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4503363 Zestaw artus CMV QS-RGQ Kit, wersja 1

Przed wykonaniem testu nalezy sprawdzi¢ dostepnos¢ nowych
elektronicznych wersji oznakowania pod adresem

www.giagen.com/products/artuscmvpcrkitce.aspx.
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Informacje ogolne

Zestaw

Zatwierdzony materiat probki

Oczyszczanie poczgtkowe

Objetos¢ probki (wliczajac w to nadwyzke)

Zestaw parametrow badania

Domysiny zestaw ustawien kontrolnych

Objetos¢ elucji

Wymagana wersja oprogramowania

Objeto$¢ mieszaniny Master mix

Objetos$¢ matrycy

Liczba reakcji

Czas trwania cyklu w module AS

artus CMV QS-RGQ Kit, wersja 1
(nr kat. 4503363)

Ludzkie osocze z EDTA

Zestaw QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
(nr kat. 937055)

1200 pl
artus_CMV_plasmal1000_V5
Cellfree1000_V7_DSP_artus_CMV
60 pl

Wersja 4.0 lub wyzsza

30l

20 pl

6-24

W przypadku 6 reakcji: okoto 9 minut
W przypadku 72 reakcji: okoto 35 minut
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Zestaw do oczyszczania

Zestaw QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (nr kat. 937055)

Adaptery do aparatu QIAsymphony SP

Statyw do mikroprobéwek do elucji QS (adapter chtodzgcy, EMT, wer. 2, Qsym, nr
kat. 9020730)

Ramka transferowa

Wkiad probéwkowy 3B (wkfad, 2,0 ml, wer. 2, samplecarr. (24), Qsym, nr kat. 9242083)

Materiaty eksploatacyjne dla aparatu QIAsymphony SP

Kartridze Sample Prep, 8-dotkowe (nr kat. 997002)
Zamkniecia 8-sztyftowe (nr kat. 997004)

Koncowki z filtrem, 1500 ul (nr kat. 997024)
Koncowki z filtrem, 200 pl (nr kat. 990332)
Mikroprobéwki do elucji CL (nr kat. 19588)

Worki na zuzyte koncéwki (nr kat. 9013395)

Mikroprobowki typu H o pojemnosci 2,0 ml lub mikroprobéwki typu | o pojemnosci 2,0 ml
(Sarstedt®, nr kat. 72.693 i 72.694, www.sarstedt.com) do uzytku z probkami i kontrolami
wewnetrznymi

Adaptery i uchwyty na odczynniki dla QIAsymphony AS

Uchwyt na odczynniki 1 QS (adapter chtodzgcy, uchwyt na odczynniki 1, Qsym, nr kat.
9018090)

Probéwki w paskach RG 72 QS (adapter chtodzgcy, probéwki w paskach RG 72, Qsym, nr
kat. 9018092)

Materiaty eksploatacyjne dla aparatu QIAsymphony AS

Probowki w paskach i zatyczki, 0,1 ml (nr kat. 981103)

Probéwki stozkowe o pojemnosci 2 ml, Qsym AS (nr kat. 997102) lub mikroprobdwki typu | o
pojemnosci 2,0 ml

(Sarstedt, nr kat. 72.694.005)

Zamiennie: Probéwki stozkowe o pojemnosci 5 ml, Qsym AS (nr kat. 997104) lub probéwki
o ptaskim dnie z polipropylenu (Sarstedt, nr kat. 60.558.001)
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® Koncowki z filtrem, 1500 pl (nr kat. 997024)
® Koncowki z filtrem, 200 pl (nr kat. 990332)
® Koncowki z filtrem, 50 pl (nr kat. 997120)

® Worki na zuzyte koncowki (nr kat. 9013395)

Sposo6b postepowania z probkami |
przechowywanie

Prébka krwi
5-10 ml krwi z EDTA
Wymieszaé¢, odwracajac 8x — nie wstrzasagé!

