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Technologie badan i oznaczen firmy QIAGEN

Firma QIAGEN jest czolowym dostawcg innowacyjnych technologii do badan i
oznaczen, umozliwiajgcych izolacje i wykrywanie zawartosci dowolnych
prébek biologicznych. Nasze zaawansowane produkty i ustugi o wysokiej
jakosci zapewniajg sukces na kazdym etapie - od prébek po wyniki.

QIAGEN wyznacza standardy w nastepujgcych dziedzinach:
B oczyszczanie DNA, RNA i biatek

B oznaczanie kwaséw nukleinowych i biatek

B badania microRNA i RNAI

B automatyka technologii badan i oznaczania probek

Naszg misjg jest umozliwienie uzytkownikom osiggania doskonatych i
przetomowych wynikéw badan. Wiecej informacji mozna znalez¢ na stronie
www.giagen.com.
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Zestaw artus EBV TM PCR

Do stosowania z aparatami ABlI PRISM® 7000, 7700 oraz 7900HT Sequence
Detection Systems

Uwaga: Zestaw artus EBV TM PCR Kit nie moze by¢ uzywany w potgczeniu z
GeneAmp® 5700 SDS ani tez 384-dotkowym formatem ptytki ABI PRISM
7900HT SDS.

1. Zawartosc¢

Oznakowanie i Nr art. 4501163 Nr art. 4501165
zawartos¢ 24 reakcje 96 reakcji

Niebieski EBV RG/TM Master 2 x 12 reakcji 8 x 12 reakcji

O eaEBY LC/RG/TM QS 1a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 10* kopii/ul

L aEBY LC/RG/TM QS 2= 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 102 kopii/ul

O aEBY LC/RG/TM QS 3= 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 102 kopii/ul

L aEBY LC/RG/TM QS 4a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 10! kopii/ul

Zielony EBV RG/TM ICa 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl

Biaty Woda (odpowiednia do PCR) 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl

o QS = Standard ilosciowy
IC = Kontrola wewnetrzna

2. Przechowywanie

Sktadniki zestawu artus EBV TM PCR powinny by¢ przechowywane w
temperaturze od -30°C do -15°C i w tym zakresie temperatur sg trwate az do
daty umieszczonej na etykiecie. Powinno sie unika¢ czestego zamrazania i
rozmrazania (>2 x), poniewaz moze to zmniejszy¢ czutosc¢. Jesli zestaw ma
by¢ uzywany nieregularnie, odczynniki powinny by¢ zamrazane w porcjach. W
temperaturze +4°C nie powinny by¢ przechowywane dtuzej niz pie¢ godzin.
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. Dodatkowe Wymagane Materialy i Urzadzenia
Jednorazowe rekawiczki bezpudrowe
Zestaw do izolowania DNA (zob. 8.1 1zolacja DNA)
Pipety (regulowane)
Sterylne koncdéwki z filtrem do pipet
Wytrzgsarka (Vortex mixer)
Wiréwka nastotowa z rotorem do probdéwek o poj. 2 ml
Wirdéwka z rotorem do ptytek mikrotitracyjnych (opcjonalnie)

EEEEEEENRN®

96-dotkowa ptytka / probowki do reakcji do optycznego pomiaru [reakcji] z
odpowiednimi zamknieciami optycznymi * (zob. 8.4 Przygotowanie PCR)

96-miejscowy dwuczesciowy statyw do uzywania z optycznymi
probéwkami do reakcji (96-Well Tray/Retainer Set, nr kat. 403 081), zob.
8.4 Przygotowanie PCR

B Podktadka kompresyjna do uzywania z optycznymi foliami
samoprzylepnymi (Optical Cover Compression Pads, nr kat. 4 312 639),
zob. 8.4 Aplikator do uszczelnienia ptytek reakcyjnych przy uzyciu
optycznej folii samoprzylepnej (Adhesive Seal Applicator Kit, nr kat. 4 333
183)

M ABI PRISM 7000, 7700 lub 7900HT SDS

Uwaga: Poprawna kalibracja czystych barwnikéw (Pure Spectra Component
File) oraz tta (Background Component File) jest konieczna w momencie
wigczenia urzgdzenia.

4. Ogélne Srodki Ostroznosci
Uzytkownik powinien zawsze zwracac¢ uwage, aby:
Do pipet uzywac sterylnych koncowek z filtrem.

Przechowywaé pozytywny materiat (probki, kontrole i materiat po
amplifikacji) oddzielnie od innych odczynnikéw i dodawac¢ go do
mieszaniny reakcyjnej w oddzielnym pomieszczeniu.

Przed rozpoczeciem badania doktadnie rozmrozi¢ wszystkie odczynniki w
temperaturze pokojowe;.

Po rozmrozeniu, wymieszac sktadniki i krotko odwirowac.
B Pracowa¢ szybko uzywajgc lodu lub bloku chtodzgcego.

’ Uzycie probéwek [do reakcji] do analiz optycznych z wypuktymi wieczkami dozwolone jest
wytgcznie z ABI PRISM 7700 SDS i wymaga wyregulowania czasu ekspozycji (zob. 8.5.2
Programowanie ABI PRISM 7700 SDS, 8.5.2.5 Wazne dodatkowe ustawienia).
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5. Informacje o Patogenach

Wirus Epstein-Barr (EBV) przenoszony jest drogg oralng, gtéwnie za
posrednictwem zakazonej sliny. Generalnie zakazenie EBV, szczegdlnie jesli
nastgpito w dziecinstwie, nie daje objawow. Objawem klinicznym ostrego
zakazenia jest mononukleoza zakazna powigzana z gorgczka, znuzeniem i
anging oraz zapalenie weztow chtonnych i Sledziony. U niektérych pacjentow
objawy te pojawiajg sie ponownie chronicznie. Ciezka posta¢ zakazenia EBV
moze by¢ obserwowana u pacjentéw z niedoborem odpornosci oraz u 0séb z
wadami komorek T.

6. Zasady Real-Time PCR

Wykrywanie patogenu przy pomocy reakcji PCR jest oparte na amplifikacji
specyficznego regionu genomu patogenu. W Real-Time PCR produkt
amplifikacji jest wykrywany przy pomocy barwnikéw fluorescencyjnych. Sg one
zazwyczaj przytgczane do sond oligonukleotydowych, ktére hybrydyzujg
specyficznie do amplifikowanego produktu. Monitorowanie intensywnosci
fluorescencji podczas reakcji PCR (tj. w czasie rzeczywistym) pozwala na
wykrycie patogenu i okreslenie jego ilosci bez koniecznosci ponownego
otwierania probek po reakcji PCR (Mackay. 2004).

7. Opis produktu

Zestaw EBV TM PCR jest gotowym do uzycia systemem do wykrywania EBV
DNA przy uzyciu tancuchowej reakcji polimerazy (PCR) w aparacie ABI
PRISM 7000, 77001 7900HT Sequence Detection System. EBV RG/TM
Master zawiera odczynniki i enzymy do specyficznej amplifikacji rejonu 97 pz
genomu EBV. Amplikon ten jest okreslany na podstawie fluorescenciji
barwnikbw FAM w aparacie ABI PRISM SDS. Ponadto zestaw artus EBV TM
PCR Kit zawiera drugi heterologiczny system amplifikacji do identyfikacji
ewentualnych inhibitorow reakcji PCR. Jest to wykrywane jako wewnetrzna
kontrola (IC) przez pomiar fluorescencji barwnika VIC. Granica detekc;ji
analitycznej PCR dla EBV (zob. 11.1 Czutos¢ analityczna) nie jest
zredukowana. Dostarczane zewnetrzne kontrole pozytywne (EBV LC/RG/TM
QS 1 - 4) pozwalajg na okreslenie wiremii. Dalsze informacje zamieszczono w
rozdziale 8.3 Oznaczenie ilosciowe.

8. Protokot

8.1 Izolacja DNA

Zestawy do izolowania DNA sg oferowane przez roéznych producentow.
Wielkosci probek do procedury izolowania DNA zalezg od stosowanego
protokotu. I1zolacje DNA nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcjami
producenta. Zalecane sg nastepujgce zestawy do izolacji:
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Zestaw do
Materiat izolowania kwasu Numer Nosnikowe
probki nukleinowego katalogowy Producent RNA
Surowica, Zestaw QlAamp® 51 304 QIAGEN Nie dotgczony
osocze, DNA Mini (50) do zestawu
CSF
Zestaw QlAamp 53 704 QIAGEN Dotaczony do
UltraSens® Virus (50) zestawu
Komorki  Zestaw QlAamp DNA 51 104 QIAGEN Nie dotgczony
krwi Blood Mini (50) do zestawu
Osocze Zestaw EZ1® DSP 62 724 QIAGEN Dotgczony do
Virus (48)* zestawu

* Nalezy stosowaé w potgczeniu ze stacjg roboczg BioRobot® EZ1 DSP Workstation (nr. kat.
9001360) i kartg EZ1 DSP Virus Card (nr. kat. 9017707).

