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Testi gerceklestirmeden 6nce

4503363 artus CMV QS-RGQ Kit, versiyon 1

www.giagen.com/products/artuscmvpcrkitce.aspx adresinde yeni
elektronik etiketleme revizyonlarinin bulunup bulunmadigini kontrol edin.
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Genel Bilgiler

Kit

Gecerli 6rnek materyali

On ug saflastirma

Ornek hacmi (fazla hacim dahil)
Analiz Parametre Seti
Varsayilan Analiz Kontrol Seti
Elisyon hacmi

Gereken yazilim versiyonu
Master karisim hacmi

Sablon hacmi

Reaksiyon sayisi

AS modulinde galisma siiresi

artus CMV QS-RGQ Kit, Versiyon 1
(kat.no. 4503363)

insan EDTA plazma

QIAsymphonyDSP Virus/Pathogen Midi Kit
(kat. no. 937055)

1200 pl

artus_ CMV_plasmal000_V5
Cellfree1000_V7_DSP_artus_ CMV
60 pl

Versiyon 4.0 veya Ustu

30 pl

20 pl

6-24

6 reaksiyon igin: yaklasik 9 dakika
72 reaksiyon icin: yaklasik 35 dakika
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Saflastirma Kiti

QlAsymphonyDSP Virus/Pathogen Midi Kit (kat. no. 937055)

QIAsymphonySP Adaptorleri

Elution Microtube Rack QS (Cooling Adapter, EMT, v2, Qsym, kat. no. 9020730)
Transfer cercevesi

Tube Insert 3B (Insert, 2.0ml v2, samplecarr. (24), Qsym, kat. no. 9242083)

QIAsymphonySP icin Sarf Malzemesi

Sample Prep Cartridges, 8-well (kat. no. 997002)
8-Rod Covers (kat. no. 997004)

Filter-Tips, 1500 pl (kat. no. 997024)

Filter-Tips, 200 ul (kat. no. 990332)

Elution Microtubes CL (kat. no. 19588)

Tip disposal bags (kat. no. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H veya Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt® kat. no. 72.693 ve
72.694, www.sarstedt.com) érnekler ve dahili kontrollerle kullanim igin

QIAsymphonyAS igin adaptorler ve reaktif tutucular

Reagent holder 1 QS (Cooling Adapter, Reagent Holder 1, Qsym, kat. no. 9018090)
RG Strip Tubes 72 QS (Cooling Adapter, RG Strip Tubes 72, Qsym, kat. no. 9018092)

QIAsymphonyAS icin Sarf Malzemesi

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (kat. no. 981103)

Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (kat. no. 997102) veya Micro tubes 2.0 ml Type |
(Sarstedt, kat. no. 72.694.005)

Alternatif olarak: Tubes, conical, 5 ml, Qsym AS (kat. no. 997104) veya Tubes with flat base
from PP (Sarstedt, kat. no. 60.558.001)

Filter-Tips, 1500 ul (kat. no. 997024)
Filter-Tips, 200 pl (kat. no. 990332)
Filter-Tips, 50 pl (kat. no. 997120)
Tip disposal bags (kat. no. 9013395)
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Numune Kullanimi ve Saklama

Ornek toplama Kan &rnegi
5-10 ml EDTA'l kan

8x genel kullanim karigimi — ajitasyon yok!
Heparinize insan érnekleri kullaniimamalidir.

Ornek saklama Ayirma: 20 dakika santrifigasyon, 800-1600 x g,
topladiktan sonraki 24 saat icinde
izole edilmis plazmay: steril bir polipropilen tiipe aktarin
Testin hassasiyeti eger 6rnekler rutin olarak dondurulursa
veya daha uzun bir slire saklanirsa azalabilir.

