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Yleista

Sarja

Validoitu néytemateriaali

Alkuvaiheen puhdistus

Naytetilavuus (ml. likamaéra)
Analyysin parametriasetus
Analyysin kontrollin oletusasetus
Eluaattitilavuus

Tarvittava ohjelmistoversio
Master-seoksen tilavuus
Mallitilavuus

Reaktioiden maara

Ajoaika AS-moduulissa

artus CMV QS-RGQ Kit, versio 1
(tuotenro 4503363)

Ilhmisen EDTAkokoveri

QlAsymphony DSP DNA Mini Kit
(tuotenro 937236)

300 pl

artus_CMV_blood200_V5
VirusBlood200_V7_DSP_artus_CMV
60 yl

Versio 4.0 tai uudempi

30yl

20 pl

6-24

6 reaktiota: noin 9 minuuttia
72 reaktiota: noin 35 minuuttia

Tarvittavat materiaalit (jotka eivat kuulu
toimitukseen)

Puhdistussarja
e QlAsymphony DSP DNA Mini Kit -sarja (tuotenro 937236)
Sovittimet QIAsymphony SP aitteeseen

® Elution Microtube Rack QS (Cooling Adapter, EMT, v2, Qsym, tuotenro 9020730)
e Siirtokehys
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e Tube Insert 3B (tuki, 2,0 ml v2, naytealusta (24), Qsym, tuotenro 9242083)
Tarvikkeet QIAsymphony SP -laitteeseen

e Sample Prep Cartridges, 8-well (tuotenro 997002)

® 8-Rod Covers (tuotenro 997004)

® Filter-Tips, 1 500 pl (tuotenro 997024)

® Filter-Tips, 200 pl (tuotenro 990332)

e Elution Microtubes CL (tuotenro 19588)

e Tip disposal bags (tuotenro 9013395)

® Micro tubes 2.0 ml Type H tai Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt®, tuotenrot 72.693 ja

72.694, www.sarstedt.com) kaytettavdksi naytteille ja sisdisille kontrolleille
Sovittimet ja reagenssipidikkeet QIAsymphony AS Haitteelle

® Reagent holder 1 QS (Cooling Adapter, Reagent Holder 1, Qsym, tuotenro 9018090)
® RG Strip Tubes 72 QS (Cooling Adapter, RG Strip Tubes 72, Qsym, tuotenro 9018092)

Tarvikkeet QIAsymphony AS -laitteeseen

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (tuotenro 981103)

e Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (tuotenro 997102) tai Micro tubes 2.0 ml Type |
(Sarstedt, tuotenro 72.694.005)

e Vaihtoehtoisesti: Tubes, conical, 5 ml, Qsym AS (tuotenro 997104) tai Tubes with flat base
from PP (Sarstedt, cat. no. 60.558.001)

e Filter-Tips, 1 500 pl (tuotenro 997024)
e Filter-Tips, 200 pl (tuotenro 990332)
e Filter-Tips, 50 pl (tuotenro 997120)

e Tip disposal bags (tuotenro 9013395)
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Naytteen kasittely ja sGilytys

Néytteenotto Verindyte
5-10 ml EDTA-verta

8 x sekoitus p&dn ylapuolella - ei ravistustal
Heparinoituja ihmisten néytteitd ei saa kaytaa.
Naytteen sdilytys Siirra steriiliin polypropyleeniputkeen
Maérityksen herkkyys voi heiketd, jos ndytteet pakastetaan
rutiininomaisesti fai niita sdilytetdan yli 24 tuntia.
Naytteen kuljetus Sarkymatsn kuljetus
Lahetys 24 tunnin sisalla

Postikuljetus patogeenisten materiaalien kuljetusta koskevan
lainsG&danndn mukaisesti*

Naytteet on kuljetettava viileassa (2-8 °C)

Hairitsevat aineet Hepariini (> 10 IU/ml) vaikuttaa PCR:&én. Néytteitd, jotka
on ofettu hepariinia antikoagulanttina hyédyntaviin putkiin,
tai ndytteitd hepariinia saaneilta potilailta ei saa kaytad.