Wazna uwaga dotyczgca uzycia Zestawu QIAamp UltraSens Virus, zestawu
QIAamp DNA Blood Mini Kit oraz Zestawu QlAamp DNA Mini:

B Zastosowanie no$nikowego RNA jest krytyczne dla efektywno$ci
ekstrakcji i, co za tym idzie, ilosci pozyskanego DNA/RNA. Jesli wybrany
zestaw do izolacji nie zawiera nosnikowego RNA, to zalecane jest
dodanie nosnika (RNAHomopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, nr
kat. 27-4110-01) w celu ekstrakcji kwasu nukleinowego z ptynéw
ustrojowych nie zawierajgcych komoérek oraz materiatu z niskg
zawarto$cig DNA/RNA (np. CSF). W takich przypadkach nalezy
postepowac w sposéb nastepujacy:

a) Ponownie zawiesi¢ liofilizowane nosnikowe RNA uzywajgc buforu do
elucji (nie nalezy uzywacé buforu do lizy) z zestawu do ekstrakcji (np.
Bufor AE z Zestawu QIAamp DNA Mini/QIAamp DNA Blood Mini) i
przygotowac rozcienczenie o stezeniu 1 pg/ul. Podzieli¢ roztwoér
no$nikowego RNA na kilka porcji odpowiednio do potrzeb i
przechowywac je w temperaturze —20°C. Unika¢ powtarzanego
rozmrazania (> 2 x) porcji nosnikowego RNA.

b) Nalezy uzy¢ 1 ug nosnikowego RNA na 100 pl buforu do lizy. Na
przykfad, jesli protokét ekstrakcji sugeruje 200 pl buforu do lizy, nalezy
dodaé 2 ul nosnikowego RNA (1 pg/ul) bezposrednio do buforu do lizy.
Przed rozpoczeciem kazdej ekstrakcji powinna zostac¢ przygotowana
Swieza mieszanina buforu do lizy i nosnikowego RNA (oraz kontrola
wewnetrzna Internal Control, gdzie ma to zastosowanie, zob. 8.2
Kontrola wewnetrzna) wedtug nastepujgcego schematu pipetowania:
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Liczba probek 1 12
Bufor do lizy np. 200 pl np. 2400 pl
Nosnikowe RNA (1 pg/ul) 2 ul 24 ul
Catkowita objetosé 202 ul 2424 ul
Objetos¢ na ekstrakcje 200 pl 200 pl kazda

c) Do ekstrakcji nalezy uzy¢ natychmiast Swiezo przygotowang mieszanine
buforu do lizy i no$nikowego RNA. Przechowywanie mieszaniny nie jest
mozliwe.

B Zastosowanie nosnikowego RNA jest krytyczne dla efektywnosci
ekstrakcji i, co za tym idzie, ilosci pozyskanego DNA / RNA. W celu
zwiekszenia stabilnosci nosnikowego RNA dostarczonego w zestawie
QIAamp UltraSens Virus Kit zalecamy nastepujgcg procedure
odbiegajacg od instrukcji zestawu do ekstrakcji:

a) Ponownie zawiesi¢ liofilizowane nosnikowe RNA przed pierwszym
uzyciem zestawu do ekstrakcji w 310 pl buforu do elucji dostarczonego
wraz z zestawem (stezenie koncowe 1 ug/ul, nie uzywac buforu do lizy).
Podzieli¢ roztwor nosnikowego RNA na kilka porcji odpowiednio do
potrzeb i przechowywaé w temperaturze —20°C. Unika¢ powtarzanego
rozmrazania (> 2 x) porcji nosnikowego RNA.

b) Przed rozpoczeciem kazdej ekstrakcji powinna zostac przygotowana
swieza mieszanina buforu do lizy i nosnikowego RNA (oraz kontrola
wewnetrzna Internal Control, tam gdzie ma to zastosowanie, zob. 8.2
Kontrola wewnetrzna) wedtug nastepujgcego schematu pipetowania:

Liczba probek 1 12
Bufor do lizy AC 800 pl 9600 pl
Nosnikowe RNA (1 pg/ul) 5,6 ul 67,2 pl
Catkowita objetosé 805,6 ul 9667,2 pl
Objetos¢ na ekstrakcje 800 ul 800 pl kazda

c) Do ekstrakcji nalezy natychmiast uzy¢ swiezo przygotowang mieszanine
buforu do lizy i no$nikowego RNA. Przechowywanie mieszaniny nie jest
mozliwe.

B Zalecane jest eluowanie DNA w 50 pl buforu do elucji w celu uzyskania
najwiekszej czutosci zestawu artus EBV TM PCR.
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B Zestaw QIAamp UltraSens Virus umozliwia zageszczenie probki. Jesli
uzywamy innego materiatu prébki niz surowica lub osocze, to nalezy do
prébki dodac co najmniej 50 % (v/v) negatywnego ludzkiego osocza.

B Probéwki do pobierania krwi pokryte antykoagulantem mogg hamowac
PCR. Jednak inhibitory te zostang wyeliminowane poprzez uzycie
wymienionych powyzej zestawow izolujgcych. Nalezy unika¢ uzywania
krwi heparynizowanej.

B W przypadku stosowania protokotéw izolacji z buforami ptuczgcymi
zwierajgcymi etanol nalezy przed elucjg przeprowadzi¢ dodatkowy krok
wirowania (trzy minuty, 13 000 rpm), aby usung¢ pozostaty alkohol. To
zabezpieczy przed mozliwoscig inhibicji PCR.

B Zestaw artus EBV TM PCR Kit nie moze by¢ uzywany w metodach izolac;ji
opartych na fenolu.

Wazna uwaga dotyczgca uzycia zestawu zestawu EZ1 DSP Virus:

B Zastosowanie nosnikowego RNA jest krytyczne dla efektywnosci
ekstrakcji i, co za tym idzie, ilosci pozyskanego DNA / RNA. Nalezy dodac
odpowiednig ilos¢ nosnikowego RNA do kazdej ekstrakcji postepujac
zgodnie z instrukcjami zawartymi w podreczniku EZ1 DSP Virus Kit
Handbook.

Wazne: Kontrola wewnetrzna Internal Control Zestawu artus EBV TM PCR
moze by¢ stosowana bezposrednio w procedurze izolacji (zob. 8.2 Kontrola
wewnetrzna).

8.2 Kontrola wewnetrzna

Dostarczona jest kontrola wewnetrzna Internal Control (EBV RG/TM IC).
Pozwala zaréwno na kontrole procedury izolacji DNA oraz na sprawdzenie
potencjalnej inhibicji reakcji PCR (zob. rys. 1). W przypadku ekstrakcji z
uzyciem Zestawu EZ1 DSP Virus nalezy dodac¢ kontrole wewnetrzng Internal
Control zgodnie z instrukcjami zawartymi w podreczniku EZ1 DSP Virus Kit
Handbook. W przypadku stosowania Zestawu QlAamp UltraSens Virus,
Zestawu QlAamp DNA Blood Mini lub Zestawu QlAamp DNA Mini nalezy
dodac kontrole wewnetrzng Internal Control do izolacji w stosunku 0.1 pl na

1 ul objetosci elucji. Na przyktad, przy uzyciu Zestawu QlAamp UltraSens
Virus DNA jest eluowane w 50 pl buforu AVE. Dlatego tez na wstepie powinno
zosta¢ dodane 5 yl kontroli wewnetrznej Internal Control. llosS¢ uzytej kontroli
wewnetrznej Internal Control zalezy wytgcznie od objetosci elucji. Kontrola
wewnetrzna Internal Control i nosnikowe RNA (zob. 8.1 Izolacja DNA) powinny
zostac dodane tylko

B do mieszaniny buforu lizujgcego i materiatu probki lub
B bezposrednio do buforu lizujgcego.

Kontrola wewnetrzna Internal Control nie moze by¢ dodana bezposrednio do
probki materiatu. Jesli zostanie dodana do buforu lizujgcego, to nalezy zwrdcic
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uwage, zeby mieszanina kontroli wewnetrznej i buforu lizujgcego -
nosnikowego RNA byta swiezo przygotowana i natychmiast uzyta
(przechowywanie mieszaniny w temperaturze pokojowej lub w lodéwce nawet
tylko przez kilka godzin moze prowadzi¢ do niepowodzenia kontroli
wewnetrznej Internal Control i zmniejszonej efektywnosci ekstrakciji). Nie
nalezy dodawac kontroli wewnetrznej Internal Control i nosnikowego RNA
bezposrednio do materiatu probki.

Opcjonalnie kontrola wewnetrzna Internal Control moze by¢ wykorzystywana
wylacznie w celu sprawdzenia mozliwej inhibicji PCR (zob. rys. 2). W
przypadku takiego zastosowania nalezy dodac 2 ul kontroli wewnetrznej
Internal Control na reakcje bezposrednio do 30 pl EBV RG/TM Master. Do
kazdej reakcji PCR nalezy uzy¢ 30 pl Master Mix przygotowanego w opisany
wyzej sposéb” i dodac 20 ul oczyszczonej probki. Jesli przygotowuje sie
reakcje PCR dla kilku probek, nalezy zwiekszy¢ objetos¢ EBV RG/TM Master i
kontroli wewnetrznej Internal Control odpowiednio do ilosci
[przygotowywanych] probek (zob. 8.4 Przygotowanie PCR).

8.3 Oznaczenie ilosciowe

Dotgczone standardy ilosciowe Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM QS 1
— 4) nalezy traktowac tak jak prébki wczesniej oczyszczone i uzy¢ takiej samej
objetosci (20 pl). Aby wygenerowac krzywg standardowg na ABI PRISM
Sequence Detection System, wszystkie cztery standardy oznaczania
ilosciowego Quantitation Standards powinny zosta¢ uzyte i zdefiniowane jako
standardy o okreslonych stezeniach (zob. 8.5 Programowanie ABI PRISM
SDS). Importowanie krzywych standardowych z poprzednich reakcji jest
niemozliwe z uzyciem oprogramowania ABI PRISM 7000, 7700 oraz 7900HT
SDS.

