RG/TM QS 2* (1 x10*1U/ul) Q@S 200 ui 200 pi
Cervena HBV RG/TM QS 3* (1 x10% IU/ul) Q@S 200 200 pi
Cervena HBV RG/TM QS 4* (1 x102I1U/ul) Q@S 200 200 pi
Cervena HBV RG/TM QS 5* (1 x 10" IU/ul) Q@S 200 200 pi
Zelena HBV RG/TM ICT IC 1000yl 2x1000 ul
Biela Voda (stupen PCR) 1000 i 1000

Prirucka 1 1

* Kvantitativny Standard.
T Interny kontrolny roztok.

Symboly

W <N> Obsahuje reagencie postacujuce pre <N> testov
g Pouzite do

Zdravotnicke diagnostické zariadenie na pouzitie

IVD v podmienkach in vitro

REF Katalégové Cislo

LOT Cislo sarze

Cislo materialu

COMP Komponenty
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CONT Obsahuje

Cislo

GTIN |dentifikator GTIN (Global Trade ltem Number)
Teplotné obmedzenia
Vyrobca

Precitajte si navod na pouzitie

o L= [

Délezita poznamka

Skladovanie

Komponenty supravy artus HBV RG PCR Kit by sa mali skladovat pri teplote -
15 °C az -30 °C a su stabilné do datumu exspiracie, ktory je uvedeny na Stitku.
Nemalo by déjst k opakovanému rozmrazovaniu a zmrazovaniu (> 2 Xx),
pretoze tym sa moéze znizit senzitivita testu. Ak sa reagencie nepouzivaju
nepretrzite, mali by sa zmrazit v alikvétach. Skladovanie pri teplote 2 — 8 °C by
nemalo byt dihsie ako 5 hodin.

Ucel pouzitia

Suprava artus HBV RG PCR Kit je amplifikaény test nukleovej kyseliny
pouzivany in vitro na kvantitativne vyjadrenie DNA virusu hepatitidy B (HBV)
v ludskej plazme. Tato suprava diagnostického testu vyuzZiva polymerazovu

retazovu reakcie (Polymerase Chain Reaction, PCR) a je nakonfigurovana na
pouzitie s nastrojmi Rotor-Gene Q Instruments.

Obmedzenia pouzivania produktu
VsSetky reagencie sa mdzu pouzit len pri diagnostike in vitro.

Tento vyrobok pouziva personal, ktory absolvoval Specialne Skolenie ohladom
diagnostickych postupov in vitro.

Na dosiahnutie optimalnych vysledkov PCR je potrebné presne dodrziavat
pouzivatelsku prirucku.

Pozornost' by sa mala venovat datumom exspiracie vytlaCenym na Skatuli
a Stitkoch vSetkych komponentov. Nepouzivajte exspirované komponenty.

Prirucka pre supravu artus HBV RG PCR Kit 12/2014 5



Aj ked je to zriedkavé, moéze dojst v pripade mutacii vo vysoko
zakonzervovanych cCastiach virusového gendmu, ktory pokryvaju priméry
supravy alalebo sonda k stanoveniu malého mnozZstva alebo k zlyhaniu
detegovania pritomnosti virusu. Validita a uc€innost dizajnu testu sa
v pravidelnych intervaloch reviduju.

Varovania a preventivne opatrenia

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratorny plast, jednorazové
rukavice a ochranné okuliare. Dal$ie informéacie najdete v prislugnych kartach
bezpeénostnych udajov (KBU). Tieto materidly su k dispozicii on-line
v praktickom a kompaktnom formate PDF na adrese www.giagen.com/safety.
Na tejto adrese modzete vyhladat, zobrazit a vytlagit KBU pre kazdu supravu
QIAGEN® a jej sucasti.

Odpad vzoriek a testov likvidujte podla miestnych bezpeénostnych predpisov.

Kontrola kvality

V sulade so certifikovanym systémom riadenia kvality QIAGEN ISO je kazda
Sarza supravy artus HBV RG PCR Kit testovana na zaklade vopred uréenych
Specifikacii, aby bola zaistena konzistentna kvalita produktu.
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Uvod

Suprava artus HBV RG PCR Kit sa sklada zo systému pripraveného na
pouzitie na detegovanie HBV DNA pomocou polymerazovej retazovej reakcie
(PCR) na nastrojoch Rotor-Gene Q Instruments. HBV RG/TM Master
obsahuje reagencie a enzymy na S$pecificki amplifikaciu regionu 134 bp
gendmu HBV a na priamu detekciu Specifického amplikdnu vo fluorescenénom

kanali Cycling Green nastroja Rotor-Gene Q alebo Rotor-Gene 6000 alebo
Cycling A.FAM™ nastroja Rotor-Gene 3000.

Okrem toho obsahuje suprava arfus HBV RG PCR Kit druhy heterolégny
amplifikaény systém na identifikovanie moznej inhibicie PCR. Ta sa deteguje
ako interny kontrolny roztok (IKR) vo fluorescenénom kanali Cycling Yellow
nastroja Rotor-Gene Q alebo Rotor-Gene 6000 alebo A.JOE™ nastroja Rotor-
Gene 3000. Detekény limit analytickej HBV PCR (pozri ,Analyticka senzitivita®,
strana 8) sa neznizi. Dodavaju sa externé pozitivhe kontrolné roztoky
(HBV RG/TM QS 1-5), ktoré umoziuju zistenie mnoZstva virusovej DNA.
Dalsie informacie najdete v &asti ,Kvantifikacia“, strana 20.

Princip

Detekcia patogénov pomocou polymerazovej retazovej reakcie (PCR) je
zaloZena na amplifikacii Specifickych regionov genédmu patogénu. Pri real-time
PCR sa amplifikovany produkt deteguje prostrednictvom fluorescenénych
farbiv. Tie su zvyCajne spojené so sondami oligonukleotidov, ktoré sa
Specificky viazu na amplifikovany produkt. Monitorovanie intenzity
fluorescencie po¢as PCR cyklu (t. j. v realnom ¢ase) umoznuje detekciu a
vyCislenie akumulujuceho sa produktu bez nutnosti opatovného otvorenia
reakénych skumaviek po PCR cykle.”

Informacie o patogéne

Virus hepatitida B (HBV) sa prenasa hlavne krvou alebo krvnymi produktmi.
TieZ je ale mozné nakazenie sa sexualne, oralne a perinatalne prenasanou
infekciou. Po v8eobecnej nevolnosti, vratane straty chuti do jedla, zvracania a
brusnych tazkosti sa u priblizne 10 — 20 % pacientov vyskytne horucka,
exantém (vyrazky na pokozke), ako aj reumatoidné problémy a problémy so
svalmi. Po dalSich 2 — 14 dnhoch sa rozvinie ZltaCcka, ktord méze sprevadzat
svrbenie. Nahla hepatitida sa vyskytne u priblizne 1 % v3etkych infikovanych
pacientov a je Casto fatalna. 5 — 10 % pacientov s hepatitidou B trpi
chronickym zapalom pecCene, ktory mdze prejst do cirhozy pecCene alebo
primarneho hepatocelularneho karcinomu.

* Mackay, |.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.

Prirucka pre supravu artus HBV RG PCR Kit 12/2014 7



Charakteristiky u€innosti

Analyticka senzitivita

Pre supravu artus HBV RG PCR Kit. sa vyhodnotil analyticky detekény limit,
ako aj analyticky detekény limit vzhladom na purifikaciu (limity senzitivity).
Analyticky detekény limit vzhladom na purifikaciu sa ur€i pomocou Klinickych
vzoriek pozitivnych na HBV v kombinacii s konkrétnou metddou extrakcie. Na
rozdiel od toho sa analyticky detekCny limit urCi bez klinickych vzoriek
a nezavisle od vybranej metddy extrakcie pomocou Standardu so znamou
koncentraciou.

