Aplikaéni list QIAsymphony® RGQ

Aplikacni list QlAsymphony RGQ
Sada artus® HI Virus-1 QS-RGQ
(typ vzorku: plazma)

Pfed samotnym testem si ovéfte dostupnost novych revizi

IVD c € elektronického znadeni na adrese

0197 www.qiagen.com/products/artushivirusrt-pcrkitce.aspx. Soucasny

stav revize je vyznacen datem vydani (format: mésic/rok).

VSeobecné informace

Sada . . REF
artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit, verze 1, 4513363, 4513366

Validovany material vzorku Lidska plazma s EDTA
Cisténi na prednim konci Midisada QIAsymphony DSP Virus/Pathogen (kat. ¢. 937055)

Objem vzorku (vCetné
L. . 1.200 pl
nadbyteéného objemu)

Sada parametr artus_HIV plasmal000_V4

Vychozi mnozina
. Cellfree1000_V6 _DSP artus HIV
analytickych kontrol

Eluéni objem 60 ul

Vyzadovana verze softwaru Verze 4.0 nebo vyssi

Objem master mixu 30u
Objem templatu 20 ul
Pocet reakci 6—24 nebo 6-72*

Pro 6 reakci pfiblizné 9 minut
Doba chodu na modulu AS
Pro 72 reakci pfiblizné 35 minut

* Kdyz spoustite vice chod(i analyzy dbejte na to, aby nebyl pfekrocen limit 72 reakci 1 adaptér

stojanku pro analyzu. V obdobi od dokon&eni béhu analyzy do pfenosu do pfistroje Rotor-Gene®

Q nesmi dojit k prodlouzeni inkubaéni doby (>30 minut). . . . . .
00000
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Pozadované materialy, které nejsou soucéasti
dodavky

Purifikaéni sada B QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (midisada QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen) (kat. €. 937055)

Adaptéry pro | Elution Microtube Rack QS (stojanek na eluéni mikrozkumavky QS) (Cooling

QIAsymphony SP Adapter (chladici adaptér), EMT, v2, Qsym, kat. ¢is. 9020730)

| Tube Insert 3B (vloZzka pro zkumavky) (Insert (vlozka), 2.0ml v2, samplecarr. (24),
Qsym, kat. ¢is. 9242083)

Spotfebni material pro Sample Prep Cartridges, 8-well (8jamkové zasobniky na pfipravu vzorku) (kat.

QIAsymphony SP ¢is. 997002)
8-Rod Covers (kryty hrotd (po osmi)) (kat. &is. 997004)

Filter-Tips (Spicky s filtrem), 1.500 pl (kat. €is. 997024)
Filter-Tips (3picky s filtrem), 200 pl (kat. €is. 990332)

Elution Microtubes (eluéni mikrozkumavky) CL (kat. ¢is. 19588)
Tip disposal bags (odpadni sacky na Spicky) (kat. ¢is. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H or Micro tubes 2.0 ml Type | (2ml mikrozkumavky typu
H nebo 2ml mikrozkumavky typu 1) (Sarstedt, kat. €is. 72.693 a 72.694
www.sarstedt.com) pro pouziti se vzorky a internimi kontrolami

Adaptéry a drzaky na I Reagent holder 1 QS (drzak na reagencie) (Cooling Adapter (chladici adaptér),
reagencie pro Reagent Holder 1 (drzak na reagencie 1), Qsym, kat. ¢is. 9018090)
QlAsymphony AS [ | Reagent holder 2 QS (drzék na reagencie) (Cooling Adapter (chladici adaptér),
Reagent Holder 2 (drzak na reagencie 1), Qsym, kat. ¢is. 9018089)
[ | RG Strip Tubes 72 QS (stripy se zkumavkami) (Cooling Adapter (chladici
adaptér), RG Strip Tubes (stripy se zkumavkami) 72, Qsym, kat. ¢is. 9018092)