Uwaga: Standardy oznaczen ilosciowych Quantitation Standards sg
zdefiniowane jako kopie/ul. Nalezy uzy¢ nastepujgcego rownania, aby
zamieni¢ wartosci wyznaczone z krzywej standardowej na kopie/ml materiatu
préobki:

Wynik (kopie/ml) _ Wynik (kopie/ul) x Objetos¢ elucji (ul)

Objetos¢ probki (ml)

Nalezy pamietac i przyjac jako zasade, ze do powyzszego rownania powinna
zosta¢ wprowadzona poczgtkowa objetos¢ probki. Musi to byé wziete pod
uwage, jesli objetos¢ probki zostata zmieniona przed ekstrakcjg kwasu
nukleinowego (na przyktad zmniejszenie objetosci wskutek odwirowania lub

: Zwiekszenie objetosci spowodowane dodaniem kontroli wewnetrznej Internal Control nie
ma wptywu na reakcje PCR. Czuto$¢ detekcji nie ulega ostabieniu.
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zwiekszenie objetosci poprzez uzupetnienie do objetosci wymaganej do
izolacji).

Wazne: Przewodnik do ilosciowej analizy systemow artus dotyczacy ABI
PRISM 7000 SDS jest dostepny na stronie
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX (Noty techniczne dla oznaczania
ilosciowego na ABI PRISM 7000 SDS) (Technical Note for quantitation on the
ABI PRISM 7000 SDS).

8.4 Przygotowanie PCR

Nalezy przygotowac¢ odpowiednig liczbe probdéwek lub ptytek 96-dotkowych dla
zaplanowanych reakcji. Zalecane materiaty sg podane w ponizszej tabeli:

Numer Stojak Podktadka

Produkt Opis katalogowy Producent podtrzymujacy” kompresyjna
96-scio  96-Scio dotkowa 4 306 737  Applied nie -
dotkowa ptytka optyczna Biosystems
ptytka
optyczna
Optyczna Optycznafolia 4311971  Applied - tak
folia samo- Biosystems
samo- przylepna
przylepna
Optyczne  ABI PRISM 4316 567  Applied tak -
probdéwki probéweki Biosystems
do reakcji  optyczne, 8

probowek/pasek
Optyczne  MicroAmp® N8010933  Applied tak -
probowki proboweki Biosystems
do reakcji optyczne
Wieczka ABI PRISM 4323032 Applied - nie
optyczne czapki optyczne, Biosystems
(ptaskie) 8 wieczek/pasek

Uwaga: Uzycie probowek [do reakcji] do analiz optycznych z wypuktymi
wieczkami dozwolone jest wytgcznie z ABI PRISM 7700 SDS i wymaga
wyregulowania czasu ekspozycji (zob. 8.5.2 Programowanie ABI PRISM 7700
SDS, 8.5.2.5 Wazne dodatkowe ustawienia).

" Jesli uzywany jest dwuczesciowy stojak podtrzymujacy, to konieczne jest otwieranie
probowek przed ich wktadaniem i wyjmowaniem ze stojaka. Aby unikng¢ zakazenia

wskutek tej procedury nalezy uzywac tylko nizszg czes¢ stojaka podtrzymujgcego.
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Podczas przygotowywania reakcji PCR nalezy upewnic sie, ze rownolegle
uruchomiony jest co najmniej jeden standard oznaczenia ilosciowego
Quantitation Standard na reakcje PCR oraz jedna kontrola negatywna (Woda,
o czystosci do PCR). Aby wygenerowac krzywg standardowg nalezy uzyc¢
wszystkich dostarczonych standardow oznaczania ilosciowego Quantitation
Standards (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4) dla kazdej reakcji PCR. Przed kazdym
uzyciem wszystkie odczynniki muszg zosta¢ catkowicie rozmrozone,
zmieszane (przez kilkakrotne pipetowanie lub szybkie worteksowanie) i krétko
odwirowane.

Jesli chcemy uzy¢ kontroli wewnetrznej Internal Control do monitorowania
procedury izolacji DNA i sprawdzenia mozliwej inhibicji PCR, to zostata ona
juz dodana do izolacji (zob. 8.2 Kontrola wewnetrzna). W tym przypadku
nalezy postuzyc¢ sie ponizszym schematem pipetowania (schemat ogdiny
podano narys. 1):

llosé probek 1 12
1. Przygotowanie EBV RG/TM Master 30 pl 360 ul
mieszaniny Master Mix
EBV RG/TM IC ol o ul
Catkowita objetosé 30 pul 360 pl
2. Przygotowanie PCR Master Mix 30yl 30 pl kazda
Prébka 20 ul - 20 pl kazda
Catkowita objetosé 50 ul 50 pl kazda

Jesli chcemy uzy¢ kontrole wewnetrzng Internal Control wytgcznie do
sprawdzenia inhibicji PCR, to nalezy jg doda¢ bezposrednio do EBV RG/TM
Master. W tym przypadku nalezy postuzy¢ sie ponizszym schematem
pipetowania (schemat ogolny podano na rys. 2):
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llos¢ probek 1 12

1. Przygotowanie EBV RG/TM Master 30 ul 360 ul
mieszaniny Master Mix

EBV RG/TM IC 2 ul 24
Catkowita objetos¢ 32 ul’ 384 ul*
2. Przygotowanie PCR Master Mix 30 puI* 30 pl kazda*
Prébka 20 ul 20 ul kazda

Catkowita objetosé 50 ul 50 pl kazda

Nalezy pipetowac¢ 30 ul Master Mix do kazdej wymaganej probowki lub dotka
96-dotkowej ptytki do reakcji. Nastepnie nalezy dodac 20 ul eluatu z izolacji
DNA. Doktadnie wymieszac poprzez kilkukrotne pipetowanie. Zamkng¢
probowki do reakcji odpowiednimi zamknieciami lub jezeli uzywana jest ptytka
96-dotkowa, optyczng folig samoprzylepng (Optical Adhesive Covers).
Wirowac probdwki do reakcji (w statywie dla probéwek PCR) lub 96-dotkowg
ptytke w wiréwce z rotorem dla mikroptytek przez 30 sekund przy 1780 x g
(4000 rpm) w celu zebrania przygotowanej mieszaniny reakcyjnej na dnie
probowki lub dotka. Jezeli nie dysponujemy takg wirdwka, to nalezy sie
upewnié, ze Master Mix i probka sg pipetowane na dno probowek lub dotkow.
Przygotowane reakcje nalezy przechowac¢ w +4°C az aparat ABI PRISM SDS
Instrument zostanie zaprogramowany (zob. 8.5 Programowanie ABI PRISM
SDS) i nastepnie przeniesc¢ je do aparatu.

Uwaga:

B Gdy uzywane sg optyczne probowki do reakcji w potgczeniu z optycznymi
zamknieciami, zawsze nalezy wkfadac¢ statyw podtrzymujacy (96-Well
Tray/Retainer Set) do aparatu (ABI PRISM 7000, 7700 and 7900HT
SDS). Jesli uzywany jest dwuczesciowy statyw podtrzymujacy, to
konieczne jest otwieranie probowek przed ich wktadaniem i wyjmowaniem
ze stojaka. Aby unikng¢ zakazenia wskutek tej procedury nalezy uzywac
tylko nizszg czesc¢ stojaka podtrzymujgcego.

B W przypadku uzywania 96-dotkowych optycznych ptytek reakcyjnych w
pofgczeniu z optyczng folig samoprzylepng wymagane jest nakrywanie ich
naktadkg do kompresiji (Optical Cover Compression Pads).

: Zwiekszenie objetosci spowodowane dodaniem kontroli wewnetrznej Internal Control nie
jest istotne przy przygotowywaniu reakcji PCR. Czuto$¢ detekcji nie ulega ostabieniu.
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Dodanie kontroli wewnetrznej Internal Control
do procedury oczyszczania

Rys. 1: Schemat postepowania w celu kontroli procedury oczyszczania i inhibicji PCR.

* Nalezy sie upewni¢, ze roztwory zostaly catkowicie rozmrozone, dobrze wymieszane i
krétko odwirowane.
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Dodanie kontroli wewnetrznej Internal Control do artus Master

! ’
I
s

Rys. 2: Schemat postepowania dotyczgcy kontroli inhibicji PCR.

* Nalezy sie upewni¢, ze roztwory zostaty catkowicie rozmrozone, dobrze wymieszane i
krétko odwirowane.
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8.5 Programowanie ABI PRISM SDS

Oprogramowanie ABI PRISM 7000, 7700 oraz 7900HT Sequence Detection
Systems (SDS) wymaga kilku dodatkowych informacji przed uruchomieniem
reakcji PCR. Procedury programowania aparatéw znacznie rdznig sie od
siebie, dlatego sg opisane w ponizszych osobnych rozdziatach.

8.5.1 Programowanie ABI PRISM 7000 SDS

W celu wykrycia EBV DNA nalezy utworzy¢ w aparacie ABlI PRISM 7000 SDS
profil zgodnie z nastepujgcymi szescioma krokami (8.5.1.1 — 8.5.1.6). Cata
specyfikacja odnosi sie do programu ABI PRISM 7000 SDS w wersji 1.0.1.
Szczegodty dotyczgce programowania ABI PRISM 7000 SDS zamieszczono w
instrukcji ABI PRISM 7000 SDS User Guide. Ustawienia programu sg
wyroznione pogrubiong czarng ramkag w celu utatwienia zapoznania sie z
opisem.

8.5.1.1 Ustawienia wstepne dla przygotowania nowej reakcji PCR (New
PCR Run)

Nalezy wybra¢ pozycje New z menu File w ABI PRISM 7000 SDS i
zaprogramowac nastepujgce wstepne ustawienia dla nowego dokumentu
(zob. rys. 3). Zapasowy szablon (SDS Template [*.sdt]) jest dostepny na liscie
szablondéw Template lub poprzez wybranie przy uzyciu funkcji przewijania
(Browse) (zob. 8.5.1.5 zapisywanie reakcji PCR). Wybrane ustawienia nalezy
potwierdzi¢ za pomocg OK.