Na urCenie analytickej senzitivity supravy artus HBV RG PCR Kit sa vytvorila
séria riedeni 10 do nominalneho mnozstva 0,0003 HBV IU/ul, ktora sa
analyzovala pomocou supravy artus HBV RG PCR Kit na nastrojoch Rotor-
Gene Instruments. Testovanie sa uskutoCnilo poCas 3 rdéznych dni na
8 kopiach. Vysledky sa urcili pomocou probit analyzy. Analyticky detekény limit
supravy artus HBV RG PCR Kit v kombinacii s nastrojom Rotor-Gene 3000 je
0,02 IU/ul (p =0,05). To znamena, Ze existuje pravdepodobnost 95 %, Ze
ddjde k detekcii 0,02 1U/pl.

Ekvivalencia medzi nastrojom Rotor-Gene 3000 a Rotor-Gene Q/6000 sa
zobrazila na zaklade technickych Specifikacii potvrdenych analytickym
porovnanim ucinnosti. Na obidvoch systémoch sa paralelne vykonali analyzy
probit. Analyticky detek&ny limit na nastroji Rotor-Gene Q/6000 lezi v ramci
intervalu spolahlivosti nastroja Rotor-Gene 3000. Preto sa mbze suprava
artus HBV RG PCR Kit pouzit na detekciu HBV DNA na nastroji Rotor-Gene
Q/6000 s podobnou senzitivitou.

Analyticka senzitivita s ohfadom na purifikaciu (QlAamp® DSP Virus Kit)
supravy artus HBV RG PCR Kit sa wurdila pomocou série riedeni 1.
medzinarodnej normy HBV (WHO) zo 158 na nominalnu hodnotu 0,4 HBV
IU/ml, ktora sa pridala do klinickych vzoriek plazmy. Tie boli vystavené
extrakcii DNA pomocou supravy QlAamp DSP Virus Kit (extraCny objem:
0,5 ml, eluény objem: 26 ul). Kazdé zo 7 riedeni sa analyzovalo pomocou
supravy artus HBV RG PCR Kit pocCas 3 réznych dni na 8 kopiach. Vysledky
sa urcili pomocou probit analyzy. Grafické zobrazenie probit analyzy najdete
na obrazku 1. Analyticky detekény limit s ohladom na purifikaciu supravy
artus HBV RG PCR Kit v kombinacii s nastrojmi Rotor-Gene 3000 je 3,8 IU/ml
(p=0,05). To znamena, Ze existuje pravdepodobnost 95 %, ze dbéjde
k detekcii 3,8 IU/ml.
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Obrazok 1. Probit analyza: HBV (Rotor-Gene 3000). Analyticka senzitivita vzhfadom na

purifikaciu (QIAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) supravy artus HBV RG PCR Kit na nastroji the
Rotor-Gene 3000.

Specificita

Specificita supravy artus HBV RG PCR Kit sa zabezpe&i predovdetkym
vyberom primérov a sond, ako aj vyberom prisnych podmienok reakcie.
U primérov a sond sa skontrolovali pripadné homoldgie pre vSetky sekvencie
uvedené v génovej banke pomocou sekventnej porovnavacej analyzy.
Detekovatelnost v8etkych relevantnych genotypov bola preto zaistena

pomocou zoradenia databazy a cyklu PCR na nastrojoch Rotor-Gene
Instruments s tymito genotypmi (pozri Tabufka 1).
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Tabulka 1. Testovanie Specificity relevantnych genotypov

HBV Interny
(Cycling kontrolny

Green roztok
alebo (Cycling Yellow

Virus Genotyp Zdroj A.FAM) alebo A.JOE)

HBY A (USA) Teragenix* + +

HBV B (Indonézia) Teragenix + +

HBV  C (Indonézia) Teragenix + +

HBV  C (Venezuela) Teragenix + +

HBY D (USA) Teragenix + +

HBV  E (PobreZie Slonoviny) Teragenix + +

HBV  F (Venezuela) Teragenix + +

HBY G (USA) Teragenix + +

HBV  H (Nikaragua) Teragenix + +

* Teragenix Corporation, Florida, USA.

Na dalSie testovanie Specificity sa pouZzili kmene HBV so znamymi sekvenénymi
rozdielmi v pre-core regione gendému HBV (HBV Pre-Core Mutant Panel,
Teragenix, Florida, USA). VSetkych 9 zmutovanych kmenov pre-core tohto
panela bolo mozné detegovat pomocou supravy artus HBV RG PCR Kit.

Okrem toho sa Specificita overila pomocou 100 réznych HBV negativnych
vzoriek plazmy. Nedoslo u nich k vygenerovaniu ziadnych signalov s primérmi
a sondami Specifickymi pre HBV, ktoré su zahrnuté v HBV RG/TM Master.

Potencialna krizova -reaktivita supravy artus HBV RG PCR Kit sa testovala
pomocou kontrolnej skupiny uvedenej v Tabulka 2 (strana 11). Ziadny
z testovanych patogénov nebol reaktivny. U zmieSanych infekcii sa neobjavili
Ziadne krizové reaktivity.

Linearny rozsah

Linearny rozsah (analytické meranie) supravy artus HBV RG PCR Kit sa urcil
analyzovanim série riedeni kvantitativneho Standardu HBV s rozsahom
1x 108 IU/ul az 1x102IU/ul. Série riedeni sa kalibrovali podfa 1.
medzinarodnej normy WHO pre HBV DNA.

Kazdé riedenie sa testovalo v képidch (n = 8 pre koncentracie 21 x 10° 1U/ul;
n =16 pre koncentracie <1 x 10° [U/ul) pomocou supravy artus HBV RG PCR Kit
na nastrojoch Rotor-Gene Instruments.
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Tabulka 2. Testovanie Specificity supravy s potencialne krizovo
reaktivnymi patogénmi

Interny
HBV kontrolny
(Cycling Green  roztok (Cycling
alebo Cycling Yellow alebo
Kontrolna skupina A.FAM) Cycling A.JOE)
Ludsky herpeticky virus 1 B 4
(virus herpes simplex 1)
Ludsky herpeticky virus 2 5 +
(virus herpes simplex 2)
Ludsky herpeticky virus 3 3 +
(virus varicella-zoster)
Ludsky herpeticky virus 4 _ +
(virus Eppstein-Barrovej)
Ludsky herpeticky virus 5 B +
(cytomegalovirus)
Ludsky herpeticky virus 6 - +
Virus fudskej imunodeficiencie 1 — +
Virus hepatitidy A — +
Virus hepatitidy C - +
Parvovirus B19 - +
Virus zltej zimnice - +
Lymfotropny virus T-buniek fudi 5 +
typu 1 a typu 2
Virus Coxsackie B3 — +
Virus Dengue 1 -4 — +
Escherichia coli — +

Linearny rozsah supravy artus HBV RG PCR Kit sa urcil tak, aby pokryl
koncentracie od 0,02 1U/ul do minimalne 1 x 108 1U/ul (obrazok 2).

Za predpokladu, Ze suprava QlAamp DSP Virus Kit na pouZziva na extrakciu
DNA, pokryje suprava artus HBV RG PCR Kit linearny rozsah od 1,1 IU/ml do
minimalne 4 x 10° IU/ml.
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y = 0,995x + 0,2373
R2=0,9991

Logio odhadovana koncentracia (1U/ul)
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Obrazok 2. Linearny rozsah supravy artus HBV RG PCR Kit. Vypocet linearneho rozsah.
Rovna priamka sa ur€ila pomocou linearnej regresie koncentracii vypocitanych pomocou
logaritmu log1o s nominalnymi koncentraciami log+o. Rovnica regresnej priamy je zobrazena
na obrazku.

Presnost’

Udaje o presnosti stpravy artus HBV RG PCR Kit na nastrojoch Rotor-Gene
Instruments umoziuju urenie celkovy rozptyl testu. Celkovy rozptyl sa sklada
z rozptylu v ramci testu (rozptyl niekolkych vysledkov vzoriek s rovnakou
koncentraciou v ramci jedného experimentu), rozptylu medzi testami (rozptyl
viacerych vysledkov testu, ktoré vygenerovali rézni operatori v jednom
laboratériu na réznych nastrojoch rovnakeho typu) a rozptylu medzi davkami
(rozptyl viacerych vysledkov testu pomocou réznych davok). Ziskané udaje sa
pouzili na urCenie Standardnej odchylky, rozptylu a koeficientu rozptylu pre
konkrétny patogén a interny kontrolny roztok PCR.