Naytteen valmistelu Esté vaahdon muodostuminen néytteissa tai niiden padlla
Naytteiden on annettava tasaantua huoneenlémpéisiksi

(15-25 °C) ennen ajon aloittamista.

* Kansainvdlinen ilmakuljetusliitto (International Air Transport Association, IATA). Vaarallisia aineita koskevat
mé&dardykset.
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Menetelma

Sisaisen kontrollin lisaaminen naytteisiin

QIAsymphony DSP DNA Mini Kit sarjan kayttdminen yhdessd artus CMV QS-RGQ Kit -sarjan
kanssa edellyttada sisdisen kontrollin (CMV RG IC) lisaamista puhdistusprosessiin  néytteen

valmistelun ja sen jdlkeisen analyysin tehon valvontaa varten.

Varmista usean analyysin ajossa, jossa sekd EBV ja CMV analysoidaan samalla PCR:11g, ettd artus
CMV QSRGQ Kit -sarjan CMV RG IC:14 kaytetadn puhdistusprosessissa. Kaytd saman erdn CMV
RG IC:ta sekd ndytteen valmistelussa ettc PCR-kontrollien madrityksen valmistelussa. Ala kéyta CMV

RG IC:ta eri erasta.

Sisdisia kontrolleja on lisattava puskuri-ATE:n (ATE) kanssa ja sis@isen kontrollin puskuri-ATE (ATE)

-seoksen kokonaismaara pysyy 60 pl:ssa.

Taulukossa esitetddn sisdisen kontrollin lisd@minen isolaattiin suhteessa O,1 pl per 1 pl eluaattia.

Suosittelemme valmistamaan uuden seoksen jokaiseen ajoon juuri ennen kayHtod.

Vaihtoehtoisesti voi kéyttad QlAsymphony Management Console -konsolin IC Calculator (IC-laskin)
tydkalua.

Tilavuus (pl) Tilavuus (pl)
Osa (Sarstedt-putket) * (kartioputket)*
Sisdinen kontrolli* 9 9
Puskuri-ATE 51 51
e o o o o
Kokonaistilavuus n néytteelle (n x 60) + 3608 (n x 60) + 6001

*

Micro tubes 2.0 ml Type H ja Micro tubes 2.0 ml Type | (Sarstedt, tuotenrot 72.693 ja 72.694).
Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Corning® Inc., tuotenro 352051; Becton Dickinson

—+

oli putkien aiempi foimittaja, mutta Corning, Inc. on nykyddn néiden putkien toimittaja).

+

Sisdisen kontrollin m&éréin laskenta perustuu eluaatin alkutilavuuteen (90 pl). Tyhjidn lisatilavuus maéraytyy

kéytetyn néyteputken tyypin mukaan.

w

Kuutta liséindytettd vastaava sisgisen kontrollin seos (ts. 360 pl) on tarpeen. Alg ylitg 1,92 ml:n
kokonaistilavuutta vastaa enintéan 13 ndytettd). Nama tilavuudet koskevat vain Micro tubes 2.0 ml Type H
-mikroputkia ja Micro tubes 2.0 ml Type | -mikroputkia, Sarstedt, tuotenrot 72.693 ja 72.694).

Kymmentd lisdndytettd vastaava sisdisen kontrollin seos (ts. 600 pl) on tarpeen. Alg ylita 13,92 ml:n

-

kokonaistilavuutta (vastaa enintéén 111 ndytettd). Nama tilavuudet koskevat vain tuotetta Tubes 14 ml, 17
x 100 mm polystyrene round-bottom (Corning Inc., tuotenro 352051; Becton Dickinson oli putkien aiempi
toimittaja, mutta Corning, Inc. on nyky&dn naiden putkien toimittaja).
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QlAsymphony SP -laitteen maaritykset