New pocument x|

Assay | Absolute Quantitation v
Container: [3g-well Clear ~—1
Template : IBiankDucument v

Browse ... | 2
T

I OK I Cancel l

Rys. 3: Wstepne ustawienia dla utworzenia nowej reakcji PCR (New Document).

8.5.1.2 Tworzenie/wybieranie detektorow

Za pomocg podmenu Detector Manager z menu Tools nalezy
przyporzgdkowac do pliku odpowiednie barwniki detektora. Dla wykrycia EBV
DNA oraz dla kontroli wewnetrznej Internal Control za pomocg zestawu artus
EBV TM PCR Kit nalezy zdefiniowac reportery/wygaszacze
(reporters/quenchers) wymienione w ponizszej tabeli:
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Quencher
Detekcja Reporter (wygaszacz)
EBV DNA FAM brak
Kontrola wewnetrzna (EBV RG/TM IC) VIC brak

Aby utworzy¢ te detektory nalezy wybrac opcje File (ha dole po lewej w
Detector Manager) i nastepnie wybrac opcje New.

X x
Name: |artus EBV Name: ]anus EBVIC
Description: Iaﬂus EBVTM PCR Kit Description: ]aﬂusEBVTM PCRKit — 1
1— Reporter Dye: IFAM ﬂ Reporter Dye; ]VIC :J
Quencher Dye: [{nune} LI Quencher Dye; ](nnne} :J
Color: - Color: .

Notes: MNotes:

Create Another Caneel Create Another | Cancel
Rys. 4: Tworzenie konkretnego detektora Rys. 5: Tworzenie konkretnego detektora IC

EBV (Detector Manager). (Detector Manager).

W celu wykrycia DNA EBV nalezy zdefiniowa¢ w nowym oknie kombinacje
reporter/wygaszacz FAM/none. Dla wykrycia kontroli wewnetrznej Internal
Control nalezy wybra¢ kombinacje VIC/none (jak pokazano na rys. 4 i rys. 5).
Potwierdzajgc dane wejsciowe (OK) powracamy do Detector Manager. Nalezy
zaznaczyC¢ nowo utworzone detektory i przenies¢ kazdy wybor do Well
Inspector poprzez klikniecie na opcje Add to Plate Document (zob. rys. 6).
Zamkngc¢ okno (Done).

Detector Manager 7 4
— Detectar List
Find: I j j
IDeteclor Name| Description | Reporter | Quencher |Color| HNotes - R—— 1
artus EBY artus EBV TM PCR Kit FAM (none)
artus EBV IC artus EBY TM PCR Kit VIC (none) ||:' | s
Fie - | I Add To Plate Document I Y.

Rys. 6: Wybieranie detektorow (Detector Manager).
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8.5.1.3 Przypisywanie niezbednych informacji do pozycji ptytki

Nalezy otworzy¢ Well Inspector z menu View, aby znalez¢ detektory wybrane
w kroku 8.5.1.2 (zob. rys. 7).

well Inspector 8 x|
Well(s):
Sample Name: f031

[ Use | Detector | Reporter | _Quencher

IV |arus EBY FAM {none)

[

¥ |artus EBVIC [WIC [(none)

NTC
Kl |
[~ Omit'ell -
sdd Detec:tor.[ Remove | ROX v 2

Rys. 7: Przypisanie niezbednych informacji do pozycji ptytki (Well Inspector).

ZaznaczyC pozycje ptytki zarezerwowane dla wykrycia EBV DNA. Przypisac
wybrane detektory do tych pozycji poprzez aktywacje opcji Use obu
detektoréw, powyzej ktérych pojawi sie zaznaczenie. Dla okreslenia kazdej
pojedynczej reakcji nalezy zaznaczy¢ odpowiednig pozycje na ptytce i wpisac
nazwe probki (Sample Name). Nalezy zwroci¢ uwage, ze przypisanie
identycznej nazwy probki Sample Name i identycznego detektora bedzie
rozpoznawane przez program jako powtorzenia (replikacje) i bedzie
usrednione z uwzglednieniem iloSciowego oznaczenia wiremii (quantified
pathogen load). Nastepnie nalezy zaznaczy¢ odpowiednig funkcje (Task) dla
kazdego rodzaju prébki zgodnie z ponizszg tabela:

Rodzaj Funkcja Stezenie Quencher

probki (Task) (Quantity) Reporter (wygaszacz)

Probka Unknown - FAM brak
(nieznana):

Kontrola bez NTC — FAM brak

matrycy

Standard Standard Zobacz FAM brak

Zawartosc p.1

Aby wygenerowac krzywg standardowg nalezy uzy¢ wszystkich dostarczonych
standardéw oznaczania ilosciowego Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM
QS 1 - 4) dla kazdej reakcji PCR i wpisa¢ odpowiednie stezenia (Zobacz
Zawartosc p.1) dla kazdego standardu (Quantity). Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze
dla reakcji PCR z Zestawem artus EBV TM PCR, ROX musi by¢ ustawiony
jako odniesienie pasywne (Passive Reference). ROwna dystrybucja barwnika
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ROX we wszystkich reakcjach PCR danej partii poprzez mieszanie EBV
RG/TM Master gwarantuje rozpoznanie i kalkulacje rozrzutéw pomiedzy
proboéwkami [tube-to-tube variations] (réznice fluorescencji pomiedzy réznymi
reakcjami PCR) za pomocg programu Sequence Detection Software
(normalizacja).

8.5.1.4 Tworzenie profilu temperaturowego

Aby utworzy¢ profil temperaturowy, nalezy w oprogramowaniu przejsc¢ z
poziomu Setup do poziomu Instrument. Wprowadzi¢ okreslony profil
temperaturowy dla detekcji EBV DNA zgodnie z rys. 8. Aby usung¢ krok 50°C
zapisany we wstepnych ustawieniach, nalezy zaznaczy¢ go lewym klawiszem
myszy przytrzymujac jednoczesnie klawisz Shift, a nastepnie usungé go
uzywajgc klawisza backspace. Upewnic sie, ze objetos¢ reakcji ustawiona jest
na 50 ul. Opcja 9600 Emulation powinna by¢ aktywowana, wstepne ustawienia
Auto Increment powinny pozostac¢ niezmienione (Auto Increment: 0,0°C, 0,0
Seconds).

Thermal Cycler Protocol

Theimal Profile I Auto Increment |

Stage 1 Stage 2
Reps i | Repsids |

| | Add Step ‘ Sample Volume [0 (ul) 2
[ Dissociation Protocol I L
23600 Euiiion] 3

Rys. 8: Tworzenie profilu temperaturowego
8.5.1.5 Zapisywanie ustawien reakcji PCR

Nalezy zapisac ustawienia (Setup) jako szablon w celu pdzniejszego ich
uzycia w zmodyfikowanej lub niezmienionej formie. Zapisanie ustawien jako
SDS Template (*.sdt) w katalogu Template Directory (Local Disk [C:]\Program
Files\ ABI PRISM 7000\Templates, utworzonym przez Applied Biosystems),
pozwoli na wybranie tego pliku bezposrednio w oknie New Document z
rozwijanej listy Template. Kopie zapisane w innych folderach muszg by¢
otwierane za posrednictwem Browse. Przed uruchomieniem reakcji PCR
nalezy zapisac je ponownie jako SDS Document (*.sds), aby zagwarantowac
zapisanie danych, ktore zostang zczytane podczas przebiegu PCR.

8.5.1.6 Rozpoczecie reakcji PCR

Rozpocznij reakcje PCR wybierajgc opcje Start z pozycji menu Instrument lub
pola Start na poziomie Instrument.
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8.5.2 Programowanie ABI PRISM 7700 SDS

Dla wykrycia EBV DNA w aparacie ABI PRISM 7700 SDS nalezy utworzyc¢
profil zgodnie z nastepujgcymi siedmioma krokami (8.5.2.1 — 8.5.2.7). Cata
specyfikacja odnosi sie do programu ABI PRISM 7700 SDS w wersji 1.9.1.
Szczegoty dotyczgce programowania ABI PRISM 7700 SDS zamieszczono w
instrukcji ABlI PRISM 7700 SDS User's Manual. W celu utatwienia zapoznania
sie z opisem ustawienia programu sg wyroznione pogrubiong czarng ramka.
8.5.2.1 Ustawienia wstepne dla przygotowania nowej reakcji PCR (New
PCR Run)

Nalezy wybra¢ pozycje New Plate z menu File w ABI PRISM 7700 SDS i
zaprogramowac nastepujgce wstepne ustawienia dla nowego dokumentu
(zob. rys. 9). Wybrane wstepne ustawienia nalezy potwierdzi¢ za pomocg OK.

New Plate
Plate Type: [ Single Reporter i]
—Data Acquisition 1

Plate Format:  [Standard Plate | 3|

Run: [ Real Time [=]

| Ccancel | [ ok | -2

Rys. 9: Wstepne ustawienia dla utworzenia nowej reakcji PCR (New Plate).