Udaje o presnosti supravy artus HBV RG PCR Kit sa zozbierali pomocou
kvantitativnej normy najniz8ej koncentracie (QS 5; 10 IU/ul). Testovanie sa
uskutoé&nilo s 8 képiami. Udaje o presnosti sa vypoéitali na zaklade hodnét Cr
amplifikacnych kriviek(Ct: prahovy cyklus, pozri Tabulka 3, strana 13). Okrem
toho sa udaje o presnosti pre kvantitativne vysledky v [U/ul ur€ili pomocou
prislusnych hodnét Cr (Tabulka 4). Na zaklade tychto vysledkov je celkové
Statistické rozSirenie danej vzorky s uvedenou koncentraciou na zistenie
interného kontrolného roztoku 1,29 % (Ct) alebo 8,99 % (koncentracia)
a 1,87 % (Ct). Tieto hodnoty su zaloZzené na suhrne vsetkych jednotlivych
hodndt stanovenych rozptylov.
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Tabulka 3. Udaje o presnosti na zaklade hodnét Ct

Standardna Koeficient
odchylka Rozptyl rozptylu (%)

Rozptyl v ramci testu:
HBV RG/TM QS 5 0,09 0,01 0,32
Rozptyl V ramci jcestu: 0.10 0,01 1.06
Interny kontrolny roztok
Rozptyl medzi testami:
HBV RG/TM QS 5 0.14 0,02 0,49
Rozptyl medzi te’:stami: 0.29 0,08 1,00
Interny kontrolny roztok
Rozptyl medzi davkami:
HBV RG/TM QS 5 0,38 0,15 1,39
Rozptyl medzi d’avkaml: 0.62 0.39 223
Interny kontrolny roztok
Celkovy rozptyl:
HBV RG/TM QS 5 0,36 0.13 1,29
Celkovy rozptyl: 0,52 0,27 187

Interny kontrolny roztok

Tabulka 4. Udaje o presnosti na zaklade kvantitativnych vysledkov (v 1U/ul)

Standardna Koeficient
odchylka Rozptyl rozptylu (%)

Rozptyl v ramci testu:
HBV RG/TM QS 5 0.93 0.87 9,28
Rozptyl medzi testami:
HBV RG/TM QS 5 Ot e itz
Rozptyl medzi davkami:
HBV RG/TM QS 5 1,03 1,05 10,21
Celkovy rozptyl: 0,90 0,81 8,99

HBV RG/TM QS 5
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Robustnost’

Overenie robustnosti umozZnuje stanovenie celkovej miery zlyhania supravy
artus HBV RG PCR Kit. Na overenie robustnosti sa do 100 negativnych HCV
vzoriek plazmy sa pridalo 0,05 1U/ul objemu eluatu DNA kontrolného roztoku HBV
(priblizne trojnasobna koncentracia analytickej hranice senzitivity). Po extrakcii
pomocou supravy QlAamp DSP Virus Kit (pozri €ast' ,|zolovanie DNA®, strana 18)
sa tieto vzorky analyzovali pomocou supravy artus HBV RG PCR Kit. Pre v3etky
HBV vzorky bola miera zlyhania 0 %. Okrem toho sa pomocou purifikacie a
analyzy 100 negativnych HBV vzoriek plazmy vyhodnotila masivnost interného
kontrolného roztoku. Celkova miera zlyhania bola 0 %. Inhibicie neboli
spozorované. Robustnost’ supravy artus HBV RG PCR Kit je >99 %.

Reprodukovatelnost’

Udaje o reprodukovatelnosti umoziuju pravidelné zhodnotenie Géinnosti stpravy
artus HBV RG PCR Kit, ako aj porovnanie efektivnosti s ostatnymi vyrobkami.
Tieto udaje boli ziskané pocas ucasti v uznavanych odbornych programoch.

Diagnostické vyhodnotenie

V Stadii v 2 nezavislych laboratériach sa suprava artus HBV RG PCR Kit
porovnala s testom COBAS® TagMan® HBV Assay. Na tento uéel sa
otestovalo 287 retrospekitvnych a prospektivnych vzoriek plazmy.

HBV DNA na testovanie supravy artus HBV RG PCR Kit sa pomocou supravy
QlAamp DSP Virus Kit izolovala RNA HCV a na nastroji Rotor-Gene 3000
Instrument sa uskutoCnila analyza. Na komparativhe testovanie pomocou
testu COBAS TagMan HBV Assay sa podla pokynov vyrobcu uvedenych na
pribalovom letaku vykonala izolovala DNA HBV. Vysledky ziskané pomocou
supravy artus HBV RG PCR Kit sa porovnali s vysledkami testu COBAS
TagMan HBV Assay.

V porovnani s vysledkami odobratymi pomocou testu COBAS TagMan HBV
Assay ako referentného testu sa urCila diagnosticka senzitivita supravy
artus HBV RG PCR Kit na urovni 100 % a diagnostika Specificita dosiahla
97 % u vSetkych vzoriek plazmy. Vysledky su uvedené v Tabulka 5.

Tabulka 5. Vysledky komparativnej validaénej Studie

COBAS TagMan HBV Assay
+ - Celkom
artus HBV RG + 186 3 189
PCR Kit _ 0 08 98
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DalSie testovanie 3 nezhodnych vzoriek potvrdilo vysledky stpravy artus HBV
RG PCR Kit. Preto je mozné predpokladat, Ze diskrepancia je zaloZzena na
vy$§Sej senzitivite supravy artus HBV RG PCR Kit.

Korelacia kvantitativnych vysledkov z obidvoch testovacich systémov sa
analyzovala pomocou linearnej regresie. Vysledky obidvoch supravy su
zobrazené v porovnani na obrazku 3.

o]
L

y = 1,0738x + 0,1928
R = 0,9556

Roche, HBV log1o koncentracia (IU/ml)

0 2 4 6 5 10
QIAGEN, HBV log1o koncentracia (IU/ml)

Obrazok 3. Porovnanie testu COBAS TagMan HBV Assay (Roche, HBV; s purifikaciou
vzorky pomocou systému High Pure) so supravou arfus HBV RG PCR Kit (QIAGEN,
HBV; s purifikaciou vzorky pomocou supravy QlAamp DSP Virus Kit). Korelacia
kvantitativnych vysledkov z obidvoch testovacich systémov (Tabulka 5) sa analyzovala
pomocou linearnej regresie. Vysledky z obidvoch suprav su zobrazené v grafe XY (rozptyl)
s loglog mierkou.
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Zariadenie a reagencie, ktoré doda pouzivatel

Pocas prace s chemikaliami noste vzdy vhodny laboratérny plast, jednorazové
rukavice a ochranné okuliare. Viac informacii najdete na prislusnych kartach
bezpelnostnych udajov (KBU), ktoré su k dispozicii u dodavatela produktov.

B Suprava na izolaciu DNA (pozri ,Izolovanie DNA®, strana 18)
Pipety (nastavitelné)*

Sterilné Spicky pipiet s filtrami

Virivy mixer*

Stolna centrifuga*® s rotorom na reakéné skumavky s objemom 2 ml

Nastroj Rotor-Gene Q alebo Rotor-Gene Instrument* s fluorescenénymi
kanalmi pre farbivd Cycling Green a Cycling Yellow alebo
s fluorescencnymi kanalmi pre farbivo Cycling A.FAM a Cycling A.JOE

Verzia softvéru 1.7.94 alebo vySSia (verzia softvéru 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94
nastroja  Rotor-Gene 6000; verzia softvéru 6.0.23 nastroja
Rotor-Gene 3000) nastroja Rotor-Gene Q

M Skumavky a uzavery Strip Tubes and Caps, 0.1 ml na pouzitie s rotorom
72-well rotor (kat. €. 981103 alebo 981106)

M Pripadne: Skumavky PCR Tubes, 0.2 ml na pouzitie s rotorom 36-well
rotor (kat. €. 981005 alebo 981008)

M Chladiaci blok (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, kat. €. 9018901 alebo
Loading Block 96 x 0.2 ml Tubes, kat. €. 9018905)

* Zabezpedte, aby sa nastroje skontrolovali a nakalibrovali podla odporuc€ani vyrobcu.
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Dolezité poznamky

Vseobecné bezpecénostné opatrenia
Pouzivatel by mal vzdy dodrziavat tieto kroky:
M Pouzivajte sterilné Spicky pipiet s filtrami.