Spotfebni material pro I Strip Tubes and Caps (stripy se zkumavkami a vigky), 0.1 ml (kat. ¢is. 981103)
QlAsymphony AS [ | Tubes, conical, 2 ml (2ml kénické zkumavky), Qsym AS (kat. ¢is. 997102)* nebo
Micro tubes 2.0 ml Type | (2ml mikrozkumavky typu ) (Sarstedt, kat. Cis.
72.694.005)

Tube, conical, 5 ml (5ml kdnick& zkumavka), Qsym AS (kat. €is. 997104)* nebo
Tubes with flat base from PP (polypropylenové zkumavky s plochym podstavcem)
(Sarstedt, kat. ¢is. 60.558.001)

Reagent Bottles (reagencni lahvicky), 30 ml, Qsym AS (kat. &is. 997108)

Elution Microtubes (eluéni mikrozkumavky) CL (kat. ¢is. 19588)

Filter-Tips (Spicky s filtrem), 1.500 pl (kat. &is. 997024)

Filter-Tips (Spicky s filtrem), 200 ul (kat. ¢is. 990332)

Filter-Tips (3picky s filtrem), 50 pl (kat. &is. 997120)

Tip disposal bags (odpadni sacky na $picky) (kat. ¢is. 9013395)

* Prosim informujte se o dostupnosti.
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Uchovavani a nakladani se vzorky

Sbér vzorkl Vzorek krve
5-10 ml krve s EDTA
michejte 8x oto€enim dnem vzhuru — bez protfepavani!

Nesmi se pouzivat heparinizované humanni vzorky

Skladovani vzorki Separace: 20 minut odstfedovani pfi 800-1.600 x g do 24 hodin po
odbéru

Pfevedte izolovanou plazmu do sterilni polypropylénové zkumavky
Virova zapouzdiena RNA stabilni pfi:*
4°C dny
—20°C tydny
—70°C mésice
Preprava vzork( Preprava chranici pred otfesy
Preprava do 24 hodin

Postovni pfeprava podle pravnich pokynl pro pfepravu patogenniho
materialu’

Krevni vzorky je zapotiebi pfepravovat chlazené (2 az 8°C)

Latky narusSujici Heparin (=10 IU/ml) PCR nepfiznivé ovliviuje. Vzorky shromazdéné ve
stanoveni zkumavkach obsahujicich heparin jakozto antikoagulant nebo vzorky od
heparinizovanych pacientt se pouzivat nesmi.

ZvySené hodnoty albuminu (<6 g/dl), bilirubinu (<30 mg/dl), lipidd
(=1 g/dl triglyceridd), stejné jako hemolytické vzorky (<2 g/dI
hemoglobinu) analyticky systém neovlivriuiji.

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

" International  Air Transport Association (Mezinarodni asociace leteckych dopravcl) (IATA).

Dangerous Goods Regulations (Pfedpisy pro pfepravu nebezpecného zbozi).
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Postup

Priprava RNA nosice a pridavek interni kontroly ke
vzorkim
Pouziti midisady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen ve spojeni se sadou artus HI Virus-1 QS-RGQ

vyZaduje zapojeni interni kontroly (HI Virus-1 RG IC) do purifikani procedury, aby se mohla

monitorovat efektivita pfipravy vzorku a naslednych rozbor(.

Interni kontroly se musi pfidavat spolu se smési RNA nosi¢e (CARRIER) a pufru AVE (AVE).
Celkovy objem smési interni kontroly, RNA nosi¢e (CARRIER) a pufru AVE (AVE) zGstava 120 pl.

Tabulka udavé pfidavek interni kontrolu k izolaci v . poméru 0,1 pl na 1 pl eluéniho objemu.

Doporucujeme pfipravit pro kazdy béh Cerstvé smési bezprostfedné pred pouzitim.