Waste (Jate) -lokero

Yksikkélaatikon pidike 1-4
Jatepussin pidike
Nestejatepullon pidike

Tyhijat yksikkdlaatikot
Jatepussi

Tyhjenna nestejdtepullo ja aseta takaisin
paikalleen

Eluate (Eluaatti) -lokero

Eluutioteline

Eluutiotilavuus*

Elution Microtubes CL -mikroputket Elution
Microtube Rack QS -felineessd QS ja
siirtokehys

Kayta vurretta 1, jaghdytysasento

Esivalittu eluaatin maara: 60 pl

Eluaatin alkumééra: 90 pl

* Eluaatin m&éré on esivalittu protokollassa. Tamé on eluaatin pienin kaytettévissa oleva maaré lopullisessa

eluutioputkessa. Eluutiolivoksen alkum&éré tarvitaan varmistamaan, ettd eluaatin todellinen mééré on sama

kuin esivalittu maara.

Reagents and Consumables (Reagenssit ja tarvikkeet) -lokero

RC-sijainti 1 ja 2

Karkitelineen pidikkeen sijainnit 1-18

Yksikkslaatikon pidikkeen sijainnit 1-4

Aseta yksi reagenssikasetti (reagent cartridge,
RC) enintédn 96 ndytettd varten.

Aseta riittavasti kertakayttdisten 200 plin ja
1 500 pl:n filter-tip-suodatinkérkien telineita
(katso Tarvittavat muovivdlineet 1-4 nayte-
erdd varten, sivu 7)

Aseta sample prep cartridge -kasetit siséltavét
yksikkdlaatikot ja 8-Rod Covers -kannet (katso
Tarvittavat muovivélineet 1-4 néyte-erdd
varten, sivu 7)
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Sample (Nayte) -lokero

Naytetyyppi lhmisen EDTA-kokoveri

Naytetilavuus (ml. likamaéra) 300 pl

Nayteputket Micro tubes 2.0 ml Type H tai Micro tubes
2.0 ml Type | (Sarstedt, tuotenrot 72.693 ja
72.694).

Tuki Tube Insert 3B (tuotenro 9242083)

Tarvittavat muovivdlineet 1-4 néyte-erdé varten

Yksi erd, Kaksi erad, Kolme erad, Neljd erdd,
Osa 24 nadytettg* 48 naytettd* 72 naytetta* 96 ndytettd*
Kertakéayttiset filter-tip- 26 50 74 98
suodatinkérijet,
200 plt*
Kertakayttsiset filter-tip- 98 188 278 368
suodatinkérijet,
1 500 pltt
Sample prep 21 42 63 84
cartridges®
8-Rod Covers' 3 6 9 12

* Useamman kuin yhden sisdisen kontrollin putken kayttd eréa kohti ja useamman kuin yhden
inventaarioskannauksen tekeminen edellyttad ylimaaraisia kertakdytaisia suodatinkarkia.

T Filtertip-suodatinkérkic on 32 kpl/karkiteline.

¥ Tarvittavien filter-tip-suodatinkérkien maard késittéd suodatinkdrjet yhteen skannaukseen reagenssikasettia
kohti.

§ Yksikkolaatikossa on 28 sample prep cartridge -kasettia.

T Yksikkslaatikossa on 12 kpl 8-Rod Cover kantta.
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QlAsymphony AS -laitteen maaritykset

Tarvikkeet

Alkuasennuksen aikana kunkin tarvikkeen sijainti QIAsymphony AS -moduulissa on ilmoitettu

laitteen kosketusndytdssa.

Kaytettavaksi sovittimen/

Tarvikkeet Nimi kosketusndytossé reagenssipidikkeen kanssa
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 ScrewSkirté

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

* Merkki laboratoriotarvikkeista, joita voidaan jaahdyttaa viivakoodillisella jaahdytyssovittimella.

T Padseoksen osat, jdrjestelmdn valmistama pédseos, mddritysstandardit ja médrityskontrollit.