Pobieranie probek

Nie nalezy uzywa¢ ludzkich prébek heparynizowanych.
Przechowywanie prébek Rozdzielenie: wirowanie przez 20 minut, 800-1600 x g w ciggu 24 godzin
od pobrania
Przenie$¢ oddzielone osocze do jatowej prébki z polipropylenu
Rutynowe mrozenie prébek lub przechowywanie ich przez dtuzszy czas
moze zmniejszy¢ czuto$¢ oznaczenia.
Transport probek Transport w pojemniku odpornym na rozbicie
Dostawa w ciggu 24 godzin

Woysytka pocztg zgodnie z przepisami prawa dotyczacymi transportu
materiatu zakaznego”

Prébki krwi nalezy transportowa¢ w warunkach chtodniczych (od 2 do 8°C)
Substancje zaktécajace Heparyna (210 j.m./ml) ma wptyw na reakcje PCR. Nie nalezy uzywac¢

probek pobranych do probéwek zawierajgcych heparyne jako

antykoagulant oraz prébek pobranych od pacjentéw leczonych heparyna.
Przygotowanie probki Nie dopuszczaé do wytworzenia piany w prébkach lub na ich powierzchni

Przed rozpoczeciem cyklu nalezy doprowadzi¢ probki do temperatury
pokojowej

(15-25°C).

* Miedzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikdw Powietrznych (International Air Transport Association, IATA).
Przepisy dotyczace transportu materiatéw niebezpiecznych w miedzynarodowym transporcie lotniczym
(Dangerous Goods Regulations).
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Procedura

Przygotowanie nosnika RNA i dodanie kontroli wewnetrznej do probek

Stosowanie zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit w potgczeniu z zestawem artus
CMV QS-RGQ Kit wymaga wprowadzenia kontroli wewnetrznej (CMV RG IC) do procedury
oczyszczania w celu monitorowania wydajnosci przygotowywania probek i dalszych testow.

W przypadku cyklu z wieloma oznaczeniami, gdy podczas jednej reakcji PCR oznacza sie
zarowno CMV, jak i EBV, nalezy upewnic¢ sie, ze w procesie oczyszczania uzywana jest kontrola
CMV RG IC z zestawu artus CMV QS-RGQ Kit. Do przygotowania prébek i ustawienia badania
dla kontroli PCR nalezy uzy¢ kontroli CMV RG IC z tej samej serii. Nie uzywaé kontroli CMV RG

IC 0 innym numerze serii.

Kontrole wewnetrzng nalezy dodaé¢ wraz z mieszaning nosnik RNA (CARRIER)-bufor AVE
(AVE). Catkowita objetos¢ mieszaniny kontrola wewnetrzna—no$nik RNA (CARRIER)-bufor AVE
(AVE) nadal wynosi 120 pl.
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Tabela przedstawia dodawanie kontroli wewnetrznej do procedury izolacji w stosunku 0,1 pl na 1
Ul objetosci elucji. Zaleca sie przygotowanie $wiezych mieszanin dla kazdego cyklu bezposrednio
przed uzyciem. Mozna tez uzy¢ narzedzia ,IC Calculator” (Kalkulator kontroli wewnetrznej)

oprogramowania QIAsymphony Management Console.

Objetos¢ (ul) Objetos¢ (ul)
Element (probowki Sarstedt)* (probéwki Corning)t
Roztwoér podstawowy no$nika RNA 5 5
(CARRIER)
Kontrola wewnetrzna* 9 9
Bufor AVE 106 106
Objetos¢ koncowa na prébke 120 120
(wytaczajac objetos¢ martwa)
Catkowita objetos¢ dla n probek (n x 120) + 3608 (n x 120) + 600"

*

Mikroprobdwki typu H o pojemnosci 2,0 ml i mikroprobéwki typu | o pojemnosci 2,0 ml, Sarstedt, nr kat.
72.693i72.694.

Probowki polistyrenowe z okrggtym dnem o pojemnosci 14 ml, 17 x 100 mm (Corning® Inc., nr kat.
352051; poprzednim dostawca tych probéwek byta firma Becton Dickinson, nowym dostawcg jest firma
Corning Inc.).

Obliczenie ilosci kontroli wewnetrznej opiera sie na poczatkowych objetosciach elucji (90 pl). Dodatkowa
objeto$¢ nieuzyteczna zalezy od typu uzytej prob6wki.

