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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN je vedoucim poskytovatelem inovativnich technologii pfipravy vzorkd
a analyz, které umozriuji izolaci a detekci obsahu jakéhokoliv biologického
vzorku. Nase pokrocilé, vysoce kvalitni produkty a sluzby Vam zajisti
spolehlivy vysledek.

QIAGEN urcuje standardy:

v purifikaci DNA, RNA a proteint

v analyzach nukleovych kyselin a protein(

ve vyzkumu microRNA a RNAI

v automatizaci technologii pro pfipravu vzorkl a jejich analyz.

NaSi misi je umoznit Vam dosahnout vynikajicich vysledkl a technickych
uspéchd. Vice informaci naleznete na www.giagen.com.
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Zamyslené pouziti
Sada artus BK Virus RG PCR je test amplifikace nukleovych kyselin in vitro
pro kvantifikaci DNA viru BK (BKV) z lidské plazmy nebo moci. Tato

diagnosticka sada vyuziva polymerazovou fetézovou reakci (PCR) a je
konfigurovana pro pouZiti s pfistroji Rotor-Gene Q.

Poznamka: Sada artus BK Virus RG PCR se nesmi pouZivat s pfistroji Rotor-
Gene Q 2plex.

Souhrn a vysvétleni

Sada artus BK Virus RG PCR je systém k pfimému pouziti pro prukaz DNA
viru BK pomoci polymerazoveé fetézové reakce (PCR) v pfistrojich Rotor--
Gene Q. Smés BK Virus RG Master obsahuje reagencie a enzymy pro
specifickou amplifikaci 274 bp dlouhého useku genomu viru BK a také pro
pfimou detekci specifického amplikonu ve fluorescenénim kanalu Cycling
Green pfistroje Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene 6000.

Kromé toho sada artus BK Virus RG PCR obsahuje druhy heterologni
amplifikacni systém pro prukaz potencialni inhibice PCR. Tento systém je
detekovan jako interni kontrola (IC) ve fluorescencnim kanalu Cycling Orange
pristroje Rotor--Gene Q MDx, Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene 6000. Limit
detekce analytické PCR viru BK (viz ,Analytické senzitivita®, strana 23) pfitom
neni negativné ovlivnén. Spolu s produktem se dodavaji externi pozitivni
kontroly (BK Virus RG QS 1-4), pomoci nichZ |ze ur€it mnozstvi virové DNA.
DalSi informace viz “Interpretace vysledkd”, strana 19.

Informace o patogenu

BK virus (BKV) je DNA virus patfici mezi polyomaviry. Primarni infekce se
vyskytuje hlavné v détstvi a je obvykle asymptomaticka. Séroprevalence u
dospélych je az 90 %. Po primarni infekci zastava BKV latentni v ledvinovych
bufkach a mize byt opakované aktivovan za podminek imunitni deficience,
napfiklad pfi transplantaci.

Infekce BKV muze korelovat s tubulointersticialni nefritidou a stendézou uretry u
pFijemcu renalnich transplantatd a dale s hemoragickou cystitidou u pfijemcu
transplantatl kostni dfené. Je rovnéz spojovana s obrazem onemocnéni, jako
je vaskulopatie, pneumonitida, encefalitida, retinitida a dokonce i
multiorganové selhani.

Pretrvavajici vysoka uroven replikace BKV je typickou charakteristikou
nefropatie spojované s polyomaviry (PAN) u pacientl po transplantaci ledvin.
Klinicky relevantni infekce jsou vétSinou omezené na jedince s potlacenou
imunitou.
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Princip metody

Prikaz plvodce pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) je zalozen na
amplifikaci specifické oblasti genomu pavodce. Detekce probiha pfi PCR v
realném Case pomoci fluorescencnich barviv. Barviva jsou zpravidla vazana
na oligonukleotidové sondy, které se vazou specificky na PCR amplifikat.
Detekce intenzity fluorescence v pribéhu PCR v realném ¢ase umozniuje
prikaz a kvantifikaci produktd, aniz by bylo nutné po PCR znovu otevirat
reak¢ni zkumavky.*

Dodavané materialy

Obsah sady
artus BK Virus RG PCR Kit (24) (96)
Katalogové ¢. 4514263 4514265
Pocet reakci 24 96

2 X 8 x

Modra BK Virus RG Master 12 reakei 12 reakci
Zluta BK Virus RG Mg-Sol' Mg-Sol 400 pl 400 pl

BK Virus RG QS 1*
(1 x 10* kopii/ul)

BK Virus RG QS2¥

Cervena Qs 200 pl 200 pl

Cervena (1x 103 kopii/l) Qs 200 pl 200 pl

% , BK Virus RG QS3*

Cervena (1 x 10 kopii/ul) Qs 200 pl 200 pl

. . BK Virus RG Qs4*

Cervena (1 x 10" kopii/ul) QS 200 pl 200 pl
Zelena BK Virus RG ICY T3 1000 pI 2 x 1000 pl
Bila Voda (v kvalité vhodné pro PCR) 1000 pl 1000 pl

Prirugka 1 L

T Roztok hotgiku
* Kvantifikaéni standard
§ Interni kontrola

* Mackay, |.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Pozadované materialy, které nejsou soucasti
dodavky

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v pfislusnych
bezpecnostnich listech (BL), které Ize ziskat od dodavatele produktu.