Ornek tagima Kirilmaz nakil kabi
24 saat icinde sevkiyat
Sevkiyati patojenik materyal nakli igin yasal talimatla
birlikte gonderin*
Kan 6rnekleri soguk (2-8°C) olarak génderilmelidir

Olumsuz etkileyen maddeler  Heparin (210 IU/ml) PCR'I etkiler. Antikoagilan olarak
heparin igeren tiiplerde toplanan érnekler veya heparinize
hastalardan 6rnekler kullaniimamalidir.

Ornek hazirlama Ornekler icinde veya Uzerinde kopuk olusmasini engelleyin
Calismaya baglamadan énce 6rnekler oda sicakligina
(15-25°C) dengelenmelidir.

* Uluslararasi Hava Tagimaciligi Dernegi (International Air Transport Association, IATA). Dangerous Goods
Regulations (Tehlikeli Mallar Dizenlemesi).
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Prosedur

Tasiyict RNA'nin hazirlanmasi ve orneklere dahili kontrolun eklenmesi

QIAsymphonyDSP Virus/Pathogen Midi Kit'in arfus CMV QS-RGQ Kit ile kombinasyon halinde
kullaniimasi érnek hazirlama etkinligi ve asagi dogru testi izlemek icin saflastirma islemine

inaktive edilmis saglam dahili kontrol (CMV RG IC) eklenmesini gerektirir.

Hem CMV'nin, hem de EBV'nin ayni PCR'de test edilecegi bir ¢oklu analiz ¢alismasi igin
saflastirma isleminde artus CMV QS-RGQ Kit'ten CMV RG IC'nin kullanildigindan emin olun.
Hem &rnek hazirlama, hem de PCR kontrollerinin test kurulumu igin ayni lottan bir CMV RG IC
kullanin. Farkli lot numarasina sahip bir CMV RG IC kullanmayin.

Dahili kontroller tagiyici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisimiyla eklenmelidir ve dahili
kontrol-tasiyict RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisiminin toplam hacmi 120 pl olarak
kalir.

Tablo 1 ul elisyon hacmi basina 0,1 yl oraniyla izolasyona dahili kontrol eklenmesini temsil
etmektedir. Her calisma igin kullanimdan hemen o6nce taze karisimlarin hazirlanmasini
oneriyoruz. Alternatif olarak QlAsymphonyManagement Console'daki (QlAsymphonyYonetim

Konsolu) "IC Calculator" (IC Hesap Makinesi) Araci da kullanilabilir.

Hacim (ul) Hacim (ul)
Bilesen (Sarstedt tipleri)* (Corning tipleri)t
Stok taglyici RNA 5 5
(CARRIER)
Dahili kontrol* 9 9
Tampon AVE 106 106
Ornek basina son hacim
(6l hacim haric) et el
n ornek i¢in toplam hacim (n x 120) + 3608 (n x 120) + 600"

*

Micro tubes 2.0 ml Type H ve Micro tubes 2.0 ml Type |, Sarstedt kat. no. 72.693 ve 72.694.

Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Corning® Inc., kat. no. 352051; bu tiipiin eski
tedarikgisi Becton Dickinson, simdiki tedarikgisi ise Corning Inc.'dir).

Dahili kontrol miktari hesaplamasi baslangig eliisyon hacimlerini (90 pl) temel alir. Ek bosluk hacmi
kullanilan 6rnek tupd tipine baghdir.

3 ek drnege (yani 360 pl) karsilik gelen dahili kontrol karigimi gereklidir. 1,92 ml toplam hacimden daha
fazla doldurmayin (maksimum 13 6rnege karsilik gelir). Bu hacimler Micro tubes 2.0 ml Type H ve Micro
tubes 2.0 ml Type | igin spesifiktir (Sarstedt kat. no.'lar 72.693 ve 72.694).