Wymagana jest objeto$¢ mieszaniny kontroli wewnetrznej odpowiadajgca 3 dodatkowym prébkom (j.
360 pl). Nie napetnia¢ do wiecej niz 1,92 ml catkowitej objetosci (co odpowiada maksymalnej liczbie 13
prébek. Objetosci te sg charakterystyczne dla mikroprobéwek typu H o pojemnosci 2,0 ml i
mikroprobéwek typu | o pojemnosci 2,0 ml, Sarstedt, nr kat. 72.693 i 72.694).

Wymagana jest objeto$¢ mieszaniny kontroli wewnetrznej odpowiadajgca 5 dodatkowym prébkom (j.
600 pl). Nie napetnia¢ do wiecej niz 13,92 ml catkowitej objetosci (co odpowiada maksymalnej liczbie 111
prébek. Objetosci te sg charakterystyczne dla probéwek polistyrenowych z okrggtym dnem o pojemnosci
14 ml, 17 x 100 mm, Corning Inc., nr kat. 352051; poprzednim dostawcg tych probéwek byta firma Becton
Dickinson, nowym dostawca jest firma Corning Inc.).

-+
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Konfiguracja aparatu QIAsymphony SP

Szuflada ,Waste” (Odpady)

Uchwyt na opakowanie jednostkowe 1-4 Oproézni¢ opakowania jednostkowe
Uchwyt na worek na odpady Worek na odpady
Uchwyt na butle na odpady ptynne Oproézni¢ i zainstalowa¢ butle na odpady ptynne

Szuflada ,Eluate” (Eluat)

Statyw elucji Mikroprobéwki do elucji CL w statywie do
mikroprobéwek do elucji QS i ramce transferowej

Uzy¢ gniazda 1, pozycja chtodzenia

Objetos¢ elucji* Wstepnie wybrana objetos¢ elucji: 60 pl
Poczatkowa objetos¢ elucji: 90 pl

* Objetosc¢ elucji jest wybrana wstepnie dla danego protokotu. Jest to minimalna dostepna objeto$¢ eluatu
w koncowej probéwce elucji. Poczatkowa objetos$é roztworu elucji jest wymagana do zapewnienia
witasciwej objetosci eluatu, rownej wczesniej zdefiniowanej wartosci.

Szuflada ,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty eksploatacyjne)

Kartridz z odczynnikami (RC), pozycjali2 Zatadowag¢ 1 kartridz z odczynnikami (reagent
cartridge, RC) na maksymalnie 48 prébki lub 2 nowe
kartridze z odczynnikami (RC) na maksymalnie 96
probek

Uchwyt na statyw na kofncowki, pozycje 1-  Zatadowac wystarczajacy liczbe statywéw na

18 jednorazowe koncéwki z filtrem, 200 pl i
1500 pl (patrz ,Wymagany sprzet z tworzywa
sztucznego dla 1-4 partii prébek”, strona 8)

Uchwyt na opakowanie jednostkowe, Zatadowac opakowania jednostkowe

pozycje 1-4 zawierajgce kartridze sample prep i
zamkniecia 8-sztyftowe (patrz ,Wymagany
sprzet z tworzywa sztucznego dla 1-4 partii
prébek”, strona 8)
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Szuflada ,Sample” (Prébka)

Typ probki Ludzkie osocze z EDTA
Objetosé prébki (wliczajgc w to nadwyzke) 1200 pl
Probowki Mikroprobéwki typu H o pojemnosci 2,0 ml lub

mikroprobowki typu | o pojemnosci 2,0 ml (Sarstedt, nr
kat. 72.693 i 72.694)

Wkiad Wktad probéwkowy 3B (nr kat. 9242083)

Wymagany sprzet z tworzywa sztucznego dla 1-4 partii probek

Jedna partia, Dwie partie, Trzy partie, Cztery partie,
Element 24 prébki* 48 probek* 72 prébki* 96 prébek*
Jednorazowe koncéwki z 28 52 76 100
filtrem,
200 pI'*
Jednorazowe koncowki z 113 206 309 402
filtrem, 1500 pl'™*
Kartridze sample prep® 21 42 54 72
Zamkniecia 8-sztyftowe! 3 6 9 12

*

Uzycie wiecej niz jednej probéwki z kontrolg wewnetrzng na partie oraz przeprowadzenie wiecej niz
jednego skanowania inwentaryzujgcego wymaga dodatkowych jednorazowych koncowek z filtrem.
Statyw na koncowki zawiera 32 koncowki z filtrem.