8.5.2.2 Wybér barwnikoéw fluorescenciji i przyporzadkowanie rodzaju
probki

Za pomocg Sample Type Setup (poziom Setup: Sample Type/Sample Type
Setup) nalezy przyporzadkowacé do pliku odpowiednie barwniki detektora oraz
odpowiednie rodzaje probek. W celu wykrycia EBV DNA oraz dla kontroli
wewnetrznej Internal Control za pomocg Zestawu artus EBV TM PCR nalezy
zdefiniowac reportery/wygaszacze (reporters/quenchers) wymienione w
ponizszej tabeli:

Quencher
Detekcja Reporter (wygaszacz)
EBV DNA FAM brak
Kontrola wewnetrzna (EBV RG/TM IC) VIC brak

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
20 Instrukcja Zestawu artus EBV TM PCR  03/2015



Dla analizy EBV DNA przy uzyciu Zestawu artus EBV TM PCR nalezy wybrac
barwnik reportera FAM jak to podano w tabeli. Ma to zastosowanie do
standardoéw (STND) i probek (UNKN) jak rowniez do kontroli non-template
[negatywnej] (UNKN). Dla analizy kontroli wewnetrznej Internal Control (IPC+)
nalezy zdefiniowac VIC jako reporter. Jako quencher (wygaszacz) nalezy
wybraé ,none”. Przyporzgdkowanie barwnikoéw i rodzajéw prébek w oknie
Sample Type Setup zostato pokazane na rys. 10.

Sample Type Setup
Acronym HName Color Reporter
[Pc+ | [internal Positive [f | [ vie 3] &
[sThD | [Standard [ [Fam = 1
[unkn | [Unknown [ [Fam 3] =
-~
[unkn | Mo Template Control || | [Fam 3 I =
Reference 1
ROX [T -2
‘Vigerru;ﬂ,-‘?; @l = 3

Rys. 10: Wybieranie barwnikow fluorescencyjnych i przyporzgdkowanie rodzaju prébki
(Sample Type Setup).

Nalezy przyporzgdkowaé rodzaj probki do odpowiedniej funkcji (Acronym)
zgodnie z ponizszg tabela:

Rodzaj Funkcja Stezenie Quencher

probki (Acronym) (Quantity) Reporter (wygaszacz)

Prébka UNKN - FAM brak

Kontrola bez UNKN - FAM brak

matrycy

Standard STND Zobacz FAM brak
Zawartosc¢ p. 1

8.5.2.3 Przypisywanie niezbednych informacji do pozycji na plytce

Aby przyporzgdkowac detektory i rodzaje probek do indywidualnych pozyciji
ptytki, nalezy wybra¢ odpowiednie pola. Nastepnie otworzy¢ okno dialogowe
Dye Layer na poziomie Setup i przyporzadkowac odpowiedni reporter. Po
aktywacji rozwijanego (,wyskakujgcego”) menu Sample Type, widoczne bedag
na pojawiajgcej sie liscie rodzaje probek przypisane do reportera w Sample
Type Setup (zob. rys. 11). Nalezy wybrac¢ odpowiednie rodzaje probek (zob.
Tab. pod 8.6.2.2) i przyporzgdkowac pozostate pozycje ptytki za pomocg
menu Dye Layers oraz Sample Type. W polu Sample Name mozna przypisaé
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nazwe do kazdej probki. Pola zdefiniowane jako Replicates (wpisywanie
nazwy probki referencyjnej do kolumny Replicate) sg przez program
usredniane z uwzglednieniem ilosciowego oznaczenia wiremii (quantified
pathogen load) i obliczane jest odchylenie standardowe.

[Sample Type: |® STND - Standard
. UNKMN - Unknown
1 Bample Name : UNKN - No Template Control
Replicate: | Sample Type Setup...

Quantity: | Mot In Use

hample Name : |QS1

Replicate : |

Quantity: |{ De+04

2 Show Analysis [l Dye Layver: | FaM 3

2 3

Rys. 11/12: Przypisanie niezbednych informacji do pozycji ptytki.

Aby wygenerowac krzywg standardowg nalezy uzy¢ wszystkich dostarczonych
standardow oznaczania ilosciowego Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM
QS 1 - 4) dla kazdej reakcji PCR i wpisa¢ odpowiednie stezenia (zobacz
Zawarto$¢ p.1) dla kazdego standardu w polu Quantity (zob rys. 12). Jest to
jednak mozliwe tylko wtedy, gdy pozycje zarezerwowane dla standardow
zostaty zdefiniowane jako takie wczesniej za pomocg menu Sample Type.

8.5.2.4 Tworzenie profilu temperaturowego

Aby utworzy¢ profil temperaturowy nalezy przejs¢ do menu Thermal Cycler
Conditions na poziomie Setup. Wprowadzi¢ okreslony profil temperaturowy dla
detekcji EBV DNA zgodnie z rys. 13. Upewnij sie, ze objetos¢ reakc;ji
ustawiona jest na 50 ul. Wstepne ustawienia czasu Ramp oraz Auto Increment
pozostajg niezmienione (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0,0°C, 0,0

Seconds).
-Thermal Cycler Conditions
Stagel Stage2
Repeat
950 || leso
10:00 0:15
1
sso |
1:00
D]
Auto Increment | Sample Yolume Show Data Collection I
! f.;.::: oc m ﬁ L ——— 2
T | ek

Rys. 13: Tworzenie profilu temperaturowego.
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Ponadto menu Thermal Cycler Conditions zawiera opcje Show Data
Collection. Zaznaczenie tej opcji spowoduje otwarcie okna przedstawionego
na rys. 14. Kazde zbocze i kazde plateau temperatury pokazuje Data
Collection Icon, ktéra ilustruje dane zebrane na danym etapie reakcji. Nalezy
usungé wszystkie symbole z wyjgtkiem symbolu dla kroku Annealing-
Extension (Stage2/Step2), aby wykluczy¢ zbedne pomiary fluorescenciji.
Dzieki temu catkowity czas reakciji i ilos§¢ danych bedzie ograniczony do
minimum.

-Thermal Cycler Conditions :

Stagel Stage2
Repeat

1

<[]

Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temnp |

[ asec | s0
at I L | | {332 Seconds
suft Ting [

- ~2

Rys. 14: Zbieranie danych
8.5.2.5 Wazne ustawienia dodatkowe

W celu ustawienia czasu ekspozycji (wzbudzenia barwnikow
fluorescencyjnych), jak réwniez selekcji plikéw Pure Spectra/Background
nalezy przejs¢ z poziomu Setup do poziomu Analysis. Zaznaczy¢ aktywowany
pod-element Advanced Options, aby znalez¢ go w menu Instrument pod
Diagnostics. Dopasowac ustawienia z zgodnie z rys. 15. Przez wytgczenie
opcjonalnej funkcji Spectra Components (Analysis) aktualne pliki kalibracji
zapisane w pliku Spectra Components w momencie generowania danych
zostajg automatycznie uzyte do ponownej ewaluacji juz wczesniej
analizowanych reakcji. W celu analizy wczesniejszych reakcji przy uzyciu
Swiezo wprowadzonego Spectra Components nalezy aktywowac te dwa pola.
Nalezy zwroci¢ uwage, ze dla reakcji PCR z Zestawem artus EBV TM PCR,
ROX musi by¢ ustawiony jako pasywny odno$nik (Reference). Rowna
dystrybucja barwnika ROX we wszystkich reakcjach PCR danej partii poprzez
mieszanie EBV RG/TM Master gwarantuje rozpoznanie i kalkulacje réznic
pomiedzy probowkami [tube-to-tube variations] (réznice fluorescencji
pomiedzy réznymi reakcjami PCR) za pomocg programu Sequence Detection
Software (normalizacja).

Uwaga: Kiedy do optycznych pomiarow uzywane sg 96-dotkowe ptytki
reakcyjne w potaczeniu z optyczng folia samoprzylepng lub optyczne probdwki
reakcyjne z ptaskimi zamknieciami, czas ekspozycji wynosi dziesie¢
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milisekund. W przypadku uzywania optycznych probéwek reakcyjnych z
wypuktymi zamknieciami czas ekspozycji musi zosta¢ wydtuzony do 25
milisekund.

- Advanced Dptions:

—Yiewer

isplay mse in Multicomponent Yiew
isplay best fit in Raw Spectra View

—Analysis: Spectra Components

Iljtse background in "Spectra Components” folder

e pure spectra in "Spectra Components” folder

——Miscellaneous

et 7700 Exposure Time for Plates

se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint
eference | ROX = I:

5

—6

Rys. 15: Wazne dodatkowe ustawienia (Advanced Options).

8.5.2.6 Zapisywanie ustawien reakcji PCR

Nalezy zapisac ustawienia (Setup) jako szablon w celu pdzniejszego ich
uzycia w zmodyfikowanej lub niezmienionej formie. W tym celu nalezy zapisa¢
plik w formacie Stationary File Format. Przed uruchomieniem nowo
zaprogramowanej reakcji PCR nalezy zapisac jg ponownie w formacie Normal
File Format, aby zagwarantowac zapisanie danych, ktore zostang zebrane
podczas przebiegu PCR.

8.5.2.7 Uruchomienie reakcji PCR

Uruchomi¢ reakcje PCR wybierajgc opcje Run z pozycji menu Instrument lub
pola Start na poziomie Analysis.

8.5.3 Programowanie ABI PRISM 7900HT SDS

Dla wykrycia EBV DNA w aparacie ABI PRISM 7900HT SDS nalezy utworzy¢
profil zgodnie z nastepujgcymi szescioma krokami (8.5.3.1 — 8.5.3.6). Cata
specyfikacja odnosi sie do programu ABI PRISM 7900HT SDS w wersji 2.1.
Szczegoty dotyczgce programowania ABI PRISM 7900HT SDS zamieszczono
w instrukcji ABI PRISM 7900HT SDS User Guide. W celu utatwienia
zapoznania sie z opisem ustawienia programu sg wyroznione pogrubiong
czarng ramka.