5 ek 6rnege (yani 600 pl) karsilik gelen dahili kontrol karigimi gereklidir. 13,92 ml toplam hacimden daha
fazla doldurmayin (maksimum 111 érnegde karsilik gelir). Bu hacimler Tubes 14 ml, 17 x 100 mm
polystyrene round-bottom (Corning Inc., kat. no. 352051; bu tiiptin eski tedarikgisi Becton Dickinson,
simdiki tedarikgisi ise Corning Inc.'dir) icin spesifiktir.
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QIAsymphonySP kurulumu

"Waste" (Atik) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4
Atik torbasi tutucu

Sivi atik sisesi tutucu

Bos Unite kutulari
Atik torbasi

Sivi atik sisesini bosaltin ve kurun

"Eluate” (ElUt) cekmecesi

Eltsyon askisi

Ellisyon hacmi*

Elution Microtube Rack QS ve Transfer
¢ercevesinde Elution Microtubes CL

Yuva 1, sogutma pozisyonunu kullanin

Onceden segili eliisyon hacmi: 60
Baslangic¢ eliisyon hacmi: 90 pl

* Protokol igin elisyon hacmi énceden segilir. Bu son eliisyon tiplinde minimum erisilebilir elit hacmidir.
Ellsyon solusyonunun baslangi¢ hacmi gergek eliit hacminin énceden segili hacimle ayni olmasini

saglamak igin gereklidir.

"Reagents and Consumables" (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) cekmecesi

RC Pozisyonu 1 ve 2

Ug aski tutucu konumlar 1-18

Unite kutusu tutucu pozisyonlari 1-4

48 6rnege kadar 1 reaktif kartusu (reagent
cartridge, RC) veya 96 6rnegde kadar 2 yeni
reaktif kartusu (RC) yukleyin

Yeterli sayida tek kullanimlik filtre ucu 200 pl
ve 1500 pl aski yukleyin (bkz. "1-4 6rnek
grubu i¢in gereken plastik malzeme”,

sayfa 7)

Ornek hazirlama kartuslari ve 8-Rod Covers
iceren Unite kutularini yikleyin (bkz. "1-4
ornek grubu icin gereken plastik malzeme”,
sayfa 7)
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"Sample" (Ornek) cekmecesi

Ornek tipi insan EDTA Plazma

Ornek hacmi (fazla hacim dahil) 1200 pl

Ornek tupleri Micro tubes 2.0 ml Type H veya Micro tubes
2.0 ml Type | (Sarstedt, kat. no. 72.693 ve
72.694)

insert Tube Insert 3B (kat. no. 9242083)

1-4 6rnek grubu igin gereken plastik malzeme

Bir grup, iki grup, Uc grup, Dért grup,
Bilesen 24 6rnek* 48 drnek* 72 6rnek* 96 drnek*
Tek kullanimlik filtre 28 52 76 100
uglart,200 plt*
Tek kullanimlik filtre 113 206 309 402
uglari, 1500 plt*
Ornek hazirlama 21 42 54 72
kartuslar®
8-Rod Covers ' 3 6 9 12

*

Grup basina birden fazla dahili kontrol tiipu kullanilmasi ve birden fazla envanter taramasi yapiimasi ek
tek kullanimlik filtre uglar gerektirir.

Ug askisi basina 32 filtre ucu mevcuttur.

Gereken filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 envanter taramasi igin filtre uglari dahildir.

Unite kutusu basina 28 érnek hazirlama kartusu vardir.

Unite kutusu basina on iki 8 Rod Kilifi vardir.

- w o+ —+
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QIAsymphonyAS kurulumu

Sarf Malzemeleri

Kurulum sirasinda her sarf malzemesi igin QlAsymphonyAS modiilui tizerinde uygun pozisyonlar

aletin dokunmatik ekrani tGzerinde belirtilir.

Adaptor/reaktif tutucuyla

Sarf Malzemesi Dokunmatik ekranda isim kullanilmak igindir
Strip Tubes and Caps, QIA#981103 .