Reagencie
B Sada kizolaci DNA (viz ,lzolace DNA®, strana 11)

Spotiebni material
B Sterilni pipetovaci Spicky s filtrem

B Zkumavky v stripech s uzavéry, 0,1 ml, pro pouziti s 72jamkovym rotorem
(kat. Cis. 981103 nebo 981106)

B Alternativné: Zkumavky PCR, 0,2 ml, pro pouziti s 36jamkovym rotorem
(kat. Cis. 981005 nebo 981008)

Vybaveni
B Pipety (nastavitelné)*

B Trepacka vortex*
B Stolni centrifuga s rotorem pro 2ml reakéni zkumavky
B Pristroj Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q nebo Rotor-Gene*'
s fluorescenénimi kanaly Cycling Green a Cycling Orange
B Software Rotor-Gene Q MDx / Rotor-Gene Q verze 1.7.94 a vy$Si

(software Rotor-Gene 6000 verze 1.7.65)

B Chladici blok (vkladaci blok 72 x 0,1ml zkumavky, kat. ¢is. 9018901, nebo
vkladaci blok 96 x 0,2ml zkumavky, kat. Cis. 9018905)

Varovani a bezpeénostni opatreni
Pro diagnostické pouziti in vitro

Pfi praci s chemikaliemi vzdy pouzivejte vhodny laboratorni plast, rukavice na
jedno pouziti a ochranné bryle. DalSi informace jsou uvedeny v odpovidajicich
bezpec€nostnich listech (BL). Bezpecnostni listy jsou k dispozici online

v pohodiném a kompaktnim formatu PDF na strankach
www.qgiagen.com/safety, kde mlzete nalézt, zobrazit a vytisknout BL pro
kazdou sadu QIAGEN a pro kazdou komponentu téchto sad.

Odpad ze vzorkl a rozbor( likvidujte podle mistnich bezpe€nostnich predpisu.

* Ujistéte se, ze byly pristroje kontrolovany a kalibrovany podle doporuceni vyrobce.
Sada artus BK Virus RG PCR se nesmi pouzivat s pfistroji Rotor-Gene Q 2plex.
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VSeobecna bezpeénostni opatreni

Vzdy dbejte na nasleduijici:

B Pouzivejte sterilni pipetovaci Spicky s filtrem.

B Skladujte, izolujte a pfidavejte pozitivni material (vzorky, pozitivni kontroly
a amplifikaty) do reakéni smési na jiném misté nez ostatni reagencie.

B VSechny komponenty pfed pocatkem analyzy UpIné rozmrazte pfi
pokojové teploté (15-25 °C).

M Nasledné komponenty fadné promichejte (opakovany nabér pipetou a
vypusténi pipety nebo pulzni tfepacka) a kratce centrifugujte.

B Pracujte rychle a udrzujte komponenty na ledu nebo v chladicim bloku
(72-/96jamkovy vkladaci blok).

Uchovavani a nakladani s reagenciemi

Komponenty sady artus BK Virus PCR se skladuji pfi teploté -15 °C az

-30 °C a maji trvanlivost do data uvedeného na Stitku. Zabrarite
opakovanému rozmrazeni a zmrazeni (> 2x), sniZzuje se tim senzitivita
analyzy. Pokud se reagencie maji pouzivat pouze ob&asné, je nutné je zmrazit
v alikvotnich mnozstvich. Uchovavani pfi 2—-8 °C by nemélo piekroc€it dobu péti
hodin.
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Postup

Izolace DNA

Sada EZ1 DSP Virus (QIAGEN, kat. Cis. 62724)* je validovana pro purifikaci
virové nukleové kyseliny z lidské plazmy nebo moci pro pouziti se sadou artus
BK Virus RG PCR. Purifikaci virové DNA provedte podle pokynu v pfiruce pro
sadu EZ1 DSP Virus (EZ1 DSP Virus Kit Handbook) s po€atecnim objemem
vzorku 400 pl.

Poznamka: Sada artus BK Virus RG PCR neni vhodna pro izolaéni metody na
zakladé fenolu.

Poznamka: Uziti nosiCové RNA ma rozhodujici vyznam pro efektivitu izolace a
tim i pro vytézek DNA/RNA. Ke kazdé izolaci pfidejte odpovidajici mnozstvi
nosi¢ové RNA podle pokynu v pfiru¢ce pro sadu EZ1 DSP Virus.

Poznamka: Interni kontrolu sady artus BK Virus RG PCR Ize vlozit pfimo do
izolace (viz ,Interni kontrola“, strana 11).

Poznamka: Po izolaci pomoci sady EZ1 DSP Virus dirazné doporucujeme
pouzit purifikované virové nukleové kyseliny ihned k PCR. Eluaty Ize pfipadné
pfed analyzou PCR uchovavat az 3 tfi dny pfi teploté 4 °C.

Interni kontrola

Spolu s produktem se dodava interni kontrola (BK Virus RG IC). Uzivatel ma
tak moznost kontrolovat jak izolaci DNA, tak také moznou inhibici PCR. Pro
tuto aplikaci pfidejte k izolaci interni kontrolu v poméru 0,1 pl na 1 yl eluéniho
objemu. Jestlize napfiklad pouzivate sadu EZ1 DSP Virus a eluujete virové
nukleové kyseliny v 60 ul eluéniho pufru (AVE), potom pfidejte na zacatku 6 pl
interni kontroly.

Poznamka: Interni kontrola a nosi¢ova RNA (viz ,|zolace DNA®, strana 11) by
mély byt pfidavany pouze ke smési lyza¢niho pufru a vzorku nebo pfimo
k lyzaénimu pufru.

