Protocolblad QIAsymphony® RGQ

Instellingen voor het uitvoeren van de artus® CT/NG QS-
RGQ Kit (Rotor-Gene® Q-softwareversie 2.1)

A Controleer voordat u een test gaat uitvoeren of er nieuwe elektronische
bijsluiters beschikbaar zijn op
www.giagen.com/products/artusctnggsrggkitce.aspx. De status van de

huidige herziening is aangegeven door middel van de uitgiftedatum (in de

vorm maand/jaar).

Algemene informatie

gs artus CT/NG QS-RGQ Kit Versie 1, 4569365

Wat u moet weten voor u begint

| Neem de tijd om vertrouwd te raken met de Rotor-Gene Q voordat u met het
protocol begint. Zie de gebruikershandleiding van het apparaat.

| Zie ook de handleiding van de artus CT/NG QS-RGQ Kit (artus CT/NG QS-RGQ Kit
Handbook) en het desbetreffende toepassingsblad op

www.giagen.com/products/artusctngasrggkitce.aspx.

[ | Zorg ervoor dat per PCR-run de positieve/negatieve controles en ten minste €één
negatieve controle (NTC, geleverd in de kit en gepipetteerd door de AS-module)
worden opgenomen. Aangezien de artus CT/NG QS-RGQ Kit een kwallitatieve

assay is, worden er geen kwantificeringsstandaarden geleverd.

Procedure

1. Plaats de PCR-buisjes in de rotor met 72 putjes van de Rotor-Gene Q.
2.  Plaats lege PCR-buisjes met dopjes op lege rotorposities.

Hierdoor kan de temperatuur in de Rotor-Gene Q optimaal worden verdeeld.
3.  Maak de rotor vast met de vergrendelingsring.

4. Breng het cyclerbestand over van de QlIAsymphony AS naar de Rotor-Gene Q-
computer.
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5.  Open het dialoogvenster 'New Run Wizard' (Wizard Nieuwe run) (afbeelding 1).
Schakel het vakje voor 'Locking Ring Attached' (Vergrendelingsring aangebracht) in
en klik op 'Next' (Volgende).

New Run Wizard x|

‘Welcome to the Advanced Run Wizard!

 Rotor Type

¥ Locking Ring &ttached

Afbeelding 1. Het dialoogvenster 'New Run Wizard' (Wizard voor nieuwe run).

6. Selecteer 25 voor het PCR-reactievolume en klik op 'Next (Volgende)
(afbeelding 2).

New Run Wizard |

Thiz bow dizplays
help on elementz in
the wizard. For help
ar an item, hover

Thiz zcreen dizplays miscellaneous optiohs for the un. Complete the fields,
clicking Mext when you are ready to move to the next page.

Operatar : II:!I.-'-‘-.GEN| your mouse over the
_ item for help. You
Motes : cat alzo click on a
combo box to dizplay
help about itz

available settingz.

Feaction =
] Walurme [pL]: I =
Sample Layout : I'I, 2.3.. j

SkipWwizard | << Back 2

Afbeelding 2. Instellen van de algemene analyseparameters.
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7. Klik op de knop 'Edit Profile' (Profiel bewerken) in het volgende dialoogvenster van
de 'New Run Wizard' (Wizard Nieuwe run) (afbeelding 3). Programmeer het
temperatuurprofiel zoals wordt weergegeven in tabel 1 en gebruik de screenshots in
afbeelding 3-5 als gids.

MNew Run Wizard x|

Temperature Profile : Click this button ta
move to the nest
page in the wizard. [f

LUDCEELALCARCREALRACER (oot et

1— Edit Profile ... I

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create Mew... |
Green 470mnm  510nm 3 Ll
Yellow  530nm  555nm 533
Orange  585nm  B10nm 533 Edit Gait.. |
Red B25mm  BEOnm ]

Crmzon  B80nm  F10kp g Remove |

Fiezet Defaulks |
24 Gain Optimization... I
Skipwizard | << Back I Mest 33 .' 3

Afbeelding 3. Het profiel bewerken.

Tabel 1. Temperatuurprofielen voor de artus CT/NG QS-RGQ Kit

Hold (Vasthouden) Temperatuur: 95 graden
Tijd: 15 min

Hold 2 (Vasthouden 2) Stap niet vereist

Cycling (Cyclus) 45 keer

95 graden ged. 11 sec
60 graden ged. 20 sec
72 graden ged. 20 sec
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x
P B ' I =

Tew Open  Save As Help
The run will take approximately 106 minutelz] to complete. The graph below represents the run to be perfarmed

Click on a cycle below to modify it :

1 - Insert after... |
g
Inzert befare... |

Remove |

Hold Temperature : |
2 - P 95 | deg.

Hold Time : 15 |mine 0 |secs

Afbeelding 4. Eerste activering van het hot-start-enzym.

x
P & K @

Mew Open  Save As Help
The run will take approximately 108 minute(s) to complete. The graph below reprezents the run to be performed

Click on a cycle below to madify it :

Insert after... |
Inzert befare. .. |
Remave |

2 This cycle repeats iltime[s].

3 ICK 0N OneE of Tne steps Delow 10 modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step
95 deg.
11 seconds

35 deq. for 11 secs

Mot Acquiing

72 deq. for 20 gecs

[~ Long Range

Bl deq. for 20 secs
ik M e

Afbeelding 5. Amplificatie van het DNA.