Liczba wymaganych koncoéwek z filtrem obejmuje koncdwki z filtrem dla 1 skanowania inwentaryzujagcego
na kartridz z odczynnikami.

Opakowanie jednostkowe zawiera 28 kartridzy sample prep.

Opakowanie jednostkowe zawiera dwanascie zamknig¢ 8-sztyftowych.

o+
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Konfiguracja aparatu QIAsymphony AS

Materiaty eksploatacyjne

Podczas konfiguracji pozycje odpowiednie dla kazdego materiatu eksploatacyjnego w module
QIAsymphony AS sag wyswietlane na ekranie dodatkowym aparatu.

Nazwa wys$wietlona na ekranie Do uzytku z adapterem/
Rodzaj materiatu eksploatacyjnego  dotykowym uchwytem na odczynniki
Prob6wki w paskach i zatyczki, QIA#981103 o
0,1 ml (250) *StripTubes 0.1 Probéwki w paskach RG 72 QS
Probéwki stozkowe, 2 ml, QIA#997102 Uchwyt na odczynniki 1 QS
Qsym AS (500)"* *T2.0 ScrewSkirt®
Probéwki stozkowe, 5 ml, QIA#997104 Uchwyt na odczynniki 1 QS
Qsym AS (500)* *T5.0 ScrewSkirt®

*

Oznacza sprzet laboratoryjny, ktéry mozna schtodzi¢ za pomoca adaptera chtodzgcego z kodem
kreskowym.

Dla odczynnikéw wchodzgcych w sktad mieszaniny master mix, mieszaniny master mix przygotowanej w
systemie, wzorcOw badania i kontroli badania.

Zamiennie mozna uzy¢ probowek Sarstedt opisanych w czesci ,Materiaty wymagane, ale
niedostarczone”, strona 3.

Przyrostek ,(m)” widoczny na ekranie dotykowym oznacza, ze obliczenia dotyczace poziomu ptynu dla
stosownej probéwki zoptymalizowano pod katem odczynnikéw tworzgcych menisk wklesty.

-+

+
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Adaptery i uchwyty na odczynniki

Statyw/uchwyt na
odczynniki Nazwa Wymagana liczba'
Uchwyty na odczynniki Uchwyt na odczynniki 1 QS 1
Statywy probek Probéwki w paskach RG 72
Qs 1

T llos¢ obliczona dla cyklu oznaczen z 72 reakcjami.

Koncowki z filtrem

Zatadowac statywy na koncowki, zaczynajgc od gniazd na koncowki 1, 2 i 3 w szufladzie ,Eluate
and Reagents” (Eluat i odczynniki), a nastepnie zatadowaé statywy na koncowki do gniazd na
koncowki 7, 8 i 9 w szufladzie ,Assays” (Badania).

Nazwa

wyswietlona na
Rodzaj materiatu ekranie Minimalna liczba Minimalna liczba
eksploatacyjnego dotykowym dla 24 reakcji dla 72 reakcji
Koncowki z filtrem, 1500 pl 1500 pl
(1024) 4 5
Koncowki z filtrem, 200 pl 200 pl
(1024) 10 8
Koncowki z filtrem, 50 pl 50 pl
(1024) 25 73
Worki na zuzyte koncowki - 1 1
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PCR w aparacie Rotor-Gene Q*

Szczegdtowe informacje dotyczgce protokotu znajdujg sie we wiasciwej dla oprogramowania
karcie protokotu Konfiguracja w celu uruchomienia zestawéw artus QS-RGQ Kit (Settings to run
artus QS-RGQ Kits) pod adresem www.giagen.com/products/artuscmvpcrkitce.aspx.

Ustawienia charakterystyczne dla zestawu artus CMV QS-RGQ Kit

Ponizej przedstawiono specyficzne ustawienia obowigzujgce podczas uzywania zestawu z

oprogramowaniem Rotor-Gene® Q w wersji 2.1 lub wyzsze;.