Interni kontrola nesmi byt pfidana pfimo ke vzorku. Upozorniujeme, Ze pfi
pridavani k lyzaénimu pufru musite smés interni kontroly a lyza¢niho pufru /
nosicové RNA pfipravit vzdy Cerstvou a ihned pouzit (skladovani smési pfi
pokojové teploté nebo v lednici mize jiz po nékolika hodinach vést k selhani
interni kontroly a ke snizeni efektivity izolace).

Poznamka: Interni kontrolu a nosiCovou RNA nepipetujte pfimo do vzorku.

* Sada EZ1 DSP Virus je rovnéZ dostupna jako sada EASYartus® BK Virus RG PCR
s certifikaci CE-IVD v kombinaci se sadou artus BK Virus RG PCR (informace o
moznostech objednavky viz strana 29).
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Volitelné Ize interni kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole mozné inhibice PCR.
V tomto pfipadé pfidejte interni kontrolu pfimo ke smési BK Virus RG Master a
BK Virus RG Mg-Sol, jak popisuje krok 2b protokolu (strana 14).
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Protokol: PCR a analyza dat

Dulezité body pred zahajenim
B Pred zahajenim procedury ziskejte zakladni informace o pfistroji Rotor-
Gene Q. Viz uzivatelska pfirucka k pfistroji.

B Dbejte na to, aby byl do kazdého béhu PCR zahrnut alespon jeden
kvantifikani standard a jedna negativni kontrola (voda v kvalité vhodné
pro PCR). Pro vytvoreni standardni kfivky pouzijte u kazdého béhu PCR
v8echny 4 kvantifikaCni standardy (BK Virus RG QS 1-4) dodavané spolu
s produktem.

Véci, které je nutné udélat pred zahajenim

B Ovéfte, zZe je chladici blok (pfisluSenstvi pfistroje Rotor-Gene Q) pfedem
vychlazen na 2-8 °C.

B VSechny reagencie se musi pfed zaCatkem testu zcela rozmrazit pfi
pokojové teploté, musi byt dobfe promichany (opakovany nabér pipetou a
vypusténi pipety nebo kratky vortex) a nasledné centrifugovany.

Postup

1. Umistéte pozadovany pocet zkumavek PCR do adaptért chladiciho
bloku.

2. Chcete-li pomoci interni kontroly sledovat jak izolaci DNA, tak
moznou inhibici PCR, postupujte podle kroku 2a. Chcete-li interni
kontrolu pouzit vyhradné ke kontrole inhibice PCR, postupujte podie
kroku 2b.

2a. Interni kontrola jiz byla pridana k izolaci (viz ,,Interni kontrola®, strana
11). V tomto pripadé pripravte smés Master Mix podle tabulky 1.

Reakéni smés obvykle obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR
kromé vzorku.

Tabulka 1. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita ke
sledovani izolace DNA a ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorki 1 12
BK Virus RG Master 7 ul 84 pl
BK Virus RG Mg-Sol 3 ul 36 pl
BK Virus RG IC O ul O ul
Celkovy objem 10 pl 120 pl
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2b. Interni kontrola musi byt pfidana pfimo ke smési BK Virus RG Master
a BK Virus RG Mg-Sol. V tomto pripadé pfipravte smés Master Mix
podle tabulky 2.

Reakéni smés obvykle obsahuje vSechny komponenty potfebné pro PCR
kromé vzorku.

Tabulka 2. Priprava smési Master Mix (interni kontrola pouzita
vyhradné ke kontrole inhibice PCR)

Pocet vzorki 1 12
BK Virus RG Master 7 ul 84 pl
BK Virus RG Mg-Sol 3 ul 36 pl
BK Virus RG IC 1,5 ul 18 ul
Celkovy objem 11,5 pl* 138 pl*

* ZvySeni objemu podminéné pfidanim interni kontroly se pfi pfipravé reakce PCR
nezohlednuje. Senzitivita detekéniho systému neni omezena.

3. Odmeérite pipetou do kazdé zkumavky PCR 10 pl smési Master Mix.
Poté pridejte 15 pl eluatu z izolace DNA (viz tabulka 3). Obdobné
musite pridat jako pozitivni kontrolu 15 pl alespon jednoho
kvantifikaéniho standardu (BK Virus RG QS 1-4) a jako negativni
kontrolu 15 pl vody v kvalité vhodné pro PCR (Water, PCR grade).

Tabulka 3. Priprava PCR reakce

Pocet vzorki 1 12

Master Mix 10 i po 10 pl
Vzorek 15 pl po 15 ul
Celkovy objem 25 pl po 25 pl

4. Uzaviete zkumavky PCR. Ujistéte se, ze byl na rotor nasazen Locking
Ring (pfislusenstvi pristroje Rotor-Gene) jako prevence nechténého
otevieni zkumavek béhem béhu.

5. Pro detekci DNA viru BK vytvoite teplotni profil podle nasledujicich
kroki:
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Nastaveni obecnych parametru Obrazky 1, 2, 3
Pocatecni aktivace Hot Start enzymu Obrazek 4
Amplifikace DNA Obrazek 5
Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanala Obrazek 6
Spusténi béhu Obrazek 7

VSechny udaje se vztahuiji k softwaru Rotor-Gene Q MDx / Rotor-Gene Q
verze 1.7.94 a softwaru Rotor-Gene 6000 verze 1.7.65. Podrobnosti

k programovani pfistroju Rotor-Gene naleznete v uzivatelské pfirucce

k pFistroji. Na obrazcich jsou tato nastaveni zvyraznéna ¢ernymi ramecky.
llustrace se vztahuji k pFistrojum Rotor--Gene Q.