B Pozitivne materidly (vzorky, pozitivhe kontrolné roztoky a amplikény)
skladujte a extrahujte oddelene od vSetkych ostatnych reagencii
a pridavajte ich do reakénej zmesi v oddelenom priestore.

M Pred zacatim testu vSetky komponenty dbkladne rozmrazte na izbovu
teplotu (15 - 25 °C).

B Po rozmrazeni komponenty zmieSajte (opakovanym pipetovanim hore
a dole alebo pulznym virivym mieSanim) a kratko vlozte do centrifugy.

B Pracujte rychlo a komponenty drzte na lfade alebo v chladiacom bloku
(72/96-jamkovy zavadzaci blok).

Odber, skladovanie a preprava vzoriek

® So vSetkymi vzorkami je potrebné zaobchadzat ako s potencialne
infekEnym materialom.

® Sucasné Studie hovoria o tom, Ze EDTA alebo citratova plazma je
najvhodnejSim materialom vzoriek na detekciu HBV. Preto odporu€ame pouzit
so supravou artus HBV RG PCR Kit tieto materialy.

Interna validacia supravy artus HBV RG PCR Kit sa uskutoCnila s vyuzitim
ludskych vzoriek EDTA plazmy. Ostatné materialy vzoriek nie su validované.
Pri priprave vzorky pouzivajte len odporucané supravu na izolaciu nukleovej
kyseliny (pozri ,Izolovanie DNA®, strana 18).

Pri pouziti urCitych materialov sa musia dodrziavat’ konkrétne pokyny tykajuce
sa odberu, prepravy a skladovania.

Odber vzorky

Pri kazdom odbere krvi dochadza k poraneniu krvnych ciev (artérie, Zily,
kapilary). Mal by sa pouzivat len neSkodny a sterilny material. Na odber krvi
su k dispozicii vhodné jednorazové pomocky. Na prepichnutie zil by sa nemali
pouzivat kapilarne ihly, ktoré su prilis jemné. Odber krvi zo zily by mal
prebiehat na vhodnych miestach ohybu lakta, predlaktia alebo zadnej strany
ruky. Krv je potrebné odobrat pomocou Standardnych skumaviek na odber
vzoriek (Cerveny uzaver, skimavka Sarstedt alebo ekvivalentna skumavka od
iného vyrobcu). Malo by sa odobrat' 5 — 10 ml krvi EDTA. Skumavky by sa mali
premiesat nad hlavou priamo po odbere vzorky (8 x, netrepat).
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@ Vzorky od [ludi uzivajucich heparin sa nesmu pouzivat (pozri
.interferujuce latky“, nizSie).

Skladovanie vzoriek

Plna krv by sa mala centrifugaciou trvajucou 20 minut pri rychlosti 800 —
1600 x g za 6 hodin oddelit na plazmu a bunkové komponenty. Izolovana
plazma sa musi preniest do sterilnych polypropylénovych skumaviek.
Senzitivita testu méze byt nizSia, ak vzorky bezZne zmrazujete alebo ich na
dihsi Cas uskladnite. Opuzdrena virusova DNA je stabilna niekofko dni, ak sa
skladuje pri teplote 4 °C, tyZdne, ak sa skladuje pri teplote -20 °C a dokonca
mesiace az roky, ak sa skladujte pri teplote -70 °C.*

Preprava vzoriek

Material vzorky by sa mal v principe prepravovat v nerozbitnej prepravnej
nadobe. Tak je mozné predist’ potencialnemu nebezpecenstvu nakazy v pripade
uniku. Vzorky by sa mali prepravovat' podfa miestnych a vnutrostatnych nariadeni
pre prepravu patogénneho materialu.t

Vzorky by sa mali odoslat do 6 hodin. Neodporu¢ame skladovat vzorky na
mieste odberu. Vzorky sa mézu poslat poStou podla pravnych nariadeni pre
prepravu patogénneho materialu. Odporu¢ame poslat vzorky kuriérom. Vzorky
krvi by sa mali odoslat chladené (2 — 8 °C) a oddelena plazma by mala byt
hiboko zmrazena (-15 az -30 °C).

Interferujuce latky

Zvysené hladiny bilirubinu (< 15 mg/dl) a lipidov (< 800 mg/dl) a hemolytické
vzorky nemaju na systém ziadny vplyv. Heparin (= 10 mg/dl) ovplyvriuje PCR.
Vzorky odobraté do skumaviek, ktoré obsahuju heparin ako antikoagulant, by

sa pouzivat nemali. Takisto sa nesmu pouzivat vzorky od pacientov, ktorym
sa podava heparin.

Izolovanie DNA

Suprava QlAamp DSP Virus Kit (QIAGEN, kat. ¢. 60704) sa validuje na
purifikaciu virusovej DNA z ludskej plazmy na pouzitie so supravou artus HBV
RG PCR Kit. Purifikaciu virusovej DNA vykonajte v sulade s pokynmi
v priru¢ke supravy QIAamp DSP Virus Kit.

" Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452—-456.
T International Air Transport Association (IATA). Dangerous Goods Regulations.
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@ Pouzitie nosnej RNA je délezité pre efektivnost’ extrakcie a nasledne pre
ziskanu DNA/RNA. Na zvysSenie stability nosnej RNA ziskanej supravou QlAamp
DSP Virus Kit odporu¢ame postupovat’ podfa informacii o zriedeni a skladovani
nosnej RNA, ktoré su uvedené v navode (,Priprava reagencii a pufrov®).

® Interny kontrolny roztok supravy artus HBV RG PCR Kit sa méze pouzit
priamo pocCas procesu izolacie (pozri ,Interny kontrolny roztok® nizSie).
Zabezpecte spolocné spracovanie negativnej vzorky plazmy poc€as purifikacie.
Jej prislusny signal interného kontrolného roztoku sluzi ako zaklad hodnotenia
purifikacie.

Interny kontrolny roztok

Dodava sa interny kontrolny roztok (HBV RG/TMIC). Ta& umoziuje
pouzivatelovi regulovat proces izolacie DNA aj skontrolovat moznu inhibiciu
PCR. Na toto pouzitie pridajte interny kontrolny roztok do izolacie v pomere
0,1 ul na 1 ul eluéného objemu. Napriklad pomocou supravy QlAamp DSP
Virus Kit sa DNA eluuje v 60 ul pufra Elution Buffer (AVE). Preto by sa na
zacCiatku malo pridat 6 ul interného kontrolného roztoku. Mnozstvo pouzitého
interného kontrolného roztoku zavisi len od elu¢ného objemu.

® Interny kontrolny roztok a nosna RNA (potri ,Izolovanie DNA®, strana 18)
by sa mali pridat len do zmesi pufra lyzy a materialu vzorky alebo priamo do
pufra lyzy.

Interny kontrolny roztok sa nesmie pridat priamo do materialu vzorky. Po
pridani do pufra lyzy nezabudnite, Ze je potrebné pripravit Cerstvi zmes
interného kontrolného roztoku a pufra nosnej RNA lyzy, ktora sa musi
okamzite pouZzit' (skladovanie zmesi pri izbovej teplote alebo v mraznicke aj
ked len na niekolko hodin méze viest ku chybe interného kontrolného roztoku
a znizenej efektivnosti extrakcie).

® Nepridavajte interny kontrolny roztok a nosnu RNA priamo do materialu
vzorky.

Aby sa purifikacia mohla povazovat za uspesSnu, musi hodnota Cr interného
kontrolného roztoku negativnej vzorky plazmy, ktoré sa spracovala pocas
purifikacie (suprava QlAamp DSP Virus Kit) dosiahnut Ct = 29 £+ 3 (prah: 0,03)
pomocou nastrojov Rotor-Gene Q Instruments. Uvedené Sirenie je zalozené
na rozptyle nastroja a purifikacie. VyS$Sia odchylka naznaduje problém
s purifikaciou. V tomto pripade sa musi purifikacia skontrolovat a v pripade
potreby validovat druhykrat. Ak mate dalSie otazky alebo sa stretnete
s problémami, kontaktujte technicku podporu spolo¢nosti QIAGEN.