Protocolblad QlAsymphony RGQ:
Instellingen voor het uitvoeren van de artus CT/NG QS-RGQ Kit (Rotor-Gene Q-softwareversie 2.1)pagina 4 van 7



8. Het detectiebereik van de fluorescentiekanalen moet worden bepaald volgens de
fluorescentie-intensiteiten in de PCR-buisjes. Klik op 'Gain Optimisation' (Optimalisatie
versterking) in het dialoogvenster 'New Run Wizard' (Wizard Nieuwe run) (zie
afbeelding 3, pagina3) om het dialoogvenster 'Auto-Gain Optimisation Setup'
(Configuratie optimalisatie auto-versterking) te openen. Stel de
kalibratietemperatuur in op 60 zodat deze overeenkomt met de

versmeltingstemperatuur van het amplificatieprogramma (afbeelding 6).

Auto-Gain Optimisation Setup il

— Dptimization :
o Auto-Gain Optimization will read the flucrezence on the inzerted zample at
r:% different gain levelz until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence pou are looking for depends on the
chermiztrye pou are performing.

1— Set temperature to [0 = degrees.

O ptirize Al | O ptimize Acguining I

[ Perform Optimisation Befare 1st Acquisition
[™ Perfarm Optimization At 60 Degrees At Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| | fdd... |

Mame | Tube Pozition | ki B eading | b ax Feading | kdin (G airy | b5 G ain Edi... |
Green 1 1FI 10FI 1 10

Orange 1 1FI 10F] 1 10 _ fBemove |
Yelow 1 1FI 10FI 1 10 Remave Al |

4| |+
Start I M anual... Cloze Help |

Afbeelding 6. Instellen van de sensitiviteit van het fluorescentiekanaal.

9. Wizig de \versterkingsoptimalisatie. Kies een 'Target Sample Range'
(Doelmonsterbereik) van 1F tot 10Fl en een 'Acceptable Gain Range'
(Aanvaardbaar versterkingsbereik) van 1tot10 (afbeelding 7, voorbeeld voor
kanaal Green). Deze aanpassingen moeten voor elk kanaal worden gemaakt

(Green, Yellow en Orange).
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Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

— Channel Settings :
Channel : Green Tube Position : |1 :II

1_* Target Sample Range : | ﬁ Flupta |10 +|| Fl-l

2_* .ﬁ.cceptable [3ain HEIFIQEZ

3 Cancel I Help |

L
L)

Afbeelding 7. De versterkingsoptimalisatie voor kanaal Green wijzigen. Deze
aanpassingen moeten voor elk kanaal worden gemaakt (Green, Yellow en Orange).

10. Klik op de knop 'Startt om de versterkingsoptimalisatie te starten. Klik als de
versterkingsoptimalisatie is voltooid op 'Close' (Sluiten) om terug te keren naar de
runwizard (afbeelding 8).

Auto-Gain Optimisation Setup El

— Optimnization :
Auto-Gain Optimization will read the flucrezence on the inzerted sample at
different gain levelz until it findz one at which the Huorezcence levels are
acceptable. The range of fluorescence pou are looking for depends on the
chemiztry pau are perfarming.

Set temperature to IED j degrees.

Optirnize Al | O ptimize Acguining I

)
G

[~ Perform Optimization Eefore 13t Acquisition
[ Perfarm Optimization At 50 Dearees &t Beginning OF Fun

— Channel Settings :

| i

MHame | Tube Position | Min R eading | It ax Beading | tdin G ain | M ax Gain Edi... |
Green 1 1FI 10FI 1 10

Orange 1 1FI 10F] 1 10 4|BE""'WE
Yelow 1 1FI 10FI 1 10 Remowve & |

1| | >

] b anual... |I Cloze I Help | 2

Afbeelding 8. Versterkingsoptimalisatie.
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11. De versterkingswaarden die zijn bepaald aan de hand van de kanaalkalibratie
worden automatisch opgeslagen en worden weergegeven in het laatste
menuvenster van de programmeringsprocedure (afbeelding 9). Klik op 'Start Run’

(run starten).

New Run Wizard x|

Summary :
Setting I Y alue
Green Gain 3
Orange Gain 533
ellow Gain 533
Fotor F2wfell Rotar
Sample Layout 1.2.3. ..
Reaction Yolume [in microliterz] 25

[t

Save Template

Once you've confirmed that your run zettings are comect, click Start Bun bo
beaqin the run. Chck Save Template to save settings for future runs.

Skip ‘wizard << Back

Afbeelding 9. Starten van de run.

12. Importeer de informatie van het cyclerbestand na het starten van de run door op
de knop m (Openen) te klikken of bewerk de monsters handmatig.

13. Zie voor interpretatie van de resultaten de gebruikershandleiding van het apparaat
en het desbetreffende QlAsymphony RGQ-toepassingsblad op
www.qgiagen.com/products/artusctnggsrggkitce.aspx.

Zie voor actuele informatie over licenties en productspecifieke disclaimers de handleiding
of gebruikershandleiding van de betreffende QIAGEN-kit. Handleidingen en
gebruikershandleidingen van QIAGEN-kits zijn verkrijgbaar via www.qgiagen.com of
kunnen worden aangevraagd bij de technische dienst van QIAGEN of bij uw plaatselijke

distributeur.

Handelsmerken: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).
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