6. Nejdrive oteviete okno “New Run Wizard” (obrazek 1). Zaskrtnéte
ramecek “Locking Ring Attached” (Pfipevnén pojistny prstenec) a
kliknéte na “Next” (DalSi).

i

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

¥ Locking Ring Attached

Obrazek 1. Dialogové okno “New Run Wizard“.
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7. Zvolte 50 jako objem PCR reakce a kliknéte na “Next” (obrazek 2).

x4
This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, ;h:s box fisplays ;
clicking Next when you are ready to move to the next page. elp on elemants 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.

Operator : I Qiagen

Notes :

1. Reaction I =
Volume (uL): l—

Sample Layout : | Tali Jisa j

SkipWizard | <<Back [I New>> |

Obrazek 2. Nastaveni obecnych parametra analyzy.

Poznamka: | kdyz reakéni objem &ini realné 25 pl, v softwaru Rotor-Gene
musite zvolit reakéni objem 50.

8. Kliknéte na tladitko “Edit Profile” v dalSim okné “New Run Wizard”
(obrazek 3) a naprogramujte teplotni profil podle obrazka 3-5.
New Run Wizard x|

Temperature Profile : 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.
Edit Profile ... '

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain [ Create New... |
Green 470nm  510nm 4

Edi... |
Edit Gain... |
Remove |

Reset Defaults |
2 Gain Optimisation... 3

Skipwizard | << Back ]i Next >> i

Obrazek 3. Uprava profilu.

Yellow  530nm  555nm
) - Orange  585nm  610nm
015 s |Red 625nm  BB0nm
Crimson  680nm  710hp
an Blue 365nm  460nm

=~ =~ oo,
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Edit Profile =]

. H | 9

[dEw [Hpen Save Az H.elp

The run will take approximately 109 minute(z] to complete. The graph below reprezents the min to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

1 IFsert aften.. |
g [Read-0nly)
| reerb Liefore.. |

Hemese |

Hold Temperature : g5 | deg.

2 Hold Time : il s _u| —

-L

Obrazek 4. Poc¢atecni aktivace Hot Start enzymu.

Edit Profile =]

D8 OH | e

MHew Open Savedbs H.elp ‘

The run will take approximately 103 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click on a cycle below to madify it :

Ingert after... |
Inzert befare... |
Remave |

Thiz cycle repeats

T Click ot one of the steps below to rmodify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

i

El=]

95 deg. for 15 secs

4a - £5 deg.

I
30 seconds 4
Acquiring to Cycling & % I 72 deg. for 20 secs I /
oh Green, Orange E5 deq. for 30 secs i
Long Ranas ——— - 5

4b —fF 25

-6

Obrazek 5. Amplifikace DNA. Ujistéte se, ze je dotykova funkce u kroku temperovani
aktivovana pro 10 cyklu.

9. Meérici rozsah fluorescencnich kanalt je tireba urcit podle
fluorescencéni intenzity v PCR zkumavkach. Kliknéte na “Gain
Optimisation” v okné menu “New Run Wizard” (viz obrazek 3) pro
otevieni okna “Auto-Gain Optimisation Setup”. Nastavte kalibracni
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10. Hodnoty vysledktli determinované kalibraci kanalt se automaticky
ulozi a jsou uvedené v seznamu v poslednim okné programovaci

18

4]
2 hanuial... I Cloze | Help I

teplotu na 65, aby odpovidala reasocia¢ni (annealing) teploté

amplifikaéniho programu (obrazek 6).

Auto-G ain Optimization Setup

— O ptimization :
\ Auto-Gain Optimization will read the flucresence on the inzerted sample at
Lo different gain levels until it findz one at which the fuorezcence levels are
“ﬁ:b acceptable. The range of fluarezcence pou are looking for depends on the
chemistiy pou are perfarming.

5 1
Set ternperature to |55 E&grees. I

O phimize &l I Dptimize Acquinng

[ Peiform Optimization Before 13t Acquisition

[ Peiform Optimization 4t 65 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| =

Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain

Add
Edit... |
Orange 1 BF| 10F1 .1 7 Remove |

Remowve A

| 2]

Obrazek 6. Nastaveni senzitivity fluorescenénich kanalt.

procedury (obrazek 7). Stisknéte “Start Run” (Spustit béh).

New Run Wizard x|

Summary :

Setting | Value |
Green Gain 4

Orange Gain 8

Rotor 72-wiell Rotor
Sample Layout 471-58,B81-88. ..

Reaction Volume (in microliters) 50

I Start Run

Once you've confimed that your run settings are comect, click Start Run to Save Template
begin the wn. Click Save Template to save seltings for future uns. _—

Skipwizard | <<Back |

Obrazek 7. Spusténi béhu.
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Interpretace vysledku

Kvantifikace

S kvantifikacnimi standardy (BK Virus RG QS 1-4) dodavanymi spolu

s produktem se zachazi stejné jako s jiz izolovanymi vzorky a pfidavaji se ve
stejném objemu (15 ul). Standardni kfivku na pfistroji Rotor-Gene Q vytvofite
tak, ze pouzijete vSech 4 kvantifikatnich standardd, definujete je v dialogovém
okné ,Edit Samples* (Upravit vzorky) jako standardy a zadate odpovidajici
koncentrace (viz uZivatelska pfirucka k pfistroji).