Interny kontrolny roztok sa méze volitelne pouzit vyhradne na kontrolu mozne;j
inhibicie PCR. V ramci tejto aplikacie pridajte interny kontrolny roztok priamo
do zmesi HBV RG/TM Master podla popisu v krok 2b protokolu (strana 22).
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Nastavenie prahu pre analyzu PCR

Optimalne nastavenie prahu pre danu kombinaciu nastroja Rotor-Gene Q
a supravy artus RG PCR Kit by sa malo ur€it empiricky testovanim kazdej
jednej kombinacie, pretoze toto je relativna hodnota, ktora zavisi od celkového
priebehu diagnostiky. Ako zaciatoCny bod sa méze prah nastavit na
predbeznej hodnote 0,04 pre analyzu prvého cyklu PCR, ale tato hodnota by
sa mala doladit pomocou komparativnej analyzy v dalSich cykloch pracovného
toku. Prah by sa mal nastavit manualne len mierne nad zakladnou urovriou
signalu negativnych kontrolnych roztokov a negativhych vzoriek. Hodnota
stredného prahu vypocitana z tychto experimentov bude pravdepodobne platit
pre vacsinu cyklov v buducnosti, ale pouZzivatel by mal napriek tomu
v pravidelnych intervaloch posudzovat vygenerovanu prahovu hodnotu.
Prahova hodnota bude zvyCajne v rozsahu 0,03 — 0,05 a nemala by sa
zaokruhlit' na viac ako tri desatinné miesta.

Kvantifikacia

Prilozené kvantitativne Standardy (HBV RG/TM QS 1-5) sa povazuju za
predtym purifikované vzorky a pouzije sa rovnaky objem vzorky (20 ul). Na
vygenerovanie Standardnej krivky na nastrojoch Rotor-Gene Q Instruments by
sa mali pouzit vSetky 5 kvantitativne Standardy, ktoré by sa mali definovat
v dialégovom poli ,Edit Samples® (Upravit vzorky) ako normy s konkrétnymi
koncentraciami (pozri pouzivatelsku priru¢ku nastroja).

@ Kvantitativne Standardy su definované ako 1U/pl.* Tato rovnica sa musi
pouzit na premenu hodnét stanovenych pomocou Standardnej krivky do [U/ml
materialu vzorky:

vysledok (IU/ul) x eluény objem (ul
vysledok (1U/ml) = y (1U7ul) y objem (ul)

objem vzorky (ml)

Z principu by sa mal pévodny objem vzorky zadat do vySSie uvedenej rovnice.
Toto je potrebné zvazit, ak sa objem vzorky pred extrakciou nukleovej kyseliny
zmenil (napr. zniZzenie objemu v centrifuge alebo zvySenie objemu pridanim
objemu potrebného na izolovanie).

* Standard bol kalibrovany pomocou 1. medzinarodnej normy HBV (WHO).
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Protokol: PCR analyza udajov

® Délezité body pred za€atim €innosti

Pred zacatim procesu si precitajte ,Délezité poznamky“, strany 17 — 20.

Vyhradte si dostatok ¢asu a oboznamte sa s nastrojom Rotor-Gene Q
pred zaCatim protokolu. Pozri pouzivatelsku priru¢ku nastroja .

Uistite sa, Ze cyklus PCR zahffia aspon jeden kvantitativny Standard, ako
aj jednu negativny kontrolny roztok (voda, stupefi PCR). Na
vygenerovanie Standardnej krivky pouzite vSetkych 5 dodanych
kvantitativnhych Standardov (HBV RG/TM QS 1-5) pre kazdy cyklus PCR.

Veci, ktoré je potrebné vykonat’ pred zac¢atim

M Uistite sa, Ze chladiaci blok (prisluSsenstvo nastroja Rotor-Gene Q
Instrument) je vopred vychladeny na 2 — 8 °C.

B Pred kazdym pouzitim sa musia vSetky reagencie uplne rozmrazit,
zmieSat (opakovanym pipetovanim nahor a nadol alebo rychlym
vortexovanim) a nakratko centrifugovat.

Postup

1. Umiestnite zelany pocet skumaviek PCR do adaptérov chladiaceho
bloku.

2. Ak pouzivate interny kontrolny roztok na monitorovanie izolaéného
procesu DNA a na kontrolu moznej inhibicie PCR, postupujte krokom
2a. Ak pouzivate interny kontrolny roztok len na kontrolu inhibicie
PCR, postupujte krokom 2b.

2a. Interny kontrolny roztok uz bola pridany do izolacie (pozri ,Interny

kontrolny roztok“, strana 19). V tomto pripade pripravte hlavni zmes
podla Tabulka 6.

Tabul'ka 6. Priprava hlavnej zmesi (interny kontrolny roztok pouzity
na monitorovanie izolacie DNA a na kontrolu inhibicie PCR)

Pocet vzoriek 1 12

HBV RG/TM Master 30 ul 360 ul
HBV RG/TM IC oul 0 ul kazda
Celkovy objem 30 360 M kazda
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2b. Interny kontrolny roztok sa musi pridat’ priamo do zmesi HBV RG/TM
Master. V tomto pripade pripravte hlavni zmes podla Tabulka 7.

Reakéna zmes zvyCajne obsahuje vSetky komponenty potrebné na PCR
okrem vzorky.

Tabulka 7. Priprava hlavnej zmesi (interny kontrolny roztok pouzity
len na kontrolu inhibicie PCR)

Pocet vzoriek 1 12
HBV RG/TM Master 30 ul 360 ul
HBV RG/TM IC 2 ul 24
Celkovy objem 32 4i* 384 u*

* ZvacSenie objemu spdsobené pridanim interného kontrolného roztoku sa pri priprave
PCR testu zanedba. Senzitivita detekéného systému sa tym neznizi.

3. Napipetujte 30 4 hlavnej zmesi do kazdej PCR skumavky. Potom
pridajte 20 s eluovanej DNA vzorky (pozri Tabulka 8).
Zodpovedajuco sa musi pouzit’ 20 yl z aspon jedného kvantitativheho
Standardu (HBV RG/TM QS 1-5) ako pozitivnhy kontrolny roztok a 20 /1
vody (voda, stupen PCR) ako negativny kontrolny roztok.

Tabulka 8. Priprava PCR testu

Pocet vzoriek 1 12

Hlavna zmes 30 ul 30 ul kazda
Vzorka 20 ul 20 ul kazda
Celkovy objem 50 u 50 M kazda

4. Zatvorte PCR skumavky. Uistite sa, ze poistny kruzok (prislusenstvo
nastroja Rotor-Gene) je umiestneny na vrchu rotora, aby sa zabranilo
nahodnému otvoreniu skiumaviek poc€as cyklu.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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5. Na detekciu DNA HBV vytvorte teplotny profil podla nasledujucich

krokov.
Nastavenie vS§eobecnych parametrov testu Obrazky 4, 5, 6
Prvotna aktivacia enzymu hot-start Obrazok 7
Amplifikacia DNA Obrazok 8
Nastavenie citlivosti fluorescenéného kanala Obrazok 9
Spustenie cyklu Obrazok 10

Vsetky Specifikacie odkazuju na verziu softvéru 1.7.94 nastroja Rotor-Gene
Q, verzie softvéru 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 nastroja Rotor-Gene 6000 a verziu
softvéru  6.0.23 nastroja Rotor-Gene 3000. Dalsie informacie
o programovani nastrojov Rotor-Gene Instruments najdete v pouzivatelskej
priruCke nastroja. Na ilustraciach su tieto nastavenia softvéru oramované
Ciernou tuc€nou farbou. llustracie su zahrnuté pre nastroje Rotor-Gene Q
Instruments. Ak su pre nastroj Rotor-Gene 3000 potrebné rézne hodnoty,
su tieto rozdiely popisané v texte.