* Vaihtoehtoisesti voidaan kéyttéa Sarstedt-putkia, jotka on kuvattu kohdassa Tarvittavat materiaalit (jotka
eivat kuulu toimitukseen), sivulla 2.

§ Padte (m) kosketusndytdssd osoittaa, etté asianomaisen putken nestetason laskennat on optimoitu kuperan
puolikuun muodostaville reagensseille.

Sovittimet ja reagenssipidikkeet

Teline/reagenssipidike Nimi Tarvittu maéral
Reagenssipidikkeet Reagent holder 1T QS 1
Naytetelineet RG Strip Tubes 72 QS 1

' Laskettu mddritysajosta, jossa oli 72 reaktiota.

Filter-tips

Tayta karkitelineet alkaen kérkipaikoista 1, 2 ja 3 Eluate and Reagents (Eluaatti ja reagenssit) -

lokerosta ja jatka karkitelineiden taytamista Assays (Testit) -lokeron karkisijainteihin 7, 8 ja 9.

Nimi Véhimméismadra  Vahimmdismddrd
Tarvikkeet kosketusnéiytdssd 24 reaktioon 72 reaktioon
Filler-Tips, 1 500 pl (1024) 1500 pl 4 6
Filter-Tips, 200 pl (1024) 200 pl 10 9
Filter-Tips, 50 pl (1024) 50 25 73
Tip Disposal Bags - 1 1
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PCR Rotor-Gene Q -laitteessa*

Katso lisatietoja ohjelmistokohtaisesta protokollalomakkeesta Asetukset artus QS-RGQ Kit -sarjojen
ajamiseen (Settings to run artus QSRGQ Kits) osoitteesta

www.qgiagen.com/products/artuscmvpcrkitce.aspx.
arfus CMV QS-RGQ Kit -sarjan tarkat asetukset

Kaytettdessa Rotor-Gene®-ohjelmistoversiota 2.1 tai uudempaa tarkat asetukset on esitetty alla.

Reaction Volume (pl) (Reaktiotilavuus (pl)) 50
Hold (Pito) Pitolampatila: 95 astetta

Pitoaika: 10 minuuttia

Cycling (Syklit) 45 kertaa
95 astetta 15 sekunnin ajan

65 astetta 30 sekunnin ajan (kerdys vihrealla
ja keltaisella sek& touchdown-toiminnon
aktivointi 10 sykliksi)

72 astetta 20 sekunnin ajan

Auto-Gain Optimisation Setup 65 astetta (naytteet: Vihred; IC: keltainen)
(Automaattivahvistuksen optimoinnin
madritys)

Monimdéritysajo

Fluoresenssikanavien havainnointialue on madritettdvé PCR-putkien fluoresenssin voimakkuuden
mukaan. Valitse Gain Optimisation (Vahvistuksen optimointi) New Run Wizard (Ohjattu uusi ajo) -
valintaikkunasta. Auto-Gain Optimisation Setup (Automaattisen vahvistuksen optimoinnin asetukset)
-valintaikkuna avautuu (katso kohdat 6 ja 7 protokollalomakkeesta Asetukset artus QS-RGQ Kit -

sarjan ajamiseen).

Aseta yksittdistd méaritysajoa varten kalibrointilampétilaksi 65 vastaamaan monistusohjelman
lampokasittelylampatilaa. Monimadritysajossa, jossa testataan sekd CMV ettd EBV samalla PCR:1la,

on saddettéva fluoresenssikanavan voimakkuuksia manuaalisesti.

Mikéli mahdollista, voidaan kéyttaa Rotor-Gene Q 5Splex HRM -instrumenttia, joka on valmistettu
tammikuussa 2010 tai mydhemmin. Valmistuspdivé on néhtdvissa laitteen taustapuolella olevasta
sarjanumerosta. Sarjanumero on muodossa kkvvnnn, jossa kk on valmistuskuukausi, vv on valmistusvuoden
kaksi viimeistd numeroa ja nnn on laitteen tunnistenumero.
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1. Muokkaa fluoresenssikanavia valitsemalla Edit (Muokkaa) (kuva 1).