Poznamka: KvantifikaCni standardy jsou definovany jako kopie/ul. Pro
prepocCet hodnot ziskanych pomoci standardni kfivky na kopie/ml vzorku se
pouziva nasledujici vzorec:

vysledek (kopie/ul) x elu€ni objem (ul)

Vysledek (kopie/ml) 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
pozménén (napf. redukce objemu centrifugaci nebo jeho zvySeni naplnénim
na objem pozadovany pro izolaci).

Vysledky

Pfiklady pozitivnich a negativnich reakci PCR jsou uvedeny na obrazcich 8 a

QS 2
%0.25 QS 1

Threshald N TQ—

! ——

B 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Obrazek 8. Prukaz kvantifikaénich standard( (BK Virus RG QS 1-4) ve fluorescenénim
kanalu Cycling Green. NTC: Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).
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Threzhald

QS 1-QS4+NTC

5

10

15 2 5 0 35 an 45
Cycle

Obrazek 9. Prukaz interni kontroly (IC) ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange pfi
soucasné amplifikaci kvantifikaénich standard(i (BK Virus RG QS 1-4). NTC:
Beztemplatova kontrola (negativni kontrola).

Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green je detekovan signal.
Vysledek analyzy je pozitivni: Vzorek obsahuje DNA viru BK.

V tomto pfipadé je detekce signalu v kanalu Cycling Orange podruzna,
protoZe vysoké vychozi koncentrace DNA viru BK (pozitivni signal v kanalu
Cycling Green) mohou vést k redukovanému az chybéjicimu fluorescenénimu
signalu interni kontroly v kanalu Cycling Orange (kompetice).

Ve fluorescenénim kanalu Cycling Green neni detekovan zadny signal.
Soucasné se v kanalu Cycling Orange objevuje signal interni kontroly.
Ve vzorku neni prokazatelna zadna DNA viru BK. Lze jej proto povazovat

za negativni.

Pfi negativni PCR na virus BK vyluCuje detekovany signal interni kontroly
moznost inhibice PCR.

Signal neni detekovan ani v kanalu Cycling Green ani v kanalu Cycling

Orange.

Neni mozné ucinit zaveér.

Pokyny tykajici se zdroju chyb a jejich odstranéni jsou uvedeny v kapitole
.Reseni problému*“ dale.

ResSeni problémi

V této kapitole naleznete uziteCné informace, které Vam mohou pomoci pfi
feSeni pfipadnych problému. Vice informaci Ize ziskat také na internetové
strance nasi technické podpory: www.giagen.com/FAQ/FAQL.ist.aspx. Védci z
technické podpory QIAGEN vzdy radi zodpovi Vase otazky ohledné udaju a
protokolu v tomto manualu i obecné k technologiim pro pfipravu vzorkl a jejich
rozbory (moznosti navazani kontaktu viz zadni strana nebo navstivte

www.giagen.com).
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Komentare a navrhy

Zadny signal u pozitivnich kontrol (BK Virus RG QS 1-4) ve
fluorescenénim kanalu Cycling Green

a) Fluorescencni kanal K analyze dat zvolte fluorescencni kanal Cycling
zvoleny pro analyzu Green pro analytickou PCR viru BK a
PCR dat neodpovida fluorescencni kanal Cycling Orange pro PCR
protokolu interni kontroly.

b) Chybné Porovnejte teplotni profil s udaji protokolu. Viz
naprogramovani .Protokol: PCR a analyza dat”, strana 13.

teplotniho profilu
pristroje Rotor-Gene

c) Chybna konfigurace Porovnejte svUj pracovni postup s pipetovacim
PCR schématem, pfipadné PCR zopakujte. Viz
,Protokol: PCR a analyza dat”, strana 13.

d) Podminky skladovani  Prosim zkontrolujte jak podminky uchovavani,
jednoho nebo vice tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek
komponentl soupravy  soupravy) a pouzijte popf. novou soupravu.
neodpovidaji
pfedpisim uvedenym
v kapitole ,Uchovavani
a nakladdani s
reagenciemi” (strana

10)
e) Sada artus BK Virus Prosim zkontrolujte jak podminky uchovavani,
RG PCR je prosla tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek

soupravy) a pouZzijte popf. novou soupravu.

Slaby nebo chybéjici signal interni kontroly negativniho vzorku plazmy
nebo mog¢i, ktery byl podroben purifikaci pomoci sady artus BK Virus
RG PCR ve fluorescenénim kanalu Cycling Orange pfi sou€asné
nepritomnosti signalu v kanalu Cycling Green

a) Podminky PCR Zkontrolujte podminky PCR (viz vySe) a popf.
neodpovidaji protokolu PCR zopakujte s opravenym nastavenim.

b) Doslo k inhibici PCR Ujistéte se, Ze pouzivate doporuceny postup
izolace a drzte se prfesné pokynu vyrobce.

c) Bé&hem extrakce doSlo  Byla-li k izolaci pfidana interni kontrola, maze
k ubytku DNA nepfitomnost signalu interni kontroly znamenat
ubytek DNA béhem extrakce. Ujistéte se, ze
pouzivate doporu€enou izolaéni metodu (viz
Jzolace DNA®, strana 11) a drzte se presné
pokynU vyrobce.
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Komentare a navrhy

d) Podminky skladovani  Prosim zkontrolujte jak podminky uchovavani,
jednoho nebo vice tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek
komponentl soupravy  soupravy) a pouZzijte popf. novou soupravu.
neodpovidaji
pfedpisim uvedenym
v kapitole ,Uchovavani
a nakladdni s
reagenciemi‘ (strana

10)
e) Sada artus BK Virus Prosim zkontrolujte jak podminky uchovavani,
RG PCR je prosla tak i dobu pouzitelnosti reagencii (viz Stitek

soupravy) a pouZzijte popf. novou soupravu.