0.1 ml (250) *StripTubes 0.1 RG Strip Tubes 72 QS
Tubes, conical, 2 ml, QIA#997102 Reagent holder 1 QS
Qsym AS (500) * *T2.0 ScrewSkirt$

Tubes, conical, 5 ml, QIA#997104 Reagent holder 1 QS
Qsym AS (500) * *T5.0 ScrewSkirt®

*

Barkodlu bir sogutma adaptori kullanilarak sogutulabilecek laboratuvar gereglerine isaret eder.

Master karigsim bilesenleri, sistem tarafindan hazirlanan master karisim, test standartlar ve test kontrolleri igin.
Alternatif olarak "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller”, sayfa 3 icinde tanimlanan Sarstedt
tupleri kullanilabilir.

Dokunmatik ekranda "(m)" 6n eki ilgili tip igin sivi seviyesi hesaplamalarini konkav bir meniskus olusturan
reaktifler igin optimize edildigine isaret eder.

+ o+

w

Adaptorler ve reaktif tutucular

Aski/reaktif tutucu Ad Gereken sayi'
Reaktif tutucular Reagent holder 1 QS 1
Ornek askilari RG Strip Tubes 72 QS 1

T 72 reaksiyonlu bir test galismasi igin hesaplanmistir.
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Filtre uglari

Ug lotlari 1, 2 ve 3 ile baglayarak "Eluate and Reagents" (Eliit ve Reaktifler) gekmecesine ug
askilarini ylkleyin ve sonra ug askilarini "Assays" (Testler) cekmecesinde ug yuvalar 7, 8 ve

9'a yikleyin.
Dokunmatik 24 reaksiyon icin 72 reaksiyon igin
Sarf Malzemesi ekranda isim minimum sayi minimum sayi
Filter-Tips, 1500 pl (1024) 1500 pl 4 5
Filter-Tips, 200 pl (1024) 200 ul 10 )
Filter-Tips, 50 pl (1024) 50 pl 25 73
Tip Disposal Bags = 1 1
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Rotor-Gene Q uUzerinde PCR*

Litfen protokol ayrintilari igin yazilima spesifik protokol sayfasi Settings to run artus QS-RGQ
Kits belgesine www.giagen.com/products/artuscmvpcrkitce.aspx adresinden basvurun.

artus CMV QS-RGQ Kit igin spesifik ayarlar

Rotor-Gene® Q yazilimi 2.1 veya Ustii ile spesifik ayarlar asagida gosterilmigtir.

Reaction Volume (Reaksiyon Hacmi (pl)) 50

Hold (Tutma) Tutma Sicakhgi: 95 derece
Tutma Siresi: 10 dakika
Cycling (D6ngu) 45 kez
15 saniye i¢in 95 derece

30 saniye i¢in 65 derece (Yesilde, Sarida
Tarama ve 10 déngu igin inig islevini
etkinlestirme)

20 saniye i¢in 72 derece

Auto-Gain Optimisation Setup (Otomatik 65 derece (Ornekler: Yesil; IC: Sari)
Kazang Optimizasyonu Kurulumu)

Coklu analiz ¢calismasi

Floresans kanallar igin saptama araliginin PCR tlplerindeki floresans siddetlerine goére
belilenmesi gerekir. Auto-Gain Optimisation Setup (Otomatik Kazan¢ Optimizasyon
Kurulumu) diyalog kutusunu agmak icin New Run Wizard (Yeni Calisma Cihazi) diyalog
kutusunda Gain Optimisation (Kazang Optimizasyonu) kismina tiklayin (bkz. Settings to run
artus QS-RGQ Kits protokol sayfasinda Adim 6 ve Sekil 7).

Tek bir analiz g¢alismasi i¢in kalibrasyon sicakligini, amplifikasyon programinin birlestirme
sicakliiyla eslesmesi igin 65 olarak ayarlayin. Hem CMV'nin, hem de EBV'nin ayni PCR'de test
edilecegi bir coklu analiz ¢alismasi igin floresans kanal yogunluklarini manuel olarak ayarlayin.