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

) 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 5F1 10F1 10 10
Yellow 1 5F1 10FI -0 10

Bemove

Femaove Al |

1| |+

Start | kanual... | Cloze | Help |

Kuva 1. Fluoresenssikanavan voimakkuuden sddtéminen manuadlisesti. Saadé  jokaisen

fluoresenssikanavan voimakkuutta eri putken asennoissa eri madrityksia varten (CMV ja EBV).

2. Aseta putken asento ensimmdistd arfusmadritystd varten (esim. CMV). Aseta kaikkien
fluorsenssikanavien putken asento ja valitse OK (kuva 2).

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings
Channel : Green Tube Positian : I|1 3: : 1
Target Sample Range : |5 jl Fl up to |1 0 ﬂ Fl.

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

Cancel | Help |

Kuva 2. Putken asennon asettaminen.
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3. Aloita ensimmdisen arfusmddrityksen vahvistuksen optimointi valitsemalla Start (Aloita) (kuva

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 :

| = add. |

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 |

Kuva 3. Vahvistuksen optimoinnin aloittaminen.

4. Uusi Running Auto-Gain Optimisation (Automaattinen vahvistuksen optimointi kéynnissd) -
ikkuna avautuu. Odota, kunnes Completed (Valmis) tulee nékyviin téhén ikkunaan (kuva 4).

Kirjoita muistiin molempien kanavien valitut vahvistusarvot ja valitse Close (Sulje) (kuva 4).

Running Auto-Gain Optimisation

Messzages :
Reading at Gain 5,33 ... 40.05F1 [Too high) ;l 100
Reading at Gain 267 ... 13.87FI [Too high]
" i gl GF1 (I range]
Gain 1.33 was selected. a0

For channel Yellow :
Laooking for readings between 5FI and 10FI 60

2 Orntube 1:

Reading at Gain 0 ... 4.83F1 [Too low) a0
Reading at Gain 5,33 ... 40.1F1 [Too high)
Feading at Gain 2,67 ... 13.78F1 [Too high]
S T | (|1 1ange] 20

Gain 1 ,3 was selected.

Completed.

14 0215 0216 0217 0218 O
I 1

I Set:B5deg.  Actual: 65,0 decChan @ Yellow Gain: 1

3"

Kuva 4. Vahvistuksen optimointi valmis. Huomaa vahvistusarvot (téssé tapauksessa 1,33

kummallekin fluoresenssikanavalle).

5. Toista vaiheet 1-4 toisen artusmadrityksen (esim. EBV) putken asennolle.
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6. Muokkaa vahvistusarvoja manuaalisesti valitsemalla Edit Gain (Muokkaa vahvistustal)
(kuva 5).

New Run Wizard x|

Temperature Profile : This bax displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the

item far help. Yau
cah alzo click on a
combo box to display

help about its

available settings.
Edit Profile .. |

Channel Setup :

MName | Source | Detector | Giain | Create New. . I

Green A470nm  510nm 0
Edit Gain |

Yellow  530nm 555nm 533
Orange  585m  E10nm u]
Red E25nm  BBOnm 10
Crimson  B80nm  F10hp 7

Feset Defaults |

Gain Optimisation. . |

Skipwiard | <¢Back | Mewss |

Kuva 5. Vahvistusarvojen muokkaaminen manuaalisesti.

7. Valitse vilkkuvan vihredn alin vahvistusarvo, joka merkittiin muistiin vaiheessa 4, ja kirjoa
tdma arvo manuaalisesti Gain for Green (Vihredin vahvistus) -ikkunaan (kuva 6). Valitse
vilkkuvan keltaisen alin vahvistusarvo, joka merkittiin muistiin vaiheessa 4, ja kirjoa tama arvo

manuaalisesti Gain for Yellow (Keltaisen vahvistus) -ikkunaan (kuva 6).

x

-10 o 10

16 < —2>
Cancel |

Kuva 6. Pienimpien vahvistusarvojen kirjaaminen manuaadlisesti.
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8. Kanavan kalibroinnilla madgritetyt (tai manuaalisesti madritetyt) vahvistusarvot tallentuvat
automaattisesti, ja ne luetellaan ohjelmointitoimenpiteen viimeisessd valikkoikkunassa (kuva

7). Valitse Start Run (Aloita ajo).