Objetosé reakcji (pl) 50

WSstrzymanie Temperatura wstrzymania: 95 stopni
Czas wstrzymania: 10 minut

Wykonywanie cykli 45 razy
95 stopni przez 15 sekund

65 stopni przez 30 sekund (rejestrowac przy kanale
zielonym, zottym i aktywowac¢ funkcje touchdown dla 10
cykli)

72 stopnie przez 20 sekund

Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia 65 stopni (prébki: kanat zielony; IC: kanat z6tty)
automatycznego

Cykl z wieloma oznaczeniami

Zakres detekcji kanatow fluorescencyjnych nalezy okresli¢ na podstawie natezenia fluorescencji
w probéwkach PCR. Klikngé opcje Gain Optimisation (Optymalizacja wzmocnienia) w oknie
dialogowym New Run Wizard (Kreator nowego cyklu), aby otworzy¢ okno dialogowe Auto-Gain
Optimisation Setup (Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego) (patrz etap 6 i
rycina 7 w karcie protokotu Konfiguracja w celu uruchomienia zestawéw artus QS-RGQ Kit).

W przypadku cyklu z jednym oznaczeniem nalezy ustawi¢ temperature kalibracji na 65 stopni,
aby odpowiadata temperaturze hybrydyzacji starteréw okreslonej w programie amplifikacji. W
przypadku cyklu z wieloma oznaczeniami, gdy podczas jednej reakcji PCR oznacza sie zaréwno
CMV, jak i EBV, nalezy recznie dostosowa¢ natezenia kanatéw fluorescencyjnych.

* Jesli ma to zastosowanie, aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM wyprodukowany w styczniu 2010 lub pdznie;.
Date produkcji mozna odczyta¢ z numeru seryjnego, ktéry znajduje sie na tylnej czesci aparatu. Numer
seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesigc produkcji (cyfry), ,rr” oznacza dwie ostatnie
cyfry roku produkgciji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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1. Klikng¢ przycisk Edit (Edytuj) (Ryc. 1), aby edytowa¢ ustawienia kanatéw fluorescencyjnych.

Auto-Gain Optimisation Setup ] il

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

7 acceptable, The range of fluorescence pou are looking for depends on the

chemiztry you are performing.

Set temperature bo |B5 jdegrees.

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 |

Ryc. 1. Reczne dostosowanie natezenia kanatu fluorescencyjnego. Recznie dostosowac
natezenie dla kazdego kanatu fluorescencyjnego przy réznych pozycjach probowek dla

réznych oznaczen (CMV i EBV).

2. Ustawi¢ pozycje probéwki dla pierwszego oznaczenia artus (np. CMV). Okresli¢ pozycje
probowki dla wszystkich kanatéw fluorescencyjnych, a nastepnie klikng¢ przycisk OK (Ryc.
2).

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings

Channel : Green Tube Positian : 1 = 1
Target Sample Range: |5 jIFI upto |10 ﬂ Fl.

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

Cancel | Help |

Ryc. 2. Okreslanie pozycji probéwki.
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3. Klikng¢ przycisk Start, aby rozpocza¢ optymalizacje wzmocnienia dla pierwszego
oznaczenia artus (Ryc. 3).

Auto-Gain Optimisation Setup il

— Dptimization :

&) Auto-Gain Dptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
{ '_‘.«l different gain levels until it finds one at which the fuorescence levels are
\13 acceptable. The range of fluorezcence pou are looking for depends on the

chemiztiy you are performing.

Set temperature to IBS j degrees.

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 |'E'E||t I

Green 1 BF] 10F A0 10

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

< |

1 tanual... | Close | Help |

Ryc. 3. Rozpoczynanie optymalizacji wzmocnienia.

4. Zostanie otwarte nowe okno Running Auto-Gain Optimisation (Optymalizacja
automatycznego wzmocnienia w toku). Poczekac¢ az w tym oknie pojawi sie komunikat
Completed (Zakonczono) (Ryc. 4). Zapisa¢ wybrane wartosci wzmocnienia dla obu
kanatéw, a nastepnie klikng¢ przycisk Close (Zamknij) (Ryc. 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
1 14 0215 0216 0217 0218 0:
Completed. LI ﬂ J ﬂ
3 I Set: BB deg  Actual: B5,0 decChan : Yellow Gain: 1

Ryc. 4. Zakonczono optymalizacje wzmocnienia. Zanotowa¢ warto$ci wzmocnienia (w tym
przypadku 1,33 dla obu kanatéw fluorescencyjnych).
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5. Powtorzyc¢ etapy 1-4 dla pozycji probowki dla drugiego oznaczenia artus (np. EBV).
6. Klikng¢ przycisk Edit Gain (Edytuj wzmocnienie), aby recznie edytowaé wartosci
wzmocnienia (Ryc. 5).