Signaly u negativnich kontrol ve fluorescenénim kanalu Cycling Green
pfi analytické PCR

a) Béhem pripravy PCR  Zopakujte PCR v replikatech s novymi
doslo ke kontaminaci reagenciemi.

Uzavrete jednotlivé PCR zkumavky pokud
mozno ihned po vlioZeni zkoumaného vzorku.

Pozitivni kontroly pipetujte zasadné jako
posledni.

Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje
pravidelné dekontaminovany.

b) Béhem extrakce doslo  Zopakuijte izolaci a PCR zkoumanych vzorku za
ke kontaminaci uziti novych reagencii.
Ujistéte se, Ze jsou pracovni plochy a pfistroje
pravidelné dekontaminovany.

Rizeni jakosti
V souladu se systémem managementu jakosti spole¢nosti QIAGEN
certifikovanym podle norem ISO byla kazda Sarze sady artus BK Virus RG

PCR testovana podle pfedem stanovenych specifikaci, aby byla zaruena
jednotna kvalita produktu.

Omezeni

Produkt by méli pouZivat pouze pracovnici, ktefi jsou specialné pouceni a
vyskoleni v metodice diagnostiky in vitro.

Pfesné dodrZovani protokolu je bezpodminecné nutné k dosazeni optimalnich
vysledkd PCR.
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Dbejte na konec doby pouzitelnosti uvedeny na baleni a na Stitcich
jednotlivych komponent. NepouZivejte reagencie s proslou trvanlivosti.

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

Charakteristiky chovani

Analyticka senzitivita

Pro ur€eni analytické senzitivity sady artus BK Virus RG PCR byla vytvofena
fada fedéni od 10 do nominalné 0,001 ekvivalentu kopie/ul. Ta byla nasledné
analyzovana za pouziti sady artus BK Virus RG PCR v pfistroji Rotor-

Gene 6000. Experimenty byly provedeny ve 3 ruznych dnech formou
osminasobnych urceni. Vysledky byly zjistény probitovou analyzou. Grafické
znazornéni probitové analyzy na pfistroji Rotor-Gene 6000 naleznete na
obrazku 10. Analyticky limit detekce sady artus BK Virus RG PCR v kombinaci
s pfistrojem Rotor-Gene Q MDx / Q / 6000 je 0,195 kopie/ul (p = 0,05). To
znamena, Ze je s 95% pravdépodobnosti detekovano 0,195 kopie/pl.

-0.71005 ~ 0.195 copies/ul (95%)
(0.06797 - 9.1908 copies/l)

Proportions

5 -4 -3 2 A 0 1 2
log (dose)

Obrazek 10. Probitova analyza: Virus BK (Rotor-Gene 6000). Analyticka senzitivita sady
artus BK Virus RG PCR na pfistroji Rotor-Gene 6000.

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
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Specificita

Specificita sady artus BK Virus RG PCR je v prvni fadé zaru¢ena vybérem
primerd a sond, jakoz i volbou pfisnych reakénich podminek. Primery a sondy
byly na zakladé srovnavaci sekvencéni analyzy prezkouseny na eventualni
homologie se vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach.
Detekovatelnost viech relevantnich kmen( tak byla zajisténa na zakladé
sladéni databaze a béhu PCR na pfistrojich Rotor-Gene s nasledujicimi
kmeny (viz tabulka 4).

Tabulka 4. Testovani specificity relevantnich kmenu

Virus BK Interni kontrola
(Cycling (Cycling
Virus Kmen Zdroj Green) Orange)
Virus BK Dunlop ATCC* + +
Virus BK Gardner ATCC = +
Virus BK AB269822 Geneart + +
Virus BK S72390 Geneart gt +

* American Type Culture Collection.

Specificita byla navic validovana pomoci 30 rdznych vzorku plazmy
negativnich na BK virus. Ty negenerovaly Zzadné signaly s primery a sondami
specifickymi pro virus BK, které jsou sou€asti smési BK Virus RG Master.

Potencialni kfizova reaktivita sady artus BK Virus RG PCR byla testovana
pomoci kontrolni skupiny uvedené v tabulce 5. Zadny z testovanych puvodcl
nebyl reaktivni. Pfi smiSenych infekcich se nevyskytly zadné kfizové reaktivity.
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Tabulka 5. Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci
potencialné kfizové reaktivnich patogenu

Interni kontrola

BK Virus (Cycling
Kontrolni skupina (Cycling Green) Orange)
Cytomegalovirus - +
Virus Espteina-Barrové - +
Lidsky herpesvirus 1 B +
(herpes simplex virus 1)
Lidsky herpesvirus 2 _ +
(herpes simplex virus 2)
Lidsky herpesvirus 3 _ +
(varicella-zoster virus)
Lidsky herpesvirus 6 - +
Virus JC - +
Simian virus 40 — +
Candida albicans - +

Presnost

Udaje o presnosti sady artus BK Virus RG PCR, které byly ziskany s vyuzitim
pFistroju Rotor-Gene, umoznuiji urcit celkovou variabilitu testovaciho systému.
Tato celkova variabilita se sklada z intraassay variability (variabilita vysledk
vzorkl stejné koncentrace v ramci jednoho pokusu), z interassay variability
(variabilita vysledkd rozboru generovanych na raznych pfistrojich stejného
typu a provedenych riznymi osobami v jedné laboratofi) a z interbatch
variability (variabilita vysledk( rozboru za uziti riznych Sarzi). Ziskana data
byla pouzita k vypocitani standardni odchylky, variance a koeficientu variace
jak pro specifickou PCR plvodce, tak i pro PCR interni kontroly.