8.5.3.1 Ustawienia wstepne dla przygotowania nowej reakcji PCR (New
PCR Run)

Nalezy wybra¢ pozycje New z menu File w ABI PRISM 7900HT SDS i
zaprogramowac podane nizej wstepne ustawienia dla nowego dokumentu
(zob. rys. 16). Zapasowy szablon (ABI PRISM SDS Template Document
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[*.sdt]) jest dostepny na liscie szablonéw Template lub poprzez wybranie przy
uzyciu funkcji przewijania (Browse) (zob. 8.5.3.5 Zapisywanie reakcji PCR).
Wybrane wstepne ustawienia nalezy potwierdzi¢ za pomocg OK.

Uwaga: Zestaw artus EBV TM PCR nie moze by¢ uzywany w potgczeniu z
384-dotkowym formatem ptytki ABI PRISM 7900HT SDS

NewDooument |
Assay: IAbsotute Quantification (Standard Curve) LI
Cortainer: I% Wells Clear Plate ll "-1
Template: |Blank Template =l

Browse... |
Barcode: |

= rcel_|

Rys. 16: Wstepne ustawienia dla utworzenia nowej reakcji PCR (New Document).

8.5.3.2 Tworzenie/wybieranie detektoréw

Za pomocg podmenu Detector Manager z menu Tools (alternatywnie: poziom
Setup / wybra¢ funkcje Add Detector), nalezy przyporzgdkowac do pliku
odpowiednie barwniki detektorow. W celu wykrycia EBV DNA oraz dla kontroli
wewnetrznej Internal Control za pomocg Zestawu artus EBV TM PCR nalezy
zdefiniowac reportery/wygaszacze (reporters/quenchers) wymienione w
ponizszej tabeli:

Detekcja Reporter Quencher (wygaszacz)
EBV DNA FAM Nie fluorescencyjny
Kontrola wewnetrzna (EBV RG/TM IC) VIC Nie fluorescencyjny

Aby utworzy¢ te detektory nalezy wybra¢ opcje New (na dole po lewej w
Detector Manager).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Add Detector Add Detector [ ]

e __________________________________________.
Name: | artus EBV Neme: | artus EBY IC
Description: I artus EBY T PCR Kit Description: Iartus EBY TM PCR Kit
| --1
11— ] TE—
Reporter: |FAM > Reporter: [VIC ¥
GQuencher: |Mon Fluorescent vI Quencher: |Nun Fluorescent »
coor: I color: |
Notes: 7 Notes:

Rys. 17: Tworzenie konkretnego detektora Rys. 18: Tworzenie konkretnego detektora IC
EBV (Detector Manager). (Detector Manager).

W celu wykrycia DNA EBV nalezy zdefiniowa¢ w nowym oknie kombinacje
reporter/wygaszacz FAM/Non Fluorescent. Dla wykrycia kontroli wewnetrznej
Internal Control nalezy wybra¢ kombinacje VIC/Non Fluorescent (jak pokazano
narys. 17 i rys. 18). Potwierdzajgc dane wejsciowe (OK) powracamy do
Detector Manager. Nalezy zaznaczy¢ nowo utworzone detektory i przenies¢
kazdy wybor do Setup level poprzez klikniecie na opcje Copy to Plate
Document (zob. rys. 19). Zamkngc¢ okno (Done).

Detector Manager

Finct | al =l

I Natne | Reporter I Quencher | Colorl Modification Date
rtus EBY Fam Non Fluorescent —J - 1
rtus EBY IC VIC Mon Fluorescert | |

Newy... | Qpen I Save As... I Irport... | Export... | I Copy To Plate Document P 2

Rys. 19: Wybieranie detektoréw (Detector Manager).

8.5.3.3 Przypisywanie niezbednych informacji do pozycji ptytki

Po zamknieciu Detector Manager (Done) detektory wybrane pod 8.5.3.2
znajdg sie na poziomie Setup w postaci listy w tabeli (zob. rys. 20).

_____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Setup | instrument |

Well(s). A1 2|
Sample Name: Iu_'._:::i 1

Use] Detector I Reporter Task | Guuantity | Color |

B artus EBY | FAM Standard = | 164 I

% arus EBY IC VIC nknown o . _1

Standard

Add Detector... | Gl |

Passive Reference: [ROX ¥ 2

[~ Omit Well(s)

Rys. 20: Przypisanie niezbednych informacji do pozycji ptytki.

Zaznaczyc¢ pozycje ptytki zarezerwowane dla wykrycia EBV DNA. Przypisa¢
wybrane detektory do tych pozycji poprzez aktywacje opcji Use obydwu
detektoréw, powyzej ktérych pojawi sie krzyzyk. W celu okreslenia kazdej
pojedynczej reakcji nalezy zaznaczy¢ odpowiednig pozycje na ptytce i wpisac
nazwe probki (Sample Name). Nalezy zwroci¢ uwage, ze przypisanie
identycznej nazwy probki Sample Name i identycznego detektora bedzie
rozpoznawane przez program jako powtorzenia (replikacje) i bedzie
usrednione z uwzglednieniem zmierzonej ilosciowo wiremii (quantified
pathogen load). Nastepnie nalezy zaznaczy¢ odpowiednig funkcje (Task) dla
kazdego rodzaju prébki zgodnie z ponizszg tabela:

Rodzaj Funkcja Stezenie Quencher

probki (Task) (Quantity) Reporter (wygaszacz)

Prébka Unknown - FAM Nie fluorescencyjny
(nieznana)

Kontrola bez NTC = FAM Nie fluorescencyjny

matrycy

Standard Standard Zobacz FAM Nie fluorescencyjny

Zawartos¢ p.1

Aby wygenerowac krzywg standardowg nalezy uzy¢ wszystkich dostarczonych
standardow oznaczania ilosciowego Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM
QS 1 - 4) dla kazdej reakcji PCR i wpisa¢ odpowiednie stezenia (zobacz
Zawartosc p.1) dla kazdego standardu (Quantity). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze
dla reakcji PCR z Zestawem artus EBV TM PCR, ROX musi by¢ ustawiony
jako odniesienie pasywne (Passive Reference). ROwna dystrybucja barwnika
ROX we wszystkich reakcjach PCR danej partii poprzez mieszanie EBV
RG/TM Master gwarantuje rozpoznanie i kalkulacje réznic pomiedzy
probéwkami [tube-to-tube variations] (réznice fluorescencji pomiedzy réznymi
reakcjami PCR) za pomocg programu Sequence Detection Software
(normalizacja).
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8.5.3.4 Tworzenie profilu temperaturowego

Aby utworzy¢ profil temperaturowy, nalezy w programie przejs$¢é z poziomu
Setup do poziomu Instrument . Wprowadzi¢ aktualny (obowigzujgcy) profil
temperaturowy dla detekcji EBV DNA zgodnie z rys. 21. UpewnicC sie, ze
objeto$¢ reakcji ustawiona jest na 50 pl. Opcja 9600 Emulation powinna by¢
aktywowana, wstepne ustawienia czasu Ramp oraz Auto Increment powinny
pozostac niezmienione (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0,0°C, 0,0

Seconds).

Setup  Instrument |

[~ Thermal Cycler Protocol -

| Them Profie | Auto Increment | Ramp Rate | Data Colection|

P
Stage 1 Stage 2
Repeats [45
95.0 95.0
10:00 0:15
1
\550
1-00
Add Cycle | Addl Hold | Add Step | Delete Step | Samplevolumrlgég_l.)z 2
Add Dissociation Stage |
3

Rys. 21: Tworzenie profilu temperaturowego

Ponadto poziom Instrument zawiera opcje Data Collection. Zaznaczenie tej
opcji spowoduje otwarcie okna przedstawionego na rys. 22. Kazda zmiana
oraz plateau temperatury pokazuje Data Collection Icon, ktora ilustruje dane
zebrane na danym etapie reakcji. Nalezy usungc¢ wszystkie symbole, poprzez
ich klikniecie, z wyjgtkiem symbolu dla kroku Annealing-Extension
(Stage2/Step2), aby wykluczy¢ zbedne pomiary fluorescenciji. Dzieki temu
catkowity czas reakcji i ilos¢ danych bedzie ograniczony do minimum.

Setup Instrument |

“~Thermal Cycler Protocol -

Thermal Profile | Auto Increment | Ramp Rate _Data Collection |

Stage 1

5.0

Stage 2
Repeats [45
950

7|

=

Rys. 22: Zbieranie danych.
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[V 9600 Ermulation
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8.5.3.5 Zapisywanie ustawien reakcji PCR

Nalezy zapisac ustawienia (Setup) jako szablon w celu pdzniejszego ich
uzycia w zmodyfikowanej lub niezmienionej formie. Zapisanie ustawien jako
ABI PRISM SDS Template Document (*.sdt) w katalogu Template Directory
(ID:]\Program Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates, utworzonym
przez Applied Biosystems), pozwoli na wybranie tego pliku bezposrednio w
oknie New Document z listy Template. Kopie zapisane w innych folderach
muszg byc¢ otwierane za posrednictwem Browse. Przed uruchomieniem reakcji
PCR nalezy zapisa¢ je ponownie jako ABI PRISM SDS Document (*.sds), aby
zagwarantowac zapisanie danych, ktére bedg zbierane podczas przebiegu
PCR.