New Run Wizard x|

Temperature FProfile : This bax displays
help on elements in
the wizard. For help

ot an item, hover
wour mouse aver the

item for help. v'ou
can alzo click on a
combo box ta display

help about its
available settings

Edit Profile ... |

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | Cieate New. |
Green 470nm  510nm 1}
Yellow  B30nm B5Snm 533

Orange  585%wm  E10nm 1] E dit Gain... | 1
Red E2Bnm  BEOnm 10

Crimzon B80nm  F10hp 7
Reszet Defaultz |
Gain Optimisation... |

skipwizad | <<Back | Mew» |

Ryc. 5. Reczne edytowanie wartosci wzmocnienia.

7. Wybra¢ najmniejszg warto$¢ wzmocnienia dla kanatu zielonego zanotowanag na etapie 4, a
nastepnie wprowadzi¢ te warto$¢ recznie w oknie Gain for Green (Wzmocnienie dla kanatu
zielonego) (Ryc. 6). Wybraé¢ najmniejszg warto$¢ wzmocnienia dla kanatu zéttego
zanotowang na etapie 4, a nastepnie wprowadzi¢ te warto$¢ recznie w oknie Gain for
Yellow (Wzmocnienie dla kanatu zéttego) (Ryc. 6).

x

-10 o 10

1-§IIDI - < —2>

Ryc. 6. Reczne wprowadzanie najnizszych warto$ci wzmocnienia.
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8. Wartosci wzmocnienia okreslone podczas kalibracji kanatu (lub recznie przypisane) sg
zapisywane automatycznie i wyswietlane w ostatnim oknie menu procedury programowania
(Ryc. 7). Klikngé przycisk Start Run (Rozpocznij cykl).

New Run Wizard @

Summary :

Setting [ Value I

Green Gain 4

Yellow Gain g

Rotor 72wl Rotor

Sample Layout 1.23..

Reaction VVolume (in microliters] 50

=11

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

Ryc. 7. Rozpoczynanie cyklu.

Interpretacja wynikow

W niniejszej sekcji opisano sposob interpretaciji wynikow uzyskanych za pomoca aparatu Rotor-
Gene Q. W celu analizy petnego przebiegu pracy, ,od prébki do uzyskania wyniku”, nalezy
réwniez przejrze¢ informacje dotyczgce statusu probki, ktére znajdujg sie w plikach wynikowych

aparatow QlAsymphony SP/AS. Nalezy uzywac wytgcznie probek, ktére majg wazny status.

Zestaw artus CMV QS-RGQ Kit mozna uruchomi¢ na aparacie Rotor-Gene Q, korzystajgc z
recznej analizy za pomocg oprogramowania Rotor-Gene Q w wersji 2.1 lub wyzszej. W
ponizszych sekcjach opisano sposob interpretacji wynikébw za pomocg oprogramowania
Rotor-Gene Q w wersji 2.1 lub wyzszej.
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Detekcja sygnatu i wnioski

Sygnat w

zielonym Sygnat w z6itym Wynik

kanale kanale ilosciowy
fluorescencyjnym fluorescencyjnym (kopie/ml)  Interpretacja

Tak Tak <425 Wynik wazny: Wykryto DNA
wirusa CMV,
<79,4 kopii/ml.

Oznaczenie ilosciowe nie jest
mozliwe, gdyz wynik ilosciowy
znajduje sie ponizej granicy
wykrywalnoséci. Nie mozna
zapewni¢ odtwarzalnosci
pozytywnych wynikow.

Tak Tak 2425i<79,4 Wynik wazny: Wykryto DNA
wirusa CMV,
<79,4 kopii/ml.

Oznaczenie ilosciowe nie jest
mozliwe, gdyz wynik ilosciowy
znajduje sie ponizej zakresu
liniowego oznaczenia.