* Varsa, Ocak 2010 veya daha sonra iretilmis Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi. Uretim tarihi bilgisi, cihazin
arkasindaki seri numarasindan edinilebilir. Seri numarasi, "mm" ibaresinin basamak olarak uretim ayini,
"yy" ibaresinin uretim yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz tanimlayiciyi

gosterdigi "mmyynnn" bigimindedir.
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1. Floresans kanallarini diizenlemek icin Edit (Dizenle) (Sekil 1) kismina tiklayin.

Auto-Gain Optimisation Setup ] il

— Dptimization :
) Auto-Gain Optimization will read the Auoresence on the inserted sample at
ol different gain levels until it findz one at which the fluorescence levels are

acceptable, The range of fluorescence pou are looking for depends on the
chemiztry you are performing.
Set temperature bo |B5 j deqrees,

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[™ Perform Optimization Before 1t Acquisition

[ Perform Optimization &t 65 Degrees 4t Beginning Of Flun

— Channel Settings :

| |

Mame | Tube Position | tin Beading | kM ax Reading | tin Gain | Fdax Gain
Green 1 BF1 10F1 -0 1a
Yelow 1 5] 10FI a0 10 e
Femaove Al |
1| |+
Start | kanual... | Cloze | Help |

Sekil 1. Floresans kanali yogunlugunu manuel olarak ayarlama. Her bir floresans
kanalina yénelik yogunlugu farkli testler (CMV ve EBV) igin farkl konumlarda ayarlayin.

2. Ik artus testi (6rnegin CMV) igin bir tiipe yonelik tiip konumunu ayarlayin. Tiim floresans
kanallari igin tiip konumunu ayarlayin ve OK (Tamam) (Sekil 2) segenegine tiklayin.

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings

Channel : Green Tube Positian : I|1 3: : 1

Target Sample Range : |5 jl Fl up to ITU ﬂ Fl.

#cceptable Gain Range: |10 ill to I'IEI j

Cancel | Help |

Sekil 2. Tlip konumunu ayarlama.
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3. Ik artus testi igin kazanim optimizasyonunu baglatmak amaciyla Start (Baslat) secenegine
tiklayin (Sekil 3).

Auto-Gain Optimisation Setup il

— Dptimization :
= Auto-Gain Dptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
different gain levels until it finds one at which the fuorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence pou are looking for depends on the
chemiztiy you are performing.

Set termperature to (55 jdegrees.

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[ Perform Dptimisation Before 15t Acquizsition
[~ Perform Dptimisation At 65 D egrees At Beginning Of Fun

— Channel Settings :

! o] e |

Mame I Tube Position | Iin Reading I tdax Feading | tin G ain I tax Gain |Fdll|

Green 1 BF] 10F A0 10

Yellow 1 5F 10FI 10 10 Remave |
Remowve &l |

< |

1 tanual... | Close | Help |

Sekil 3. Kazanim optimizasyonunu baslatma.

4. Yeni bir Running Auto-Gain Optimisation (Otomatik Kazan¢ Optimizasyonu
Gergeklestirme) penceresi agilir. Bu pencerede Completed (Tamamlandi) ibaresi belirene
dek bekleyin (Sekil 4). Her iki kanal icin segilen kazang degerlerini yazin ve ardindan
Close'a (Kapat) tiklayin (Sekil 4).

Running Auto-Gain DOptimisation

Messages

Fieading at Gain 5,33 ... 40.05F1 [T oo high) ;l 100

Reading at Gain 267 ... 13.87F1 [Too high)
" ) g 6F1 [In range)

Gain 1,33 was zelected. a0

Faor charnnel Yellow :
Looking for readings between 5F| and 10F &0

2 Ontube 1 :
Fieading at Gain 0 ... 4.83F] [Too low)

Reading at Gain 5.3 .. 40,1F1 (Tao high) 40
Reading at Gain 267 ... 13.78F1 [Too high)
i el | (|1 range] o0
14 0215 0216 0217 0218 0:
Completed. LI ﬂ Jﬂ

I Set: BB deg  Actual: B5,0 decChan : Yellow Gain: 1

Sekil 4. Kazanim optimizasyonu tamamlandi. Kazanim degerlerini not edin (bu vakada her iki
floresans kanali icin de 1,33'tur).
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5. Ikinci artus testi (6rnedin EBV) icin bir tiip konumuna yénelik olarak 1—4 arasi adimlari

tekrarlayin.