Udaje o pfesnosti sady artus BK Virus RG PCR byly stanoveny na zakladé
kvantifikaéniho standardu s nejniz&i koncentraci (QS 4; 1 x 10" kopii/ul).
Experimenty byly provedeny formou osminasobnych uréeni. Udaje o pfesnosti
byly vypocitany na zakladé Ct hodnot amplifikacnich kfivek (C+: prahovy
cyklus, viz tabulka 6). Na zakladé téchto vysledku €ini celkovy statisticky
rozptyl libovolného vzorku uvedené koncentrace 2,11 % (C+) a 3,59 % (C+) pro
prikaz interni kontroly. Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dilich

hodnot zjiSténych variabilit.
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Tabulka 6. Data o presnosti na zakladé hodnot C;

Smérodatna Koeficient
Hodnota C' odchylka variace (%)

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 29,45 0,17 0,56
BK Virus RG QS 4

Variabilita v ramci
jednoho pokusu: 24,31 0,12 0,49
Interni kontrola

Variabilita mezi
rlznymi pokusy: 29,42 0,25 0,85
BK Virus RG QS 4

Variabilita mezi
riznymi pokusy: 23,30 0,77 3,30
Interni kontrola

Variabilita mezi
rlznymi Sarzemi: 30,31 0,64 2,10
BK Virus RG QS 4

Variabilita mezi
rlznymi Sarzemi: 22,53 0,40 1,78
Interni kontrola

Celkova variabilita:

BK Virus RG QS 4 29,80 0,63 2,11

Celkova variabilita:

Interni kontrola 23,12 0,83 3,99

Robustnost

PfezkousSeni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Cetnosti chyb sady

artus BK Virus RG PCR. 30 vzorkl negativnich na virus BK bylo smiseno

s 1 kopii/pl eluéniho objemu kontrolni DNA viru BK (pfiblizné pétinasobna
koncentrace analytického limitu senzitivity). Po izolaci pomoci sady EZ1® DSP
Virus (viz ,lzolace DNA®, strana 11) byly tyto vzorky analyzovany s vyuzitim
sady artus BK Virus RG PCR. Cetnost chyb &inila u véech 30 vzork( 0 %. Dale
byla pfezkousSena robustnost interni kontroly na zakladé izolace a analyzy

30 vzorku negativnich na virus BK. Celkova Cetnost chyb €inila 0%. Inhibice
nebyly pozorovany. Robustnost sady artus BK Virus RG PCR ¢€ini tedy > 99 %.
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Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou potizovany za G¢elem pravidelného
hodnoceni vykonnosti sady artus BK Virus RG PCR a vykonnostniho srovnani
s ostatnimi produkty. Tyto udaje jsou ziskavany na zakladé ucasti v
uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.

Diagnostické hodnoceni
Sada artus BK Virus RG PCR je v sou€asné dobé hodnocena v nékolika

studiich.

Literatura

QIAGEN udrzuje rozsahlou aktualni online databazi védeckych publikaci, které
hodnoti produkty QIAGEN. Podrobné volby hledani umozriuji nalezeni
potfebnych ¢lankl, budto jednoduchym zadanim kli€ovych slov nebo
upfesnénim druhu aplikace, oboru vyzkumu, nazvu, atd.

Uplny seznam literatury naleznete v databance “QIAGEN Reference
Database” (Databaze odkazi QIAGEN) na strance
www.giagen.com/RefDB/search.asp nebo kontaktujte technicky servis

QIAGEN nebo Vaseho mistniho distributora.

Symboly

N
2

LOT

MAT

Obsahuje reagencie pro <N> test(

Pouzijte do

Prostfedek zdravotnické techniky pro in vitro diagnostiku

Katalogove Cislo

Cislo $arze

Cislo materialu

Dily

Obsahuje
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Pocet

GTIN Mezinarodni Cislo obchodni polozky GTIN
Teplotni rozmezi

Vyrobce

DalS$i informace viz navod k pouziti

= k=~ [

Kontaktni informace

Pro technické otazky a vice informaci navstivte nase Centrum technické
podpory na strankach www.giagen.com/Support, zavolejte na nékteré
Oddéleni technickych sluzeb spole¢nosti QIAGEN nebo kontaktujte mistniho
distributora (viz zadni strana nebo www.giagen.com).

. _________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Informace o zpusobu objednavani

Produkt Obsah Kat. €.
artus BK Virus RG Pro 24 reakci: Master, 4 kvantifikaéni 4514263
PCR Kit (24) standardy, interni kontrola, roztok

hof¢iku, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)
artus BK Virus RG Pro 96 reakci: Master, 4 kvantifikacni 4514265
PCR Kit (96) standardy, interni kontrola, roztok

hofCiku, voda (v kvalité vhodné pro

PCR)

Sady EASYartus BK Virus RG PCR - pro plné integrovanou,
automatizovanou purifikaci vzorku a prtikaz ptivodce
s certifikaci CE-IVD

EASYartus BK Virus Pro 48 pfiprav virovych nukleovych EA11423
RG PCR Kit 1 kyselin a 24 reakci: 1 x sada EZ1 DSP