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

Kuva 7. Ajon aloittaminen.

Tulosten tulkinta

Tassé osassa kuvataan Rorot-Gene Q -laitteella saatujen tulosten tulkintaa. Katso myds néytteen
tilatiedot QIAsymphony SP/AS -tulostiedostoista analysoidessasi koko tydnkulkua néytteestd

tulokseen. K&ytd vain naytteitd, joiden tila on kelvollinen.

artusCMV QS-RGQ Kit -sarja voidaan ajaa Rotor-Gene Q -aitteella kayttamalla manuaalista
analyysid Rotor-Gene Q -ohjelmistoversiossa 2.1 tai uudemmassa. Seuraavissa osissa kuvataan

tulosten tulkitsemista Rotor-Gene Q -ohjelmistoversion 2.1 tai uudemman avulla.
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Signaalin tunnistus ja johtopaatokset — veri

Signaali
Signaali kanavassa Kvantitatiivinen
kanavassa Vilkkuva tulos
Vilkkuva vihrea keltainen (kopiota/ml)  Tulkinta
Kylla Kylla < 164,6 Hyvéksyttava tulos: CMV DNA:ta

havaittu,
< 1 000 kopiota/ml.

Kvantitointi ei ole mahdollista, koska
kvantitatiivinen tulos on alle
havaitsemisrajan. Positiivisen tuloksen
toistettavuus ei ole varmaa.

Kylla Kylla >164,6 ja  Hyvaksyttava tulos: CMV DNA:ta
< 1000 havaittu,
< 1 000 kopiota/ml.
Kvantitointi ei ole mahdollista, koska
kvantitatiivinen tulos on madrityksen
lineaarisen alueen alapuolella.

Kylla Kylla/ei* >1000ja  Hyvaksyttava tulos: CMV DNA:ta
<5x107 havaittu lasketulla pitoisuudella.
Kvantitatiivinen tulos on madrityksen
lineaarisen alueen sisalla.
Kylla Kylla/ei* >5x107 Hyvaksyttava tulos: CMV DNA:ta

havaittu,

> 5 x 107 kopiota/ml.

Kvantitointi ei ole mahdollista, koska
kvantitatiivinen tulos on madrityksen
lineaarisen alueen ylapuolella.t

Ei Kylla - Hyvéksyttava tulos: CMV DNA:ta ei
havaittavissa.*

Ei Ei = Virheellinen tulos: Tulosta ei voi
maarittaa.$

* Tallaisessa tapauksessa signaalin tunnistaminen vilkkuvassa keltaisessa kanavassa jGé tarpeettomaksi, koska
CMV DNA:n suuri alkupitoisuus (positiivinen signaali vilkkuvassa vihredssa kanavassa) saattaa johtaa
sisdisen kontrollin fluoresenssisignaalin heikkenemiseen tai poisjéémiseen vilkkuvassa keltaisessa kanavassa
(kilpailu).

T Jos kvantitointi on tarpeen, laimenna néytettd CMV:tg sisaltamattdmélla verelld ja késittele uudelleen. Kerro
vudelleenkasitellyn néytteen kvantitatiivinen tulos laimennuskertoimella.

* Jos negatiivisen ndytteen sisdisen kontrollin Cr-arvo on yli 3 jaksoa korkeampi kuin mallittoman kontrollin
sisdisen kontrollin Cr-arvo ajossa (Cric naye — C1 1cnte >3), néytettd on késiteltava virheellisend. Tulosta ei
voi madrittad.