6. Kazanim degerlerini manuel olarak diizenlemek igin Edit Gain (Kazanimi Dizenle)

secenegine tiklayin (Sekil 5).

New Run Wizard

Temperature Profile :

=

Thiz box displays
help on elements in
the wizard, For help
of & itern, hover
your mouse over the
item for help. Yau
can alzo click on a
comba box to display
help about itz
available settings.

Edit Profile |
Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Giain | Create New. . |
Green 470nm 510nm

Yellow  530nm 555nm 533

Orange  585m  B10nm u]

Fed E28nm  BBOnm 10

Crimson  B80nm  F10hp 7

Feset Defaults |

Gain Optimization. . |

Skipwizard | <<Back | MNews»» |

Sekil 5. Kazanim degerlerini manuel olarak diizenleme.

7. Adim 4'te not edilen en diisiik kazanim degerini segin ve bu dederi manuel olarak Gain for

Green (Green Igin Kazanim) penceresine girin (Sekil 6). Adim 4'te not edilen en diisiik

kazanim degerini secin ve bu dederi manuel olarak Gain for Yellow (Yellow igin Kazanim)

penceresine girin (Sekil 6).

-10 o

X

T

Sekil 6. En diigiik kazanim degerlerini manuel olarak girme.
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8. Kanal kalibrasyonu tarafindan belirlenen (veya manuel olarak atanan) kazang degerleri
otomatik olarak kaydedilir ve programlama isleminin son meni penceresinde liste halinde
verilir ($ekil 7). Start Run (Calismayi Baglat) 6gesine tiklayin.

New Run Wizard @
Summary :
Setting | Value [
Green Gain 4
Yellow Gain g
Rotor 72-Well Rotor
Sample Layout 1.23..
Reaction VVolume (in microliters] 50

=

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Aun to Save Template
begin the n. Click Save Template to save settings for future runs. s

Skip Wizard << Back
Sekil 7. Calismayi baslatma.

Sonuglarin yorumlanmasi

Bu bolim Rotor-Gene Q sonuglarinin yorumlanmasini tanimlar. Ayrica tam bir érnekten sonuca
is akigl analizi igin QlAsymphonySP/AS sonug dosyalarindaki 6rnek durumu bilgisini gézden

gecirin. Sadece gegcerli durumu olan 6rnekler kullanilacaktir.

artus CMV QS-RGQ Kit, Rotor-Gene Q yazilimi 2.1 veya Ustl ile manuel analiz kullanilarak
Rotor-Gene Q Uzerinde c¢aligtinlabilir. Asagidaki bélumler Rotor-Gene Q yazilimi 2.1 veya Ustl

kullanilarak sonuclarin yorumlanmasini tanimlar.
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Sinyal saptama ve sonuclar

Cycling
Cycling Green Yellow Kantitasyon
kanalinda kanalinda sonug
sinyal sinyal (kopya/ml) Yorum

Evet Evet <425 Gegerli sonug: CMV DNA'sI saptandi,
<79,4 kopya/ml.

Kantitasyon mimkiin degil ¢iinki
kantitatif sonug saptama limitinin
altinda. Pozitif sonucun tekrar
uretilebilirligi garanti edilmez.

Evet Evet 242.5 ve <79,4 Gecerli sonug: CMV DNA'sI saptandi,
<79,4 kopya/ml.