8.5.3.6 Rozpoczynanie reakcji PCR
Rozpocznij reakcje PCR wybierajgc opcje Start z pozycji menu Instrument.

9. Analiza Danych

Poprawna kalibracja barwnikéw (Pure Spectra Component File) i tta
(Background Component File) jest konieczna w momencie wtgczenia aparatu
do pracy. Wspomniane pliki kalibracji sg niezbedne do doktadnej kalkulacji
wynikow:

Wszystkie sygnaty zaktGcajgce generowane przez aparaty majgce wptyw na
pomiar sg eliminowane przez program Sequence Detection Software systemu
ABI PRISM Sequence Detection Systems za pomocg pliku Background
Component File.

Ponadto zaktocenia pojawiajg sie podczas wielokolorowej analizy pomiedzy
widmami pojedynczych barwnikow fluorescencyjnych. Program ABI PRISM
SDS kompensuje te interferencje w oparciu o obliczenia przy wykorzystaniu
danych ze spektrum poszczegolnych barwnikéw przechowywanych w Pure
Spectra Component File. Program uzywa tego samego pliku dla
przyporzgdkowywania danych fluorescencyjnych zawierajgcych cate mierzone
spektrum zebrane do zaprogramowanych detektorow w czasie reakcji PCR.
Dane fluorescencyjne indywidualnych barwnikdéw sg nastepnie dzielone przez
wartos¢ otrzymang dla sygnatu pasywnej referencji (ROX) w celu wyliczenia
réznic pomiedzy probéwkami (réznice fluorescencji pomiedzy kilkoma
przygotowaniami PCR). Znormalizowane w ten sposob sygnaty mogg zosta¢
poddane ocenie za pomocg Amplification Plot.

Pliki kalibracji uzywane do oceny reakcji PCR sg automatycznie
zapamietywane podczas zapisywania reakcji. Jezeli zadne pliki kalibracji nie
zostaty zainstalowane, to nalezy je utworzy¢ zgodnie z instrukcjami podanymi
w podreczniku ABI PRISM SDS User Guide/Manual.

Jezeli w reakcji PCR zintegrowanych jest wiecej niz jeden system artus TM
PCR (nalezy zwrdéci¢ uwage na profil temperaturowy), to oznaczenie to
powinno by¢ analizowane oddzielnie. Probki z przyporzgdkowanymi
identycznym nazwami probki Sample Name i z identycznym detektorem bedg
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automatycznie identyfikowane przez program ABI PRISM 7000 and 7900HT
SDS Software jako replikacje i bedg usrednione wzgledem ilosciowo
oznaczonej wiremii.

Mozliwe sg nastepujgce wyniki:

1. Zostat wykryty sygnat fluorescencji FAM.
Wynik analizy jest pozytywny: Probka zawiera EBV DNA.
W tym przypadku wykrycia sygnatu fluorescencyjnego VIC (Internal
Control) jest bez znaczenia, poniewaz wysokie poczgtkowe stezenia EBV
DNA (pozytywny sygnat fluorescencji FAM) moze prowadzi¢ do redukciji lub
braku sygnatu fluorescencyjnego kontroli wewnetrznej Internal Control
(kompetycja).

2. Nie zostat wykryty sygnat fluorescencji FAM. W tym samym czasie pojawia
sie sygnat fluorescencji VIC z kontroli wewnetrznej Internal Control.
W prébce nie wykryto EBV DNA. Moze zosta¢ uznana jako ujemna.
W przypadku ujemnego EBV PCR wykryty sygnat kontroli wewnetrznej
Internal Control wyklucza mozliwos¢ inhibicji PCR.

3. Nie zostat wykryty ani sygnat fluorescencji FAM ani tez sygnat fluorescencji
VIC.
Nie mozna postawi¢ zadnej diagnozy.
Informacje dotyczgce zrédet bteddw i ich rozwigzania mozna znalez¢ w
rozdziale 10. Rozwigzywanie Problemow.

Przyktady pozytywnych i negatywnych reakcji PCR zostaty podane na rys.
23/24 (ABI PRISM 7000 SDS), 25/26 (ABI PRISM 7700 SDS) oraz 27/28 (ABI
PRISM 7900HT SDS).

L R B e R A o R e S e S

Dizlta Rn

I NTC

=050

1 23 &4 56 7 8 91011121314 151617 181820 21 72 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 30 40 41 42 43 44 45
Cycla Mumbar

Rys. 23: Detekcja standardow ilosciowych Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM QS 1 — 4)
w oparciu o pomiar sygnatu fluorescencji FAM (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: non-template
control (kontrola negatywna bez matrycy).
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DeltaRn
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Cyele Number

Rys. 24: Detekcja kontroli wewnetrznej Internal Control (IC) w oparciu o pomiar sygnatu
fluorescencji VIC (ABI PRISM 7000 SDS) z jednoczesng amplifikacjg standardéw
ilosciowych Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM QS 1 — 4). NTC: non-template control
(kontrola negatywna bez matrycy).

2,000 T - - - ]
1,800 ! : ! : .
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1.600 | 1 = o = o
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1.400 : ! N e ety
1.000 | ! N | T ?

g . [ [@SJL] [ NN !
0.800 ! N L N |
0,600 : . i SmE AmmEEEE § i
... 1N : L LT (,( t
0.200 - | : | |{- : Wy |
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|
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02 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
Cycle
Rys. 25: Detekcja standardow ilosciowych Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM QS 1 —

4) w oparciu o pomiar sygnatu fluorescencji FAM (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: non-
template control (kontrola negatywna bez matrycy).
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Rys. 26: Detekcja kontroli wewnetrznej Internal Control (IC) w oparciu o pomiar sygnatu
fluorescencji VIC (ABI PRISM 7700 SDS) z jednoczesng amplifikacjg standardéw
ilosciowych Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM QS 1 — 4). NTC: non-template control
(kontrola negatywna bez matrycy).

5 R Amplification Plot
2.000
1.500
&
<
1.000
5000 B1
0 5

Rys. 27: Detekcja standardéw ilosciowych Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM QS 1 —
4) w oparciu o pomiar sygnatu fluorescencji FAM (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: non-
template control (kontrola negatywna bez matrycy).
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Amplification Plot
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2.000 B
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Rys. 28: Detekcja kontroli wewnetrznej Internal Control (IC) w oparciu o pomiar sygnatu
fluorescencji VIC (ABI PRISM 7900HT SDS) z jednoczesng amplifikacjg standardow
ilosciowych Quantitation Standards (EBV LC/RG/TM QS 1 — 4). NTC: non-template control
(kontrola negatywna bez matrycy).

10. Rozwigzywanie Problemow

Brak sygnatu fluorescencji FAM dla kontroli pozytywnych (EBV
LC/RG/TM QS 1 - 4):

B Wybrany barwnik detekcji do analizy danych PCR nie jest zgodny z
protokotem.

=» W celu analizy danych nalezy wybra¢ barwnik detekcji FAM do
analitycznego PCR EBYV oraz barwnik detekcji VIC do kontroli
wewnetrznej Internal Control PCR.

B Ustawienia uzyte do analizy danych pod Options (Extension Phase Data
Extraction) nie odpowiadajg ustawieniom Data Collection (w przypadku
ABI PRISM 7700 SDS zob. 8.5.2.4 Tworzenie profilu temperaturowego, w
przypadku ABI PRISM 7900HT SDS zob. 8.5.3.4 Tworzenie profilu
temperaturowego).

=» Nalezy przeprowadzi¢ analize reakcji PCR z poprawionymi ustawieniami
i powtérzy¢ analize danych (Analysis).
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B Nieprawidtowe zaprogramowanie profilu temperaturowego ABI PRISM
Sequence Detection System.

=» Nalezy poréwnac profil temperaturowy z protokotem (zob. 8.5
Programowanie ABI PRISM SDS).

B Nieprawidtowa konfiguracja reakcji PCR.

=» Nalezy sprawdzi¢ wtasne kroki pracy w oparciu o schemat pipetowania
(zob. 8.4 Przygotowanie reakcji PCR) i powtérzy¢ PCR, jesli jest to
konieczne.

B Warunki przechowywania jednego lub wiecej komponentéw zestawu nie
sg zgodne z instrukcjami podanymi w p. 2. Przechowywanie lub Zestaw
artus EBV TM PCR przekroczyt date waznosci.

=» Nalezy sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci
odczynnikow (patrz etykieta zestawu) i uzy¢ nowego zestawu, jesli
niezbedne.

Staby sygnat lub brak sygnatu kontroli wewnetrznej Internal Control (sygnat
fluorescencyjny VIC) i jednoczesny brak sygnatu fluorescencyjnego FAM dla
okreslonego (konkretnego) EBV PCR:

B Warunki PCR nie sg zgodne z protokotem.

=» Nalezy sprawdzi¢ warunki PCR (patrz powyzej) i powtérzy¢ PCR ze
skorygowanymi ustawieniami, jesli to niezbedne.

B Reakcja PCR podlegata inhibiciji.

=» Upewnic¢ sie, ze jest uzywana zalecana metoda izolacji (patrz p. 8.1
Izolacja DNA) i Scisle postepowac wedtug instrukcji producenta.

=» Upewnic¢ sie, ze podczas izolacji DNA zostat wykonany dodatkowy
zalecany krok odwirowania przed elucjg, zeby usung¢ wszelkie
pozostatosci etanolu (patrz p. 8.1 Izolacja DNA).

B DNA zostato utracone w trakcie ekstrakciji.

=» Jesli do ekstraktu zostata dodana wewnetrzna kontrola Internal Control ,
to brak sygnatu kontroli wewnetrznej Internal Control moze wskazywac
na utrate materialu DNA podczas ekstrakcji. Upewnic sie, ze jest
uzywana zalecana metoda izolacji (patrz p. 8.1 I1zolacja DNA) i scisle
postepowac wedtug instrukcji producenta.