§ Tietoa virheldhteistd ja virheiden ratkaisuista [6ytyy artus CMV QS-RGQ Kit -késikirjan vianmédritysosiosta.
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PCR-analyysin kynnyksen mé&arittdminen

Tietyn Rotor-Gene Q -laitteen ja artus QS-RGQ Kit -sarjan yhdistelman optimaaliset kynnysasetukset
on asetettava empiirisesti testaamalla kaikki yksittaiset yhdistelmét, koska tuloksena on suhteellinen
arvo yleisen diagnostisen tydnkulun mukaan. Kynnys voidaan asettaa alustavaan arvoon 0,04
ensimmdisen PCR-ajon analyysié varten, mutta t6td arvoa on hienosdédettava tydnkulun seuraavien
ajojen vertailevalla analyysilla. Kynnys on asetettava manuaalisesti juuri negatiivisten kontrollien ja
negatiivisten ndytteiden taustasignaalin ylapuolelle. Naistd kokeista laskettu keskimadréinen
kynnysarvo on todenndkdisesti kaytettavissa suurimmalle osalle tulevista ajoista, mutta kayttajan
tulisi siitd huolimatta tarkastaa luotu kynnysarvo sadnnéllisin véliajoin. Kynnysarvo on yleensa

alueella 0,03-0,05, eikd sitd pida pydristaa kuin korkeintaan kolmen desimaalin tarkkuudelle.
Kvantitointi

arfus CMV QS-RGQ Kit -sarjan kvantitointistandardeja (CMV QS 1-4) kasitelldén aiemmin
puhdisteftuina néytteind ja samaa tilavuutta kaytetdan (20 pl). Standardikdyrdn luomiseksi
Rotor-Gene Q -laitteissa kaikkia neljaa kvantitointistandardia on kaytettava ja ne on madritettava
Edit Samples (Muokkaa néytteitd) -valintaikkunassa Rotor-Gene Q -laitteessa standardeina, joilla on

mdadritetyt pitoisuudet (katso laitteen kayttdopas).
Huomautus: Kvantitointistandardit on madritetty yksikdssa kopiota/pl eluaattia. Seuraavan kaavan

avulla voi muuntaa standardikuvaajaa  kéyttamallé  saadut arvot muotoon kopiota / ml

ndytemateriaalia.

Tulos eluaatissa (kopiota/pl) x eluaatin alkutilavuus

Tulos
ndytemateriaalissa = (90 pl)*
(kopiota/ml) naytteen tilavuus (ml)

Huomaa perusperiaate, ettd edella esitettyyn kaavaan tulee antaa néytteen tilavuus aluksi. Tama
on huomioitava, kun naytteen tilavuus muuttuu  ennen  nukleiinihappojen  erotusta
(esim. tilavuuden pieneneminen sentrifugoitaessa tai tilavuuden suureneminen tdydennettGessd

madrad eristdmisen vaatiman tilavuuden saavuttamiseksi).

Monimdadritysajossa, jossa sekd CMV ettd EBV madritettiin samalla PCR:1lg, on varmistettava, eftd

ndytteet analysoidaan erikseen CMV:n ja EBV:n osalta vastaavilla kvantitointistandardeilla.

*Laskenta perustuu eluaatin alkutilavuuteen (90 pl).
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Muuntokerroin

1 kopio/ml vastaa 0,745 IU/ml havaittaessa CMV DNA:ta, joka on saatu ihmisen EDTA-
kokoverestd Rotor Gene Q -laitteella. Tdm& muuntokerroin on voimassa noudatettaessa validoitua
tydnkulkua, kuten ndissa sovellustiedoissa on ilmoitettu. Muuntokerroin on approksimaatio

madrityksen dynaamisen alueen kattavasta keskimaardisesta kertoimesta.

Esimerkkeja positiivisista ja negatiivisista PCR-reaktioista
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Kvantitointistandardien  tunnistus  (CMV QS 1-4) fluoresenssikanavassa, vihrea sykli.