Kantitasyon miumkin degil ¢linki
kantitatif sonug testin lineer araliginin
altinda.

Evet Evet/Hayir* 279,4 ve Gegerli sonug: Hesaplanan
<1x108 konsantrasyonda CMV DNA's|
saptandi.

Kantitatif sonug testin lineer araligi
dahilinde.

Evet Evet/Hayir* >1 x 108 Gegerli sonug: CMV DNA'sI saptandi,
>1 x 108 kopya/ml.

Kantitasyon mimkiin degil ¢iinki
kantitatif sonug testin lineer araliginin
tzerinde.”

Hayir Evet - Gegerli sonug: CMV DNA saptanamaz. *

Hayir Hayir - Gegersiz sonug: Bir sonuca varilamaz. s

* Bu durumda Cycling Yellow kanalinda bir sinyalin saptanmasi kullaniimayabilir ¢linkl yiksek baslangic
CMV DNA konsantrasyonlari (Cycling Green kanalinda pozitif sinyal) Cycling Yellow kanalinda dahili
kontrol floresans sinyalinin azalmis olmasi veya olmamasina neden olabilir (rekabet).

T Kantitasyon isteniyorsa 6rnegi CMV igermeyen plazmayla seyreltin ve tekrar igleyin. Tekrar iglenmis
ornekten kantitatif sonucu dillisyon faktoriyle garpin.

* Negatif bir 6rnegin dahili kontroli igin C+ degeri galismada sablonsuz kontroltin dahili kontroli igin C+
degerinden 3 donguden daha yiksekse (Ct ic omek — Ct 1cnTc >3), Ornek gegersiz olarak muamele
gormelidir. Bir sonuca varilamaz.

§ Hata kaynaklari ve ¢oztimleriyle ilgili bilgi artus CMV QS-RGQ Kit Handbook iginde "Troubleshooting
Guide" (Sorun Giderme Kilavuzu) kisminda bulunabilir.
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PCR analizi igin esik kurulumu

Verilen bir Rotor-Gene Q aleti ve arfus QS-RGQ Kit kombinasyonu igin optimum esik ayarlar
her ayri kombinasyon test edilerek deneme yoluyla ayarlanmalidir ¢linkii genel diagnostik i
akisina bagh relatif bir degerdir. llk PCR galismasinin analizi igin esik 0,04 6n degeriyle
ayarlanabilir ancak bu deg@er is akisinda sonraki ¢alismalarin karsilastirmali bir analiziyle daha
ileri ayarlanmalidir. Esik manuel olarak negatif kontrollerin ve negatif drneklerin arka plan
sinyalinin hemen (zerinde ayarlanmalidir. Bu deneylerden hesaplanan ortalama esik degeri
muhtemelen gelecekteki calismalarin ¢ogunluguyla c¢alisacaktir ama kullanici yine de
olusturulan esik degerini dizenli araliklarla gézden gecirmelidir. Esik degeri genellikle 0,03-0,05

araliginda olacaktir ve virgiilden sonra en fazla li¢ rakam olacak sekilde yuvarlanmalidir.

Kantitasyon

artus. CMV  QS-RGQ Kit'deki kantitasyon standartlarina (CMV RG QS 1-4) daha 0Once
saflastinimis érneklerle ayni sekilde muamele edilir ve ayni hacim kullanilir (20 pl). Rotor-Gene
Q aletleri Uzerinde standart bir egri olusturmak igin 4 kantitasyon standardinin hepsi kullaniimali
ve Rotor-Gene Q aleti tUzerinde belirtilen konsantrasyonlarla standartlar olarak Edit Samples

(Ornekleri Diizenle) diyalog kutusunda tanimlanmalidir (bkz. alet kullanim kilavuzu).

Not: Kantitasyon standartlari ellattaki kopya/ul olarak tanimlanir. Asagidaki denklemin standart
egri kullanilarak belirlenen degerlerin kopya/ml 6rnek materyal olarak dondstirilmesi igin

uygulanmasi gerekir.