Objem (ul) Objem (ul)
Komponenta (zkumavky Sarstedt®)* (zkumavky BDTM)Jr
Zakladni nosi¢ RNA . .
(CARRIER)
Interni kontrola® 9 9
Pufr AVE 106 106
Koneény objem na jeden
vzorek (vyjma mrtvého 120 120
objemu)
Celkovy objem pro n vzorku (n x 120) + 360° (n x 120) + 600"

* 2ml mikrozkumavky typu H nebo 2ml mikrozkumavky typu |, Sarstedt, kat. Cis. 72.693 a 72.694

' Zkumavky 14 ml, 17 x 100 mm polystyrénové zkumavky s kulatym dnem (Becton Dickinson,
kat. &. 352051).

i Vypocet mnozZstvi interni kontroly se zakldda na vychozich eluénich objemech (90 pl). Dodateény
mrtvy objem zavisi na typu pouzité zkumavky na vzorek.

8 Vyzaduje se smés interni kontroly odpovidajici 3 pfidavnych vzorka (tj. 360 pl). Neplrite vice nez
na celkovy objem 1,92 ml (odpovidajici maximu 13 vzorkd. Tyto objemy jsou specifické pro 2mi
mikrozkumavky typu H nebo 2ml mikrozkumavky typu |, Sarstedt, kat. Cis. 72.693 a 72.694).

1 Vyzaduje se smés interni kontroly odpovidajici 5 pfidavnych vzorka (tj. 600 pl). Neplrite vice nez
na celkovy objem 13,92 ml (odpovidajici maximu 111 vzorkd. Zkumavky 14 ml, 17 x 100 mm
polystyrénové zkumavky s kulatym dnem, Becton Dickinson, kat. €. 352051).
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Nastaveni QIAsymphony SP

Zasuvka “Waste” (Odpad)

Drzak jednotkové krabice 1—4 Prazdné jednotkové krabice
Drzak odpadnich sacku Odpadni sacek

» i Vyprazdnéte a vloZte nadobu na tekuty
Drzéak lahve na kapalny odpad doad
odpal

Zasuvka “Eluate” (Eluat)

Eluéni stojanek Doporucujeme pouzit chladici pozici, drazka 1

Predvoleny eluéni objem: 60 pl
Eluéni objem*
Vychozi elu¢ni objem: 90

* Eluéni objem je predvoleny pro protokol. Toto je minimalni dosazitelné mnoZstvi eluatu ve
vysledné eluéni zkumavce. Plvodni objem eluéniho roztoku je vyZadovan, aby bylo zajisténo, ze
skute¢ny objem eluatu odpovida pfedvolenému objemu.

Zasuvka “Reagents and Consumables” (Reagencie a spotiebni dily)

RC pozicela?2 Vlozte 1 zasobnik s reagenciemi (RC) pro az
48 vzorkd plazmy nebo 2 nové zasobniky s

reagenciemi (RC) pro az 96 vzorku

Drzak stojanku se Spickami pozice 1-4 Vlozte dostate€né mnozstvi jednorazovych
Spicek s filtrem, 200 pl (viz “Pozadovany
plastovy material pro 1-4 sady vzorkud”, strana
6)

Drzak stojankd se Spickami pozice 5-18 Vlozte dostate€né mnozZstvi jednorazovych
Spicek s filtrem, 1.500 ul (viz “Pozadovany
plastovy material pro 1-4 sady vzork(”, strana
6)

Drzak boxu s jednotkami pozice 1-3 Vlozte 3 boxy obsahujici zasobniky pro

pfipravu vzorkud

Drzak boxu s jednotkami pozice 4 VloZte 1 box obsahujici kryty hrott
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Zasuvka “ Sample” (Vzorek)

Typ vzorku

Objem vzorku (véetné nadbyteéného
objemu)

Zkumavky na vzorky

Vlozka

Plazma

1.200 pl

2ml  mikrozkumavky typu H nebo 2ml
mikrozkumavky typu I, (Sarstedt,
kat. Gis. 72.693 a 72.694)

Vlozka pro zkumavky 3B (kat. &is. 9242083)