B Warunki przechowywania jednego lub wiecej komponentéw zestawu nie
sg zgodne z instrukcjami podanymi w p. 2. Przechowywanie lub Zestaw
artus EBV TM PCR przekroczyt date waznosci.

=» Nalezy sprawdzi¢ warunki przechowywania i date wazno$ci
odczynnikow (patrz etykieta zestawu) i uzy¢ nowy zestaw, jesli
niezbedne.
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Sygnat fluorescencyjny FAM analitycznego PCR z negatywnymi kontrolami:
B Nastgpito zanieczyszczenie podczas przygotowywania PCR.
=» Nalezy powtdrzy¢ PCR z nowymi odczynnikami w powtérzeniach.

=» Jesli to mozliwe zamkng¢ probowki PCR bezposrednio po dodaniu
probki przewidzianej do testowania (badanej).

=» Doktadnie pipetowac¢ kontrole pozytywne na kohcu.

=» Zadbacé, aby przestrzenh robocza i aparaty byly dekontaminowane w
regularnych odstepach czasu.

B Podczas ekstrakcji pojawito sie zanieczyszczenie.

=>» Powtodrzy¢ ekstrakcje i PCR probki przewidzianej do testowania
(badanej) przy uzyciu nowych odczynnikow.

=» Zadbac, aby przestrzen robocza i aparaty byly dekontaminowane w
regularnych odstepach czasu.

W przypadku dalszych pytan lub problemow nalezy skontaktowac sie z
naszym Dziatem Technicznym.

11. Specyfikacje

11.1 Czutosé analityczna

Aby okresli¢ czutos¢ analityczng zestawu artus EBV TM PCR Kit,
przygotowano serie rozcienczen standardéw od 50 do 0,01 nominalnych
ekwiwalentéw kopii EBV'/ul i analizowano przy uzyciu ABI PRISM 7000, 7700
oraz 7900HT Sequence Detection Systems z pomocg Zestawu artus EBV TM
PCR. Testy aparatow przeprowadzono w 3 réznych dniach z 8 powtorzeniami
(replikacjami). Wyniki zostaty okreslone za pomocg analizy probitowe.
Graficzng ilustracje analizy probitowej (ABI PRISM 7000 SDS) pokazano na
rysunku 29.

Granica wykrywalnosci (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 5,3 kopii/pl
ABI PRISM 7700 SDS 1,4 kopii/ul
ABI PRISM 7900HT SDS 0,7 kopii/pl

Oznacza to, ze istnieje prawdopodobienstwo rowne 95 % ze zostanie wykryte
5,3 kopii/ul (ABI PRISM 7000 SDS), 1,4 kopii/ul (ABI PRISM 7700 SDS) oraz
0,7 kopii/ul (ABI PRISM 7900HT SDS).

" Standardem jest sklonowany produkt PCR, ktérego stezenie zostato okreslone za pomocg
spektroskopii absorpcyjnej i fluorescencyjne;.
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Analiza probitowa: Wirus Epstein-Barr (ABI PRISM 7000 SDS)

| 0.72322 A 5.3 kopii/pl (95%)

Proporcje
= L=
o |

-3,5 -2,5 0,5 138 5 35
log (dose)

Rys. 29: Czuto$¢ analityczna zestawu artus EBV TM PCR Kit (ABI PRISM 7000 SDS).

11.2 Specyficznosé

Specyficznos¢ zestawu artus EBV TM PCR jest zapewniona przede wszystkim
przez dobor primerow i sond, a takze dobor rygorystycznych warunkow
reakcji. Primery i sondy zostaly sprawdzone za pomocg analizy poréwnawcze;j
sekwencji pod katem mozliwego wystepowania homologii do wszystkich
sekwencji opublikowanych w bankach genéw. Tym samym zostata
zapewniona wykrywalnos¢ wszystkich odpowiednich genotypow.

Ponadto swoistos¢ zostata zwalidowana przy uzyciu szesciu roznych probek
osocza z ujemnym EBV. Probki te nie generowaty zadnych sygnatow w
obecnosci primerdw specyficznych dla EBV i sond znajdujgcych sie w EBV
RG/TM Master.

W celu oznaczenia specyficznosci Zestawu artus EBV TM PCR testowano
grupe kontrolng wymieniong w ponizszej tabeli (zob. tabela 1) poprzez
badanie reakgji krzyzowych. Zaden z testowanych patogendw nie byt
reaktywny.
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Tabela 1. Testowanie swoistosci zestawu z patogenami mogacymi
wywolaé reakcje krzyzowa

Grupa kontrolna EBV (FAM) Internal Control (VIC)

Ludzki wirus opryszczki 1 - +
(Herpes simplex virus 1)

Ludzki wirus opryszczki 2 - 0
(Herpes simplex virus 2)

Ludzki wirus opryszczki 3 - +
(varicella-zoster virus)

Ludzki wirus opryszczki 5 - 0
(Cytomegalovirus)

Wirus leukemii 1 ludzkich komorek T - +
(Human T cell leukemia virus 1)

Wirus leukemii 2 ludzkich komoérek T - +
(Human T cell leukemia virus 2)

11.3 Odtwarzalnos¢

Dane dotyczgce odtwarzalnosci umozliwiajg regularng ocene dziatania
zestawu artus EBV TM PCR Kit, jak rowniez poréwnanie wydajnosci w
odniesieniu do innych produktéw. Dane te zostaty uzyskiwane przez
uczestnictwo w ustalonych programach testowych.

11.4 Ocena diagnostyczna
Obecnie Zestaw artus EBV TM PCR jest poddawany serii badan i testow.

12. Ograniczenia Stosowania Produktu

B Wszystkie odczynniki mogg by¢ wykorzystane wytgcznie w diagnostyce in
vitro.

B Produkt ten moze by¢ uzyty wytgcznie przez personel specjalnie
poinstruowany i przeszkolony w procedurach diagnostycznych in vitro.

B Dla uzyskania optymalnych wynikéw PCR wymagane jest sciste
przestrzeganie instrukcji dla uzytkownika.

B Nalezy zwréci¢ uwage na daty przydatnosci do uzycia wydrukowane na
opakowaniu i etykietach wszystkich sktadnikdw produktu. Nie nalezy
uzywac przeterminowanych komponentow.
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13. Ostrzezenia i Srodki Ostroznosci

W celu uzyskania informaciji na temat bezpieczenstwa Zestawu artus EBV TM
PCR, nalezy zapozna¢ sie z wtasciwg kartg charakterystyki substancji
niebezpiecznych (SDS). Karty SDS sg dostepne online w wygodnym i
kompaktowym formacie PDF pod adresem www.giagen.com/safety.

14. Kontrola Jakosci

W zwigzku z tym, ze firma QIAGEN posiada system zarzgdzania jakoscig ISO
9001 oraz certyfikat ISO 13485, kazda partia odczynnikdéw w Zestawach artus
EBV TM PCR zostata przetestowana zgodnie z gory ustalonymi zasadami, by
zapewnic statg jakos¢ produktu.

15. Literatura

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
Infect. 2004; 10 (3): 190 — 212.

16. Objasnienie Symboli

g Uzyj do

Kod partii

‘ Producent

Numer katalogowy

MAT Numer materiatu
Podrecznik

Wyrob medyczny do diagnozy in vitro

Zawiera odczynniki wystarczajgce dla wykonania <N> testow

<< [§ &

<N>

GTIN Globalny Numer Jednostki Handlowej (Global Trade Item Number)

Ograniczenia temperaturowe

el

S Standard do oznaczen iloSciowych

>

i1C Kontrola wewnetrzna
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Zestaw artus EBV TM PCR
Znaki Towarowe i Wytgczenia

QIAGEN®, QIAamp?®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); ABI PRISM®, MicroAmp®, GeneAmp® (Life Technologies
Corporation).

Zarejestrowane nazwy, znaki towarowe etc. uzyte w niniejszym dokumencie nie mogg by¢ uwazane jako niechronione prawem, nawet jesli nie
zostato to wyraznie zaznaczone.

Zestawy artus EBV TM PCR Kit, stacja robocza BioRobot EZ1 Workstation oraz zestaw EZ1 DSP Virus Kit i Cardt sg zestawami diagnostycznymi
oznakowanymi znakiem CE zgodnie z Europejska dyrektywg 98/79/EC dotyczacg diagnostyki in vitro (European In Vitro Diagnostic Directive
98/79/EC). Dostepne nie we wszystkich krajach.

Zestawy QlAamp Kits sg przeznaczone do ogdlnego uzytku laboratoryjnego. Zadne informacje ani o$wiadczenia nie odnoszg sie do procedur
diagnostycznych, prewencyjnych, terapii lub choréb.

Zakup Zestawodw artus PCR wigze sie z zaakceptowniem ograniczonej licencji do ich uzytkowania w procedurach PCR (polymerase chain
reaction) przy diagnostyce ludzkiej i weterynaryjnej in vitro w powigzaniu z termocyklerem, ktérego uzytkowanie do automatycznego procesu PCR
jest objete optatg licencyjna nalezng firmie Applied Biosystems lub zgodnie z warunkami zakupu aparatu. Procedura PCR jest objeta
miedzynarodowymi patentami odpowiadajgcymi U.S. Patents o numerach 5.219.727 oraz 5.322.770 oraz 5.210.015 oraz 5.176.995 oraz
6.040.166 oraz 6.197.563 oraz 5.994.056 oraz 6.171.785 oraz 5.487.972 oraz 5.804.375 oraz 5.407.800 oraz 5.310.652 oraz 5.994.056 bedgcymi
wtasno$cig F. Hoffmann-La Roche Ltd.

© 2015 QIAGEN, wszystkie prawa zastrzezone.
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