Ellatta sonug (kopya/ul) x Baslangig Eliisyon
Ornek materyalinde Hacmi (90 pl)*

sonug (kopya/ml)
Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak baslangi¢ érnek hacmi yukaridaki denkleme girilmelidir. Ornek hacmi niikleik asit
ekstraksiyonu o6ncesinde degistirildiginde bunun dikkate alinmasi gerekir (6rn. hacmin
santrifigasyonla azaltiimasi veya izolasyon igin gerekli hacme ekleme vyapilarak hacmin
arttirilmasi).

Hem CMV'nin, hem de EBV'nin ayni PCR'de test edildigi bir coklu analiz ¢alismasi igin CMV'ye

ve EBV'ye yonelik érneklerin ilgili kantitasyon standartlariyla ayri ayri olarak analiz edildiginden

emin olun.

* Hesaplama baslangi¢ eltsyon hacimlerini (90 pl) temel alir.
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Donistlirme faktoru

Rotor Gene Q'da 1,00 kopya/ml insan EDTA plazmadan elde edilen CMV DNA'sinin
saptanmasi i¢in 1,64 IU/ml'ye denk gelir. Bu donusturme faktéri bu Uygulama Sayfasinda
belirtilen sekilde onaylanmis is akisina uyuldugunda gegerli olur. Donistiirme faktori testin
dinamik araligi boyunca ortalama bir faktorii temel alan bir tahmindir. Dénustirme faktéra, 1.
WHO Uluslararasi Standardi'nin g¢oklu seyreltme serilerinin bir regresyon analizinin [U/ml

cinsinden raporlama yapilan bir referans yontemle karsilastiriimasi yoluyla belirlenmistir.

Pozitif ve negatif PCR reaksiyonlari érnekleri
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Kantitasyon standartlarinin (CMV QS 1-4) floresans kanali Cycling Green icinde
saptanmasi. NTC: No template control (Sablon kontrolli yok) (negatif kontrol).
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Kantitasyon standartlarinin (CMV QS 1--4) es zamanh amplifikasyonu ile dahili kontrolin
(internal control, IC) floresans kanali Cycling Yellow iginde saptanmasi. NTC: Sablon

kontroli yok (negatif kontrol).

QlAsymphony RGQ Uygulama Sayfasi artus CMV QS-RGQ Kit (6rnek tip: plazma) 02/2018



Belge revizyon gecmisi

R3, Subat 2018 216 test kurulumuna iligkin dipnot kaldirildi.
QIlAsymphonyprotokolleri yeni versiyonlariyla degistirildi.
Maksimum 72 reaksiyon kurulumu i¢in gereken malzemeler
glncellendi. EBV ile ¢oklu analiz galismasi igin bilgi eklendi. QMC
"IC Calculator" (IC Hesap Makinesi) aracinin kullanimina dair bilgi
eklendi. Corning laboratuvar malzemesinin ismi degistirildi (daha
6nce Becton Dickinson'di). Spesifik Rotor-Gene Q ¢alisma ayarlar
eklendi (inis islevini kullanma, edinimler). Sonuglarin
yorumlanmasina "patojen pozitif ve IC negatif" vakasi da dahil
olacak sekilde bilgi eklendi. Rotor-Gene AssayManager®
kullanimina iliskin talimatlar kaldirildi. Dénlstirme faktéra bilgisi
eklendi.

Glncel lisans bilgileri ve Urine 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN kiti el kitabina veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlan www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Hizmetler departmanindan ya da yerel
distributdrinizden istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); Corning® (Corning Inc.); Sarstedt®

(Sarstedt AG and Co.). Bu belgede gegen kayitli isimler, ticari markalar, vb. agikga bu sekilde belirtiimemis olsa bile yasalar tarafindan korunmaktadir.
02/2018 HB-0356-S02-003 © 2012-2018 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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