PoZadovany plastovy material pro 1-4 sady vzork(

osmi)**

Jedna Sarze, Dvé Sarze, T¥i Sarze, Ctyfi Sarze,
24 vzorku' 48 vzorku' 72 vzorka' 96 vzorku'
Jednorazové spicky s
_ 5 28 52 76 100
filtrem, 200 pl
Jednorazové Spicky s
. 15 113 206 309 402
filtrem, 1.500 pl
Zasobniky pro
B . 21 42 54 72
pripravu vzorkt
K hrota (po
vty (p 3 6 9 12

" Uziti vice nez jedné zkumavky s interni kontrolou na jednu sadu a provedeni vice nez jedné

kontroly vloZzeného obsahu vyZaduje dodate¢né jednorazove Spicky s filtrem.

* Jeden stojanek na Spicky obsahuje 32 3picek s filtrem.

$ Poget pozadovanych filtraCnich Spi¢ek zahrnuje filtracni Spicky pro 1 snimek inventafe na kazetu s

reagenciemi.

T Je tu 28 kazet s preparaty vzorku/jednotkova krabice.

** Jeden box na jednotky obsahuje dvanact krytu hrotd (po osmi).
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Nastaveni QIAsymphony AS

Spotiebni dily

Béhem nastaveni jsou na dotykové obrazovce pfistroje vyznaleny pfislusné pozice pro kazdy

spotfebni dil na modulu QIAsymphony AS.

Nézev na dotekové
Spotiebni dily obrazovce

Pro pouziti s
adaptérem/drzakem na
reagencie

Zkumavky s prouzky a QIA#981103 *StripTubes 0.1
uzavéry, 0.1 ml (250)

Kaénické zkumavky, 2 ml, QIA#997102 *T2.0 ScrewSkirt*
Qsym AS (500)*"

Konicka zkumavka, 5 ml, QIA#997104 *T5.0 ScrewsSkirt*
Qsym AS (500)*"

30 ml reagenéni lahviky QIA#997108 *Bottle 3oml*
Qsym AS (50)*

Eluéni mikrozkumavky CL QIA#19588 * EMTR
(24 x 96)

Zkumavky s prouzky 72 QS

Drzak na reagencie 1 QS
Drzak na reagencie 2 QS

Drzak na reagencie 1 QS
Drzak na reagencie 2 QS

Drzak na reagencie 2 QS

Stojanek na eluéni
mikrozkumavky QS

* Pro komponenty master mixu, systémem pfipraveny master mix, standardy a kontroly.

" Alternativng Ize pouzit zkumavky Sarstedt uvedené na “Pozadované materialy, které nejsou

soucasti dodavky” strané 2.

i Pfipona “(m)” na dotekové obrazovce ukazuje, Ze vypocet hladiny tekutiny u pfislusné zkumavky

byl optimalizovan pro reagencie tvofici konkavni meniskus.

Adaptéry a drzaky na reagencie

Stojanek/drzak na Nazev Pozadovany pocet®
reagencie

Stojanek pro vzorky Stojanek na eluéni mikrozkumavky QS 1

Drzaky na reagencie Drzak na reagencie 1 QS 1

Stojanky pro rozbor Zkumavky s prouzky 72 QS 1

8 Vypocitano pro rozbor se 72 reakcemi.
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Spicky s filtrem

Vlozte stojanky na $pi¢ky pocinaje drazkami 1, 2 a 3 do zasuvky “Eluate and Reagents” (Eluat a
reagencie) a poté vlozte drzaky na Spicky do drazek 7, 8 a 9 v zasuvce “Assays” (Analyzy).

Nazev na dotekové Minimalni pocet pro 24 Minimalni pocet pro 72
Spotiebni material obrazovce reakci reakci
Spicky s filtrem, 1.500 ul (1024) 1.500 pl 5 6
Spicky s filtrem, 200 ul (1024) 200 pl 10 10
Spicky s filtrem, 50 pl (1024) 50 pl 25 73
Odpadni sacky na Spicky - 1 1

RT-PCR na Rotor-Gene Q

DalSi informace viz list protokolu specifického pro software “Settings to run artus QS-RGQ Kits”
(Nastaveni pro spusténi sad artus QS-RGQ) naleznete na adrese
www.giagen.com/products/artushivirusrt-pcrkitce.aspx.