Tak Tak/Nie* 2794 i Wynik wazny: Wykryto DNA
<1x108 wirusa CMV w obliczonym
stezeniu.
Wynik ilo$ciowy miesci sie w
zakresie liniowym oznaczenia.
Tak Tak/Nie* >1 x 108 Wynik wazny: Wykryto DNA
wirusa CMV,
>1 x 108 kopii/ml.
Oznaczenie ilosciowe nie jest
mozliwe, gdyz wynik ilosciowy
znajduje sie powyzej zakresu
liniowego oznaczenia.'

Nie Tak - Wynik wazny: Nie wykryto DNA
wirusa CMV. #

Nie Nie - Wynik niewazny: Wynik jest
niejednoznaczny. s

*

W takim przypadku detekcja sygnatu z kanatu zéttego nie ma znaczenia, poniewaz wysokie wyjsciowe
stezenie DNA wirusa CMV (pozytywny sygnat w kanale zielonym) moze prowadzi¢ do obnizenia sygnatu
fluorescencyjnego lub jego braku dla kontroli wewnetrznej w kanale zéitym (w mechanizmie
kompetycyjnym).

T Jesli pozgdane jest oznaczenie ilosciowe, nalezy rozcienczyé probke osoczem wolnym od wirusa CMV i
ponownie przetworzy¢ prébke. Wynik ilosciowy uzyskany dla ponownie przetworzonej probki nalezy
pomnozy¢ przez wspoétczynnik rozcienczenia.

* Jesli w reakcji warto$é Cr dla kontroli wewnetrznej negatywnej probki przekracza o ponad 3 cykle warto$¢
C+ dla kontroli wewnetrznej kontroli bez matrycy (tzw. NTC) (Ct préokiic — Ct icnte >3), wowcezas takg
probke nalezy traktowa¢ jako niewazng. Wynik jest niejednoznaczny.

§ Informacje dotyczgce przyczyn btedéw oraz ich rozwigzywania mozna znalezé w czesci ,Rozwigzywanie

problemoéw” instrukcji obstugi zestawu artus CMV QS-RGQ Kit.
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Konfiguracja wartosci progu dla analizy PCR

Doboru optymalnych ustawien wartosci progu dla danej kombinacji aparatu Rotor-Gene Q i
zestawu artus QS-RGQ Kit nalezy dokonaé empirycznie, sprawdzajgc kazdg kombinacje
oddzielnie, poniewaz jest to warto$¢ wzgledna, zalezna od cato$ciowego przebiegu pracy
diagnostycznej. Dla pierwszego cyklu PCR warto$¢ progu mozna ustawi¢ na wstepnym poziomie
0,04. Jednakze warto$¢ te nalezy precyzyjnie dostosowaé poprzez analize poréwnawczg
kolejnych cykli przebiegu pracy. Warto$¢ progu nalezy ustawic¢ recznie tuz powyzej wartosci
sygnatu tta negatywnych kontroli i negatywnych prébek. Srednia warto$é progu obliczona na
podstawie tych eksperymentéw najprawdopodobniej bedzie odpowiednia dla wigekszosci
przysztych oznaczen. Jednakze pomimo tego uzytkownik powinien regularnie sprawdzac te
wyznaczong wartosé. Wartos¢ progu zwykle miesci sie w przedziale 0,03—-0,05 i nalezy ja
zaokragli¢ do co najwyzej trzech miejsc po przecinku.

Oznaczenie iloSciowe

Wzorce ilosciowe (CMV QS 1-4) z zestawuartus CMV QS-RGQ Kit sg traktowane jak wczesniej
oczyszczone prébki. Stosuje sie rowniez te samg objetos¢ (20 pl). Aby wyznaczy¢ krzywg
wzorcowg w aparatach Rotor-Gene Q, nalezy uzy¢ wszystkich 4 wzorcow ilosciowych i
zdefiniowaé je w oknie dialogowym Edit Samples (Edytuj probki) w aparacie Rotor-Gene Q jako

wzorce o okreslonych stezeniach (patrz instrukcja obstugi aparatu).

Uwaga: Wzorce ilosciowe sg zdefiniowane jako kopie/ul w eluacie. Aby przeksztatci¢ wartosci
wyznaczone z krzywej wzorcowej na kopie/ml materiatu prébki, nalezy skorzysta¢ z ponizszego

wzoru.