NTC: No template control (Malliton kontrolli) (negatiivinen kontrolli).
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Sisdisen kontrollin (internal control, IC) tunnistus fluoresenssikanavassa vilkkuva keltainen
monistettaessa samanaikaisesti kvantitointistandardeja (CMV QS 1-4). NTC: Malliton kontrolli

(negatiivinen kontrolli).
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Asiakirjan muutoshistoria

R2, Helmikuu 2018  Paivitetty etuosan puhdistussarja. Vaihdettu vusiin QlAsymphony-
protokollien versioihin. Poistettu alaviite 216 madrityksen
valmistelemisesta. Péivitetty pakolliset materiaalit enint&én
72 reaktion valmistelua varten. Lisatty tietoja EBV:n
monimadritysajosta. Lisatty tietoa QMC IC Calculator (SisGisen
kontrollin laskin) -tydkalun kaytostd. Paivitetty Corning-
laboratoriotarvikkeiden nimitys (aiemmin Becton Dickinson). Lisdtty
tarkat Rotor-Gene Q -ajoasetukset (touchdown-toiminnon kéytts,
kerciykset). Lisatty tietoa tulosten tulkitsemisesta sisdltaméadn
patogeeninegatiivisen ja IC-negatiivisen tapauksen. Poistettu ohjeet
Rotor-Gene AssayManager® -ohjelmiston kaytdstd. Lisatty tiedot
muuntokertoimesta.

Voimassa olevat lisenssitiedot ja  tuotekohtaiset vastuuvapauslausekkeet ovat  saatavilla
tuotekohtaisista QIAGEN-sarjojen kéyttéoppaista tai késikirjoista. QIAGEN-sarjojen késikirjat ja
kayttdoppaat 18ytyvét osoitteesta www.qiagen.com, tai niitd voi tiedustella QIAGEN!in teknisesta
huollosta tai paikalliselta jélleenmyyialta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample fo Insight®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); Corning® (Corning Inc.); Sarstedf® (Sarstedt
AG and Co.). Tassa asiakirjassa mainittuja rekisterdityjd nimid, tavaramerkkeid jne. on pidettavé lain suojaamina, vaikkei niitd olisi erityisesti sellaisiksi merkitty.
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QlAsymphony RGQ -sovellustiedot artus CMV QS-RGQ Kit (ndytteen tyyppi: veri) 02/2018



Tilaukset www.qiagen.com/shop | Tekninen tuki support.qiagen.com | Verkkosivusto www.qiagen.com




	Yleistä
	Tarvittavat materiaalit (jotka eivät kuulu toimitukseen)
	Puhdistussarja
	Sovittimet QIAsymphony SP -laitteeseen
	Tarvikkeet QIAsymphony SP -laitteeseen
	Sovittimet ja reagenssipidikkeet QIAsymphony AS -laitteelle
	Tarvikkeet QIAsymphony AS -laitteeseen

	Näytteen käsittely ja säilytys
	Menetelmä
	Sisäisen kontrollin lisääminen näytteisiin
	QIAsymphony SP -laitteen määritykset
	Waste (Jäte) -lokero
	Eluate (Eluaatti) -lokero
	Reagents and Consumables (Reagenssit ja tarvikkeet) -lokero
	Sample (Näyte) -lokero
	Tarvittavat muovivälineet 1–4 näyte-erää varten

	QIAsymphony AS -laitteen määritykset
	Tarvikkeet
	Sovittimet ja reagenssipidikkeet
	Filter-tips

	PCR Rotor-Gene Q -laitteessa0F
	artus CMV QS-RGQ Kit -sarjan tarkat asetukset
	Monimääritysajo

	Tulosten tulkinta
	Signaalin tunnistus ja johtopäätökset – veri
	PCR-analyysin kynnyksen määrittäminen
	Kvantitointi
	Muuntokerroin
	Esimerkkejä positiivisista ja negatiivisista PCR-reaktioista