Specificka nastaveni pro sadu artus HI Virus-1 QS-RGQ
Rotor-Gene AssayManager automaticky nastavuje parametry pro sadu artus HI Virus-1 QS-RGQ.

Specificka nastaveni softwaru Rotor-Gene 2.1 jsou uvedena nize.

Reakéni objem (ul) 50
Drzet Teplota zdrzeni: 50 stuprid

Doba zdrzeni: 30 minut

Drzet 2 Teplota zdrzeni: 95 stupnt

Doba zdrzeni: 15 minut

Cyklovani 50krat
95 stuprit po 30 sekund
50 stupnu po 60 sekund

72 stuprfid po 30 sekund

Nastaveni  optimalizace  automatického 50 stupn

zesileni L . . s
(Vzorky: zelend; interni kontrola: oranzova)
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Interpretace vysledku

Tato ¢ast popisuje interpretaci vysledkl na Rotor-Gene Q. Provéite také informace o stavu vzorku
ze soubor(l s vysledky QIlAsymphony SP/AS k analyze uplného pracovniho toku od vzorku k
vysledku. Je nutné pouzivat pouze vzorky s platnym stavem

Rotor-Gene AssayManager automaticky interpretuje vysledky PCR a poskytuje zavér a kvantitativni

vysledek.

Nasledujici ¢asti popisuji interpretaci vysledk( pomoci softwaru Rotor-Gene 2.1 nebo vySSim.

Detekce signalu a zavéry

Signal v Signal v
kanélu kanélu Kvantitativni
Cycling Cycling vysledek
Green Orange (IU/ml) Interpretace
Platny vysledek: Detekovana HIV-1 RNA, <100 IU/ml
Kvantifikace neni mozna, protoze vysledek kvantifikace je pod
Ano Ano <76,4 L I
linearnim rozsahem rozboru. Reprodukovatelnost pozitivniho
vysledku neni zajidténa.
Platny vysledek: Detekovana HIV-1 RNA, <100 1U/ml
Ano Ano 276,4 a <100 Kvantifikace neni mozna, protoze vysledek kvantifikace je pod
linearnim rozsahem rozboru.
Platny vysledek: Detekovana HIV-1 RNA pfi vypocitané
2100 a <1,00 yw . PriVYP
Ano Ano 108 koncentraci
X
Kvantitativni vysledek je v linearnim rozmezi rozboru.
Platny vysledek: Detekovana HIV-1 RNA, >1,00 x 10°
Ano Ano >1,00 x 10° Kvantifikace neni mozna, protoze vysledek kvantifikace je nad
linearnim rozsahem rozboru.*
Ne Ano - Platny vysledek: Neni detekovatelna zadna HIV-1 RNA."
Ne Ne - Neplatny vysledek: Neni mozné ucinit zaver.’

* Pokud se pozaduje kvantifikace, nafedte vzorek plazmou bez HIV a znovu zpracujte. Kvantifikaéni

vysledek z opakované zpracovaného vzorku vynasobte faktorem fedéni.

" Pokud je oviem Cr hodnota interni kontroly negativniho vzorku po vice nez 3 cykly vy3si nez Cr
hodnota interni kontroly beztemplatové kontroly (Cr ic sample — C1 i1c nTc >3), mél by byt tento vzorek
povazovan za neplatny. Neni mozné ucinit zavér.