Najprv otvorte dialégové okno ,,New Run Wizard“ (Sprievodca novym
cyklom) (Obrazok 4). Skontrolujte pole ,Locking Ring Attached“
(Tesniaci kruzok pripevneny) a kliknite na ,,Next“ (Dalej).

New Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[v¥ Locking Ring Attached

Obrazok 4. Dialégové okno ,,New Run Wizard“ (Sprievodca novym cyklom).
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7. Vyberte hodnotu 50 pre PCR reakény objem a kliknite na ,Next®
(Dalej) (Obrazok 5).
New Run Wizard @

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : IUser

MNotes :

' Reaction ]
Volume [pL) ot £ |

Sample Layout: | [1.2.3.. |

Sk | _ccha

Obrazok 5. Nastavenie vSeobecnych parametrov testu.

8. Kiliknite na tlacidlo ,,Edit Profile*“ (Upravit' profil) v dialdgovom okne
»,New Run Wizard“ (Sprievodca novym cyklom) (Obrazok 6)

a naprogramuijte teplotny profil, ako je zobrazené na obrazkoch 6-8).

y , x|

Temperature Profile : W
help on elements in

the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
shlalalalliiblalbaialahbbialahh bbbialah b hbihalal  Hhelp about its

available settings.

Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New... I
Green 470nm  510nm
Yellow — 530nm  555nm
Orange  585nm  610nm
Red E25nm  BE0nm
Crimson  680nm  710hp

Edit.. |

Edit Gain... I
Remove |
Reset Defaults I

~nm|momo

Gain Optimisation...

SkipWizard | << Back

Obrazok 6. Uprava profilu.
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M Edit Profile X

7, 8 H @

New Open Save As Help
The run will take approximately 107 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

yele below to modify it :

Insert after...

Insert before...

L

Remove

Hold Temperature: g5 deq.

2- Hold Time : 10 | mins

Obrazok 7. Prvotna aktivacia enzymu hot-start.
" Edit Profile
2 . € & @

New Open Save As Help

!

The run will take approximately 107 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1- [
Insert before...

Remove
2 This cycle repeatf 45 | time[s).
- ick on one of the steps below to modify it. or press + of - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step LI
55 deg. ;

3 30 seconds | |
Acquiring to Cycling A

HE

95 deg. for 15 secs

| —

on Green, Yellow

[~ LongRange
[~ Touchdown

4 ]

55 deg. for 30 secs

6

Obrazok 8. Amplifikacia DNA. Nezabudnite, Ze na nastroji Rotor-Gene 3000 definuje
softvér fluorescencné farbiva ako ,FAM/Sybr, JOE".
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9. Detekény rozsah fluorescenénych kanalov sa musi uréit’ podla intenzity
fluorescencie v skumavkach PCR. Kliknutim na ,,Gain Optimisation*
(Ziskat” optimalizaciu) v dialogovom okne ,New Run Wizard*
(Sprievodca novym cyklom) (Obrazok 6) otvorite dialégové okno ,,Auto-
Gain Optimisation Setup“ (Nastavenie automatickej optimalizacie
zisku). Kalibraénu teplotu nastavte na hodnotu 55, aby sa zhodovala
s teplotou temperovania amplifikaéného programu (Obrazok 9).

Auto-Gain Optimisation Setup @

Optimisation :

. Q Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature toI 55 ji degrees. : 1
Dptimise Al | Optimise Acquiring I

[ Perform Optimisation Before 1st Acquisition

[~ Perform Dptimisation At 55 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

| | Add. |

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

Velow a o a0 o | Bemoe |
Remove all |

< bs

2 "I Start I Manual... Close Help

Obrazok 9. Nastavenie citlivosti fluorescenéného kanala. Nezabudnite, Ze na nastroji
Rotor-Gene 3000 definuje softvér fluorescenéné farbiva ako ,FAM/Sybr* a ,JOE".
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10. Hodnoty navySenia stanovené kalibraciou kanalov sa automaticky
ulozia a su uvedené v poslednom okne ponuky postupu
programovania (Obrazok 10). Kliknite na ,,Start Run“ (Spustit’ cyklus).

Mewy Run WWizard x|

Summary :
Setting | Value |
Green Gain 5
Yellow Gain 5
Rator 724Well Rotor
Sample Layout 1.2,3,..
Reaction Yolume [in microliters] 50

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

SkipWizard | <<Back |

Obrazok 10. Spustenie cyklu. Nezabudnite, Zze na nastroji Rotor-Gene 3000 definuje
softvér fluorescenéné farbiva ako ,FAM/Sybr“ a ,JOE®.

11. Po dokonéeni cyklu udaje zanalyzujte. SU mozné tieto vysledky
(11a, 11b a 11c).

Priklady pozitivnych a negativnych PCR reakcii su uvedené na obrazku
Obrazok 11 a obrazku Obrazok 12.

11a. Vo fluorescenénom kanali farbiva Cycling Green sa zisti signal.
Vysledok analyzy je pozitivhy: vzorka obsahuje DNA HBV.

V tomto pripade je detekcia signalu vo kanali farbiva Cycling Yellow
nahraditelna, pretoze vysoké prvotné koncentracie DNA HBV (pozitivny
signal v kanali Cycling Green) mézu viest k znizenému alebo
absentujucemu fluorescencnému signalu interného kontrolného roztoku
v kanali Cycling Yellow (konkurencia).

® Nezabudnite, Ze na nastroji Rotor-Gene 3000 je Cycling A.FAM
relevantny kanal pre pozitivny signal a Cycling A.JOE je relevantny kanal
pre interny kontrolny roztok.
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11b.Vo fluorescenénom kanali Cycling Green sa nedeteguje ziadny
signal. Zaroven sa signal z interného kontrolného roztoku objavi
v kanali Cycling Yellow.
Vo vzorke nie je mozné detegovat’ ziadnu DNA HBV. Méze sa
povazovat’ za negativnu.

V pripade negativneho testu HBV PCR vyluCuje detegovany signal
interného kontrolného roztoku moznost inhibicie PCR.

@ Nezabudnite, Ze na nastroji Rotor-Gene 3000 je Cycling A.JOE
relevantny kanal pre interny kontrolny roztok a nedostatok signalu pre
Cycling A.FAM.

11c.V kanali Cycling Green alebo Cycling Yellow sa nezistil ziadny signal.
Nie je mozné vyvodit’ ziadny vysledok.

Informacie tykajuce sa zdrojov chyb a ich rieSeni najdete v Casti
~oprievodca rieSenim problémov*, strana 30.

® Nezabudnite, Ze na nastroji Rotor-Gene 3000 su relevantné
kanaly Cycling A.FAM a Cycling A.JOE.

0,35

Norm. Fluoro.

0,15

[ Prahovy

T T T u
ﬁ 5 10 15 20 25 30 35 40 45
cyklus

Obrazok 11. Detekcia kvantitativnych standardov (HBV RG/TM QS 1-5) vo
fluorescenénom kanali Cycling Green. NTC: Beztemplatovy kontrolny roztok
(negativny kontrolny roztok).
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Obrazok 12. Detekcia interného kontrolného roztoku (Internal Control, IC) vo
fluorescenénom kanali Cycling Yellow so suéasnou amplifikaciou kvantitativnych
Standardov (HBV RG/TM QS 1-5). NTC: Beztemplatovy kontrolny roztok (negativny
kontrolny roztok).

30 35 0 a5
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Sprievodca rieSenim problémov

Tento sprievodca rieSenim problémov mdze byt uzitoCny pri rieSeni
akychkolvek problémov, ktoré mézu nastat. Viac informacii najdete aj na
stranke Casto kladené otazky v nasSom stredisku technickej podpory:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Vedci v technickych sluzbach QIAGEN
vam vzdy radi zodpovedaju vSetky otazky tykajuce sa informacii a protokolov
v tejto priruCke alebo technolégii vzoriek a testov (kontaktné informacie
najdete na zadnej strane alebo na www.giagen.com).