Wynik w eluacie (kopie/ul) x poczatkowa
Wynik w materiale objetosc elucji (90 pl)*

probki (kopie/ml)
Objetos¢ probki (ml)

Zasadg jest wstawienie poczgtkowej objetosci prébki do powyzszego wzoru. Nalezy tak postgpic,
jesli przed izolacjg kwasu nukleinowego zmianie ulegta objetos$¢ probki (np. zmniejszyta sie w

wyniku odwirowania lub zwiekszyta sie przez dodanie objeto$ci wymaganej do izolacji).
W przypadku cyklu z wieloma oznaczeniami, gdy podczas jednej reakcji PCR oznacza sie

zaréwno CMV, jak i EBV, nalezy sprawdzié, czy prébki sg analizowane oddzielnie na obecnos¢

CMV i EBV z odpowiednimi wzorcami ilosciowymi.

* Obliczenie jest oparte na poczatkowych objetosciach elucji (90 pl).

Karta zastosowania QIAsymphony® RGQ artus® CMV QS-RGQ Kit (typ probki: osocze) 02/2018



Przelicznik

W przypadku detekcji DNA wirusa CMV uzyskanego z ludzkiego osocza z EDTA za pomocg
aparatu Rotor Gene Q 1,00 kopia/ml odpowiada 1,64 j.m./ml. Ten przelicznik ma zastosowanie,
jesli przestrzegany jest zatwierdzony przebieg pracy okreslony w niniejszej karcie zastosowania.
Przelicznik stanowi wartos¢ przyblizong wyznaczong na podstawie sredniej warto$ci przelicznika
w obrebie dynamicznego zakresu oznaczenia. Przelicznik ustalono poprzez analize regresji serii
wielokrotnych rozcienczen 1. miedzynarodowego standardu Swiatowej Organizacji Zdrowia WHO

w poréwnaniu do metody odniesienia ktorej wyniki byly raportowane w j.m./ml.

Przyktady pozytywnych i negatywnych reakcji PCR

04 S 2 NTC
S W / s \
Theeshokd I T W N
n _ = T ol
2 5 10 15 0 b 30 k- 40 s
Cyche

Detekcja wzorcow ilosciowych (CMV QS 1-4) w zielonym kanale fluorescencyjnym. NTC:

Kontrola bez matrycy (kontrola negatywna).

03
0,25 //

02

QS 1-QS4+NTC

Morm. Fluoro.
o
@

01

0,05

Threshold] /

0 ——— —

9 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Detekcja kontroli wewnetrznej (internal control, IC) w z6ttym kanale fluorescencyjnym z

rownoczesng amplifikacjg wzorcow ilosciowych (CMV QS 1-4). NTC: Kontrola bez matrycy

(kontrola negatywna).
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Historia zmian dokumentu

R3, luty 2018

Usunieto przypis dotyczacy konfiguracji dla 216 oznaczen.
Zmieniono na nowe wersje protokotéw QIAsymphony.
Zaktualizowano materiaty wymagane do konfiguracji maksymalnej
liczby 72 reakcji. Dodano informacje dotyczace cyklu z wieloma
oznaczeniami z wirusem EBV. Dodano informacje dotyczace
korzystania z narzedzia ,IC Calculator” (Kalkulator kontroli
wewnetrznej) oprogramowania QMC. Zaktualizowano nazewnictwo
sprzetu laboratoryjnego firmy Corning (wczesniej Becton
Dickinson). Dodano ustawienia cyklu specyficzne dla aparatu
Rotor-Gene Q (korzystanie z funkcji touchdown, rejestracje).
Dodano informacje do czesci dotyczgcej interpretacji wynikéw, aby
uwzgledni¢ przypadek ,pozytywny wzgledem patogenu, negatywny
wzgledem kontroli”. Usunieto instrukcje korzystania z narzedzia
Rotor-Gene AssayManager®. Dodano informacje dotyczgce
przelicznika.

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczgce wytgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych
produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu
QIAGEN. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN sg dostepne w
witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie lub u lokalnego dystrybutora firmy

QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); Corning® (Corning Inc.); Sarstedt®
(Sarstedt AG and Co.). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie

mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.
02/2018 HB-0356-S02-003 © 2012-2018 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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