* Informace ohledné zdroji chyb a jejich feSeni Ize nalézt v “Troubleshooting guide” (Pravodce

odstranovanim zavad) Priru¢ky pro sadu artus HI Virus-1 QS-RGQ.
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Nastaveni prahové hodnoty pro analyzu PCR

Optimalni nastaveni mezni hodnoty pro danou kombinaci Rotor-Gene Q pfistroje a sady artus
QS-RGQ by mélo byt empiricky stanoveno testovanim kazdé individualni kombinace, protoze se
jedna o relativni hodnotu zavislou na celkovém diagnostickém pracovnim postupu. Mezni hodnota
mUze byt nastavena na uvodni hodnotu 0,04 pro analyzu prvniho PCR béhu. Tato hodnota by ale
méla byt doladéna v komparativni analyze dalSich béhl v pracovnim schématu. Mezni hodnota by
méla byt nastavena manualné tésné nad signal pozadi negativnich kontrol a negativnich vzorkd.
Pramérna mezni hodnota vypocitana z téchto pokusl by méla s velkou pravdépodobnosti platit i pro
vétSinu nasledujicich béhl. Uzivatel by presto mél generované mezni hodnoty pravidelné
kontrolovat. Mezni hodnota se pohybuje obvykle mezi 0,03-0,05 a méla by se zaokrouhlovat na

maximalné tfi desetinna mista.

Kvantifikace

S kvantifika¢nimi standardy (HI Virus-1 RG QS 1-4) dodavanymi se sadou artus HI Virus-1
QS-RGQ se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve stejném objemu (20 pl).
Standardni kfivku na pfistroji Rotor-Gene Q vytvofite tak, Ze vlozite vSechny &tyfi kvantifikacni
standardy, definujete je v okné menu “Edit Samples” (Upravit vzorky) pfistroje Rotor-Gene Q jako

standardy a zadate uvedené koncentrace (viz uzivatelsky manual pfistroje).
Poznamka: Kvantifikaéni standardy jsou definovany jako 1U/ul.* Pro pfepocet hodnot ziskanych
pomoci standardni kfivky na 1U/ml vzorku se pouzivé nasledujici vzorec

Vysledek vysledek (IU/ul) x plivodni eluéni objem (90 ul)T

(1U/mi) objem vzorku (ml)

Do vySe uvedeného vzorce se dosazuje zasadné puvodni objem vzorku. Toto se musi zohlednit,
byl-li objem vzorku pfed izolaci nukleovych kyselin pozmé&nén (napf. redukce objemu centrifugaci
nebo jeho zvySeni naplnénim na objem poZadovany pro izolaci).

Konverzni faktor

1 1U/ml odpovida 0,45 kopie/ml pro detekci HIV-1 RNA na pfistroji Rotor-Gene Q. Konverzni faktor
byl zjistén regresni analyzou fady vice Fedéni porovnavanych proti referenéni metodé& udavajici
vysledky v kopiich/ml.

* Standard byl kalibrovan pomoci Mezinarodniho standardu HIV (WHO).

' Vypocet se zaklada na vychozich eluénich objemech (90 pl).
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Priklady pozitivnich a negativnich reakci PCR

— EC,

Elg T w w 5 = = = = = =

Prakaz kvantifikaénich standarda (HI Virus-1 RG QS 1-4) ve fluorescenénim kanalu Cycling

Green. NTC: Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

/

QS 1-QS4+NTC /

B[+ \ W = w = = w w W

Prikaz interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange pfi soucasné
amplifikaci kvantifikacnich standardl (HI Virus-1 RG QS 1-4). NTC: Beztemplatova kontrola

(negativni kontrola).

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifickd pro vyrobek jsou uvedeny v
pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiru€ce uzivatele. PFiruky a uzivatelské navody sady QIAGEN
jsou k dispozici na strankach www.giagen.com nebo si je Ize vyzadat u Technickych sluzeb
QIAGEN nebo svého lokalniho distributora.

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

© 2012 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.

www.giagen.com Canada = 800-572-9613
China = 021-3865-3865
Denmark = 80-885945

Australia = 1-800-243-800 Finland = 0800-914416
Austria = 0800/281010 France = 01-60-920-930
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