Komentare a navrhy

Ziadny signal s pozitivnymi kontrolnymi roztokmi (HBV RG/TM QS 1-5)
vo fluorescenénom kanali Cycling Green alebo Cycling A.FAM

a) Vybrany fluorescenény
kanal na analyzu PCR
udajov nie je v sulade
s protokolom

@ Na analyzu udajov vyberte fluorescencény
kanal Cycling Green alebo Cycling A.FAM pre
analyticky test HBV PCR a fluorescencény kanal
Cycling Yellow alebo Cycling A.JOE pre PCR
interného kontrolného roztoku.

b) Nespravne
naprogramovanie
teplotného profilu
nastroja Rotor-Gene
Instrument

(D Porovnaijte teplotny profil s protokolom.
Pozrite si ¢ast' ,Protokol: PCR analyza udajov”
na strane 21.

N 2 konfiguraci
° P(e;_fravna enniguracia @ Skontrolujte svoje pracovné kroky

pomocou pipetovacej schémy a PCR v pripade
potreby zopakujte. Pozrite si Cast’ ,,Protokol:
PCR analyza udajov“ na strane 21.

d) Podmienky skladovania
jedného alebo
viacerych komponentov
supravy nespifiaju
pokyny uvedené v Casti
~okladovanie® (strana 5)

e) Suprava artus HBV RG
PCR Kit exspirovala

@ Skontrolujte podmienky skladovania
a datum exspiracie (pozri stitok supravy)
reagencii a v pripade potreby pouZzite novu
supravu.

(D Skontrolujte podmienky skladovania
a datum exspiracie (pozri stitok supravy)
reagencii a v pripade potreby pouZzite novu
supravu.
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Komentare a navrhy

Slaby alebo ziadny signal interného kontrolného roztoku negativnej
vzorky plazmy, ktora bola vystavena purifikacii pomocou supravy
QIAamp DSP Virus Kit (Ct = 29 * 3; prah, 0,03) vo fluorescenénom
kanali Cycling Yellow alebo Cycling A.JOE a su¢asna absencia
signalu v kanali Cycling Green alebo Cycling A.FAM

a) Podmienky PCR nie su

v stlade s protokolom ® Skontrolujte podmienky PCR (pozri

vySSie) a v pripade potreby PCR zopakujte
SO spravnymi nastaveniami.

PCR bolo inhi :
b) PCR bolo inhibované (D Uistite sa, Zze pouzijete odporucany

spdsob izolovania a postupujte presne podla
pokynov vyrobcu.

Poc trakci
©) st(:actaillz ?:;(er cle sa ® Ak sa do extrakcie pridala interny

kontrolny roztok, absentujuci signal interného
kontrolného roztoku méze znamenat' stratu
DNA pocCas extrakcie. Uistite sa, Zze pouzijete
odporucéany spbsob izolovania (pozri ¢ast
,1zolovanie DNA", strana 18) a postupujte
presne podla pokynov vyrobcu.

d) Podmienky skladovania
jedného alebo
viacerych komponentov
supravy nespifaju
pokyny uvedené v Casti
~okladovanie® (strana 5)

e) Suprava artus HBV RG
PCR Kit exspirovala

@ Skontrolujte podmienky skladovania
a datum exspiracie (pozri stitok supravy)
reagencii a v pripade potreby pouZzite novu
supravu.

® Skontrolujte podmienky skladovania
a datum exspiracie (pozri stitok supravy)
reagencii a v pripade potreby pouZzite novu
supravu.
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Komentare a navrhy

Signaly s negativhymi kontrolnymi roztokmi vo fluorescenénom kanali
Cycling Green alebo Cycling A.FAM analytickej PCR

a) Pocas pripravy PCR

doglo ku kontaminacii ® Zopakujte PCR s novymi reagenciami

v képiach.

@ Ak je to mozné, zatvorte PCR skumavky
hned po pridani vzorky na testovanie.

@ Pozitivny kontrolny roztok napipetujte ako
posledny.

® Zabezpecte, aby sa pracovny priestor
a nastroje v pravidelnych intervaloch
dekontaminovali.

b) Pocas extrakcie doSlo

ku kontaminacii @ Zopakujte extrakciu a PCR vzorky na

testovanie pomocou novych reagencii.

® Zabezpecte, aby sa pracovny priestor
a nastroje v pravidelnych intervaloch
dekontaminovali.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Referencna literatura

Spolo¢nost’ QIAGEN vedie rozsiahlu aktualnu on-line databazu vedeckych
publikacii vyuzivajucich produkty QIAGEN. Komplexné moznosti vyhlfadavania
umoznia najst potrebné ¢lanky, a to bud jednoduchym vyhfadavanim podfa
kfuCovych slov, alebo zadanim aplikacie, oblasti vyskumu, nazvu atd.

Uplny zoznam referenéne;j literatdry najdete v on-line Referenénej databaze
QIAGEN na stranke http://www.qgiagen.com/RefDB/search.asp, pripadne
kontaktujte technické sluzby spolo¢nosti QIAGEN alebo svojho miestneho
distributora.
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Informacie o objednavani

Produkt Obsah Kat. €.
artus HBV RG PCR Kit Pre 24 reakcii: Zmes master, 4506263
(24) 5 kvantitativne Standardy, interny

kontrolny roztok, voda (stupern PCR)
artus HBV RG PCR Kit Pre 96 reakcii: Zmes master, 4506265
(96) 5 kvantitativne Standardy, interny

kontrolny roztok, voda (stupen PCR)

Suprava QlAamp DSP Virus Kit — na purifikaciu virusovych
nukleovych kyselin z Fudskej plazmy na ucely in vitro
diagnostiky

QIAamp DSP Virus Kit  Na 50 preparatov: Kolény QlAamp 60704
MinElute® Spin Columns, pufre,
reagencie, skimavky, nadstavce
kolon a konektory VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx - pre IVD-validované analyzy real-time
PCR v klinickych aplikaciach

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklovac s 5 kanalmi 9002023
5plex System (zeleny, Zlty, oranZovy, Cerveny,
karminovy), prenosny pocitac¢, softvér,
prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na
diely a pracu, inStalaciu a zaskolenie

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklovac s 5 kanalmi 9002022
5plex Platform (zeleny, Zlty, oranZovy, Cerveny,
karminovy), prenosny pocitac¢, softvér,
prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na
diely a pracu, instalacia a zaskolenie
nie su sucastou balenia

Rotor-Gene Q MDx Real-time PCR cyklovac a High 9002033
5plex HRM System Resolution Melt analyzator s 5 kanalmi

(zelena, ZlIta, oranzova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitac, softvér, prisluSenstvo,

jednoro€na zaruka na diely a pracu,

inStalacia a zaskolenie
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Produkt

Obsah

Kat. ¢.

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex System

Rotor-Gene Q MDx
2plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM System

Real-time PCR cyklovac a High
Resolution Melt analyzator s 5 kanalmi
(zelena, zlta, oranzova, Cervena,
karminova) plus kanal HRM, prenosny
pocitaC, softvér, prisluSenstvo,
jednoro¢na zaruka na diely a pracu,
inStalacia a zaskolenie nie su sucastou
balenia

Real-time PCR cyklovag so 6 kanalmi
(modry, zeleny, Zlty, oranzovy,
Cerveny, karminovy), vratane
prenosného pocitaca, softvéru,
prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na
diely a pracu, instalaciu a zaskolenie

Real-time PCR nastroj so 6 kanalmi
(modry, zeleny, Zlty, oranzovy,
cerveny, karminovy) vratane
prenosného pocitaca, softvéru,
prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na
diely a pracu, instalacia a zaskolenie
nie su sucastou balenia

Real-time PCR cyklovac¢ s 2 kanalmi
(zeleny, ZIty), prenosny pocitac,
softvér, prislusenstvo, jednoro¢na
zaruka na diely a pracu, instalaciu

a zasSkolenie

Real-time PCR cyklova¢ a High
Resolution Melt analyzator s 2 kanalmi
(zeleny, zlty) plus kanal HRM,
prenosny pocitac, softveér,
prislusenstvo, jednoroCna zaruka na
diely a pracu, instalacia a zaskolenie
nie su sucastou balenia

Real-time PCR cyklovac a High
Resolution Melt analyzator s 2 kanalmi
(zeleny, Zlty) plus kanal HRM, prenosny
pocitag, softvér, prislusenstvo,
jednoroCna zaruka na diely a pracu,
indtalacia a zaskolenie
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Produkt

Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM Platform

Real-time PCR cyklovac a High 9002012
Resolution Melt analyzator s 2 kanalmi

(zeleny, Zlty) plus kanal HRM, prenosny

pocitag, softvér, prislusenstvo,

jednoroCna zaruka na diely a pracu,

indtalacia a zaskolenie nie su sucastou

balenia

Rotor-Gene Q - pre vynikajucu uéinnost’ v real-time PCR

Rotor-Gene Q 5plex
System

Rotor-Gene Q 5plex
Platform

Rotor-Gene Q 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q 5Splex
HRM Platform

Rotor-Gene Q 6plex
System

36

Real-time PCR cyklovacg s 5 kanalmi 9001640
(zeleny, zIty, oranzovy, Cerveny,

karminovy), prenosny pocitac€, softvér,
prislusenstvo, jednoroCna zaruka na

diely a pracu, instalaciu a zaskolenie

Real-time PCR cyklovac¢ s 5 kanalmi 9001570
(zeleny, zIty, oranzovy, Cerveny,

karminovy), prenosny pocitac€, softvér,
prislusenstvo, jednoroCna zaruka na

diely a pracu, instalacia a zaskolenie

nie su sucastou balenia

Real-time PCR cyklova¢ a High 9001650
Resolution Melt analyzator s 5 kanalmi

(zelena, zlta, oranZova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitaC, softvér, prislusenstvo,

jednoro¢na zaruka na diely a pracu,

inStalacia a zaskolenie

Real-time PCR cyklovac¢ a High 9001580
Resolution Melt analyzator s 5 kanalmi

(zelena, zlta, oranzova, Cervena,

karminova) plus kanal HRM, prenosny

pocitag, softvér, prislusenstvo,

jednoro€na zaruka na diely a pracu,

inStalacia a zaskolenie nie su sucastou

balenia

Real-time PCR cyklovac so 6 kanalmi 9001660
(modry, zeleny, Zlty, oranzovy,

Cerveny, karminovy), vratane

prenosného pocitaca, softvéru,

prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na

diely a pracu, inStalaciu a zaskolenie
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q 6plex Real-time PCR nastroj so 6 kanalmi 9001590
Platform (modry, zeleny, Zlty, oranzovy,

cerveny, karminovy) vratane

prenosného pocitaca, softvéru,

prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na

diely a pracu, instalacia a zaskolenie

nie su sucastou balenia

Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cyklovac¢ s 2 kanalmi 9001620
System (zeleny, Zlty), prenosny pocitac,

softvér, prisluSenstvo, jednoro¢na

zaruka na diely a pracu, instalaciu

a zaskolenie
Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cyklovac a High 9001550
Platform Resolution Melt analyzator s 2 kanalmi

(zeleny, zlty) plus kanal HRM, prenosny
pocitac, softvér, prislusenstvo,
jednoroCna zaruka na diely a pracu,
inStalacia a zaskolenie nie su su€astou

balenia
Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cyklova¢ a High 9001630
HRM System Resolution Melt analyzator s 2 kanalmi

(zeleny, ZlIty) plus kanal HRM,
prenosny pocitacg, softvér,
prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na
diely a pracu, instalacia a zaskolenie

Rotor-Gene Q 2plex Real-time PCR cyklovac a High 9001560
HRM Platform Resolution Melt analyzator s 2 kanalmi

(zeleny, Zlty) plus kanal HRM,

prenosny pocitac, softver,

prislusenstvo, jednoro¢na zaruka na

diely a pracu, inStalacia a zaskolenie

nie su sucastou balenia

PrisluSenstvo pre Rotor-Gene Q

Loading Block Hlinikovy blok na manualnu pripravu 9018901
72 x 0.1 ml Tubes reakcie s jednokanalovou pipetou

do skumaviek 72 x 0,1 ml
Loading Block Hlinikovy blok na manualnu 9018905
96 x 0.2 ml Tubes pripravu reakcie v Standardnom teste

8 x 12 pomocou skumaviek 96 x 0,2 ml
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Strip Tubes and Caps, 250 pasikov so 4 skumavkami 981103
0.1 ml (250) a uzavermi na 1000 reakcii

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 pasikov so 4 skumavkami 981106
0.1 ml (2500) a uzavermi na 10 000 reakcii

PCR Tubes, 0.2 mi 1000 tenkostennych skumaviek na 981005
(1000) 1000 reakcii

PCR Tubes, 0.2 mi 10 x 1000 tenkostennych skumaviek 981008
(10000) na 1000 reakcii

Aktualne licencné informacie a pravne informacie tykajuce sa produktu najdete
v sprievodcovi alebo pouzivatelskej priru¢ke k suprave QIAGEN. Sprievodcov
a pouzivatelské prirucky ksupravam QIAGEN najdete na lokalite
http://www.qiagen.com/, alebo o ne mdzete poZiadat oddelenie technickych
sluzieb spolocnosti QIAGEN alebo svojho miestneho distributora.
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Nakup tohto vyrobku umozriuje kupujucemu pouzivat vyrobok na vykonavanie diagnostickych krokov pre ludsku in vitro diagnostiku. Tymto nie je
priznany Ziadny vSeobecny patent alebo iné opravnenie Ziadneho druhu ako toto konkrétne pravo na pouzivanie vyplyvajlice z nakupu.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, JOE™,
SYBR® (Life Technologies Corporation).

Suprava artus HBV RG PCR Kit a QlAamp DSP Virus Kit st diagnostické stpravy s oznagenim CE podfa smernice EU 98/79/ES o diagnostickych
medicinskych pomdéckach in vitro. Nie st dostupné vo vSetkych krajinach.

Obmedzena licenéna zmluva

Pouzitie tohto produktu predstavuje suhlas kupujiceho alebo pouzivatela supravy artus HBV RG PCR Kit s nasledovnymi podmienkami:

1.

Suprava artus HBV RG PCR Kit m6ze byt pouzitd vyluéne v sulade s priruékou k suprave artus HBY RG PCR Kit a iba s komponentmi
obsiahnutymi v tejto suprave. Spolo¢nost QIAGEN neudeluje Ziadnu licenciu v ramci Ziadneho zo svojich prav na ochranu dusevného
vlastnictva na pouzivanie alebo spajanie komponentov tejto supravy so Ziadnymi komponentmi, ktoré netvoria suéast tejto supravy,
s vynimkou ustanoveni uvadzanych v priru¢ke k suprave artus HBV RG PCR Kit a v dalSich protokoloch, ktoré su dostupné na adrese
http://www.giagen.com/.

Iné nez vyslovne uvedené licencie — spolo¢nost QIAGEN neposkytuje Ziadnu zaruku na to, Ze tato suprava a/alebo jej pouzitie neporusi
prava tretich stran.

Tato suprava a jej komponenty su licenéne poskytnuté na jednorazové pouzitie a nesmu sa opatovne pouzivat, opravovat ani predavat.
Spolo¢nost QIAGEN sa Specificky zrieka vSetkych ostatnych (vyslovnych alebo implicitnych) licencii nez tych, ktoré su tu vyslovne uvedené.

Kupujuci a pouzivatel tejto supravy suhlasia s tym, Ze inym osobam neumoznia ani nepovolia vykonat' Ziadne kroky, ktoré by mohli viest
k akymkolvek ¢innostiam, ktoré su zakazané vysSie, alebo k nim napomahat. Spolo¢nost QIAGEN mézZe uplatiiovat prislusné zakazy
uvadzané v tejto obmedzenej licenénej zmluve pred akymkolvek sidom a bude poZadovat vSetky naklady na vySetrovanie a sidne konania
(vratane nakladov na pravne zastupovanie) pri kazdom takomto kroku s ciefom uplatnit’ ustanovenia tejto obmedzenej licenénej zmluvy alebo
prav duSevného vlastnictva suvisiacich so supravou a/alebo jej komponentmi.

Aktualizované licenéné podmienky najdete na http://www.qgiagen.com/.

© 2009-2014 QIAGEN, vSetky prava vyhradené.
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Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Sample & Assay Technologies
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