Virus, 1 x sada artus BK Virus RG

PCR (24)
EASYartus BK Virus Pro 48 priprav virovych nukleovych EA11424
RG PCR Kit 2 kyselin a 48 reakci: 1 x sada EZ1 DSP

Virus, 2 x sada artus BK Virus RG

PCR (24)

Sada EZ1 DSP Virus — pro automatizovanou soubéznou
purifikaci virové DNA a RNA z 1-14 vzorku lidské plazmy,
séra nebo likvoru

EZ1 DSP Virus Kit (48) Pro 48 pfiprav virovych nukleovych 62724
kyselin: pfedplnéné zasobniky
s reagenciemi, jednorazové drzaky na
Spicky, jednorazove Spicky s filtrem,
zkumavky na vzorky, elucni zkumavky,
pufry, nosiCova RNA

Rotor-Gene Q MDx a pfrislusenstvi

Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case 9002022
5plex Platform s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

Cerveny, purpurovy), notebook,

software, pfislusenstvi: zahrnuje ro¢ni

zaruku na soucasti a servis bez

instalace a Skoleni
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case 9002023
5plex System s 5 kanaly (zeleny, Zluty, oranzovy,

Cerveny, purpurovy), notebook,

software, pfislusenstvi: zahrnuje ro¢ni

zaruku na soucasti a servis, instalaci a

Skoleni
Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case a 9002032
5plex HRM Platform analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
pFisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na
soucasti a servis bez instalace a

Skoleni
Rotor-Gene Q MDx Cyklér pro PCR v realném Case a 9002033
5plex HRM System analyzator kfivek tani s vysokym

rozliSenim (High Resolution Melt —
HRM) s 5 kanaly (zeleny, Zluty,
oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus
kanal HRM, notebook, software,
prisluSenstvi: zahrnuje ro¢ni zaruku na
soucasti a servis, instalaci a Skoleni

Rotor-Gene Q MDx Pfistroj pro PCR v realném Case 9002042
6plex Platform s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus

notebook, software, pfislusenstvi:

zahrnuje roCni zaruku na soucasti a

servis bez instalace a Skoleni

Rotor-Gene Q MDx Pfistroj pro PCR v realném Case 9002043
6plex System s 6 kanaly (modry, zeleny, Zluty,

oranzovy, ¢erveny, purpurovy) plus

notebook, software, pfislusenstvi:

zahrnuje roCni zaruku na soucasti a

servis, instalaci a Skoleni

Loading Block 72 x Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni 9018901
0.1 ml Tubes reakce pomoci jednokanalové pipety

s vyuzitim zkumavek 72 x 0,1 mi
Loading Block 96 x Hlinikovy blok pro ruéni nastaveni 9018905
0.2 ml Tubes reakce ve standardni sestavé 8 x 12

s vyuzitim zkumavek 96 x 0,2 mi
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Produkt Obsah Kat. ¢.

Strip Tubes and Caps, 250 stripl po 4 zkumavkach s vicky 981103
0.1 ml (250) pro 1000 reakci

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 strip po 4 zkumavkach 981106
0.1 ml (2500) s vi€ky pro 10 000 reakci

PCR Tubes, 0.2 ml 1000 tenkosténnych zkumavek pro 981005
(1000) 1000 reakci

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tenkosténnych zkumavek 981008
(10000) pro 10 000 reakci

Aktualni licen¢ni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek
jsou uvedeny v pfiru¢ce pro sadu QIAGEN nebo pfiru¢ce uzivatele. Manualy k
produktim QIAGEN jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u
technického servisu QIAGEN nebo lokalniho distributora.
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Koupé tohoto produktu opravriuje kupujiciho k jeho uZiti k provedeni diagnostickych sluzeb pro humanni in vitro diagnostiku. Timto se neudéluje
zadny jiny obecny patent nebo licence jiného druhu nez toto specifické pravo k pouzivani vyplyvajici z nakupu.

Ochranné znamky: QIAGEN®, artus®, EASYartus®, EZ1°, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Omezena licenéni smlouva

Pouziti tohoto produktu znamena, Ze jakykoliv kupujici ¢i uzivatel sady artus BK Virus RG PCR souhlasi s nasledujicimi podminkami:

1.

Sada artus BK Virus RG PCR mUze byt pouzivana vyluéné v souladu s Pfiru¢kou pro sadu artus BK Virus RG PCR a smi se pouzivat pouze
s komponenty obsazenymi v sadé. QIAGEN neposkytuje Zadnou licenci v rdmci kteréhokoliv svého duSevniho vlastnictvi k pouZiti nebo

k zaclenéni pfilozenych komponent sady s komponenty, které nejsou v této sadé zahrnuty, s vyjimkou pfipadu uvedenych v Priruéce pro sadu
artus BK Virus RG PCR a dodate¢nych protokolech dostupnych na www.qgiagen.com.

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

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

QIAGEN 2zvlasté vyluCuje odpovédnost za jakékoliv jiné licence, vyjadiené ¢i implikované, nez vyslovné uvedené.

Kupujici a uZivatel této sady souhlasi s tim, Ze neposkytne a nepovoli nikomu jinému provadét Zadné kroky, které by mohly vést nebo by
usnadnily jakékoliv shora zakazané ¢innosti. QIAGEN muze zakazy tohoto Omezeného licenéniho ujednani prosadit u kazdého soudu a
vyzadovat Uhradu v§ech vySetfovacich a soudnich poplatkd, vé. poplatk( za advokata, v rdmci jakéhokoliv postupu k prosazeni tohoto
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