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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN her biyolojik 6rnegin iceriginin saptanmasi ve izolasyonunu mimkin
kilacak sekilde yenilik¢i 6rnek ve analiz teknolojilerinin 6nde gelen
saglayicisidir. Geligmis ve yUksek kalitede Grinlerimiz ve hizmetlerimiz érnekten
sonuca kadar basariyr garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlar belirler:

DNA, RNA ve protein saflagtirma
Nukleik asit ve protein analizleri
mikroRNA arastirmalari ve RNAI

Analiz ve 6rnek teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz olaganisti basarilar elde etmenizi ve yeni buluslar yapmanizi
saglamaktir. Daha fazla bilgi igin, www.giagen.com adresini ziyaret ediniz.
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Kit icerigi

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit (24) (96)
Katalog no. 4513263 4513265
Reaksiyon sayisi 24 96
Mavi  HI Virus-1 RG Master A re?alfsi]yin reil)zsi]yin
Eflatun HI Virus-1 RG Master B reif(‘si]yin reilfsi]yin
Kirmizi HI Virus-1 RG QS1* (1x 10* IU/ul) Q@8 200 ul 200 ul
Kirmizi HI Virus-1 RG QS 2* (1x 103 1U/ul)  @§ 200 ul 200 yl
Kirmizi HI Virus-1 RG QS 3* (1x 102 1U/ul) Q@8 200 ul 200 ul
Kirmizi HI Virus-1 RG QS 4* (1x 10" IU/ul) Q@8 200 ul 200 ul
Yesii  HI Virus-1 RG ICt Ic  1000ul 2 x 1000 ul
Beyaz Su (PCR sinifi) 1000 ul 1000 ul
El Kitabi 1 1

* Kantitasyon standardi.

t Dahili kontrol.

Semboller

W <N>
2

<N> test icin yeterli reaktif icermektedir

Son kullanma tarihi

IVD in vitro diagnostik tibbi cihaz

REF Katalog numarasi

LOT Lot numarasi
Materyal numarasi
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COMP Bilesenler

CONT icindekiler

NUM Numara

GuHCL Guanidin hidrokloror

Global Ticaret Madde Numarasi
Sicaklik siirlamasi

Uretici

Kullanma talimatina bagvurun

o HR~[ §

Onemli not

Saklama

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti bilegenleri —-30°C - —15°C 'de saklanmalidir ve
etikette belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir. Tekrarlanan dondurma
ve ¢bézmeden (>2 x) kaginilmalidir gUnks analiz hassasiyetini azaltabilir.
Reaktifler sadece arada kullanilacaksa alikotlar halinde dondurulmalari gerekir.
2-8°C'de saklama 5 saatlik bir donemi gegmemelidir.

Kullanim Amaci

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti insan plazmasinda insan immuinyetmezlik viriso
tip 1 (HIV-1) RNA'sinin kantitasyonu igin bir in vitro ndkleik asit amplifikasyonu
testidir. Bu diagnostik test revers transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonunu
(RT-PCR) kullanir ve Rotor-Gene Q Aletleriyle kullanilmak Uzere konfigire
edilmigtir. Test 120 — 1 x 108 HIV-1 IU/ml araliginda HIV-1 RNA kantitasyonu
yapabilir. Grup M Alt tipleri A-H iceren plazma érnekleri analizde kullanim igin
dogrulanmigtir.

® artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti Rotor-Gene Q 2plex Aletleriyle
kullanilamaz.
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artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin hastalik tanisi igin klinik sunum ve diger
laboratuvar isaretleriyle birlikte kullanilmasi ve EDTA plazma HIV-1 RNA
dizeylerindeki degisiklikler yoluyla 6lcUldugu sekilde antiretroviral tedaviye viral
cevabin degerlendirilmesine yardimcr olarak kullanilmasi amacglanmustir. artus
HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin HIV icin bir tarama testi olarak kullanilmasi veya
HIV enfeksiyonu varligini dogrulamak icin diagnostik bir test olarak kullaniimasi
amaglanmamigtir.

UrOn Kullanimi Sinirlamalan

Tum reaktifler sadece in vitro diagnostik icin kullanilabilir.

Uriin sadece in vitro diagnostik islemler konusunda 6zel talimat almig ve
egitimli personel tarafindan kullaniimalidir.

Optimum PCR sonuglari igin kullanicr el kitabina kati olarak uymak gerekir.

Tum bilesenlerin etiketleri ve kutusunda basili son kullanma tarihlerine dikkat
edilmelidir. Son kullanma tarihi gegmis bilesenleri kullanmayin.

Nadir olsa da kitin primerleri ve/veya probun kapsadi§ viral genomun yUksek
6lcide korunmus bélgelerinde mutasyonlar olmasi bu vakalarda virUs varliginin
saptanmamasi veya miktarinin eksik gésterilmesiyle sonuglanabilir. Analiz
tasariminin gecgerliligi ve performansi duzenli araliklarla revize edilmektedir.

Uyarilar ve Onlemler

Kimyasallarla caligirken daima uygun bir laboratuvar 6nlogu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézlikler kullanin. Daha fazla bilgi icin 10tfen uygun
guvenlik veri sayfalarina (SDS'ler) bagvurun. Bunlar cevrim ici olarak PDF
halinde www.qgiagen.com/safety adresinde yer almaktadir ve kullanicilar
burada her QIAGEN® kiti ve kit bileseni icin SDS'yi bulabilir, okuyabilir ve
yazdirabilir.

Ornek ve analiz atigini yerel givenlik dizenlemelerinize uygun olarak atin.

Kalite Kontirol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yénetim Sistemi uyarinca her artus HI Virus-1
RG RT-PCR Kiti tutarl Grin kalitesini saglamak Gzere 6nceden belirlenmis
spesifikasyonlara gére test edilir.

8 artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit El Kitabi 03/2015



Giris

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit RotorGene Q Aletlerinde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak HIV-1 RNA saptanmasi icin bir kullanima hazir
sistem olugturur. HI Virus-1 RG Master A ve B HIV-1 genomunun bir 93 bp
bélgesinin revers transkripsiyonu ve spesifik amplifikasyonu icin ve RotorGene
Q, veya Rotor-Gene 6000 veya Rotor-Gene 3000 Cycling A.FAM™ (kaynak
470 nm, detektér 510 nm) Cycling Green floresans kanalinda spesifik
amplikonun dogrudan saptanmasi igin reaktifler ve enzimler icerir.

Ayrica, artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti olasi PCR inhibisyonunu tanimlamak igin
ikinci bir heterolog amplifikasyon sistemi icerir. Bu Rotor-Gene Q veya Rotor-
Gene 6000 veya Rotor-Gene 3000 A.ROX™ (kaynak 585 nm, detektér

610 nm) Cycling Green floresans kanalinda bir dahili kontrol (IC) olarak
saptanir. Analitik HI Virus-1 RT-PCR (bakiniz “Analitik hassasiyet”, sayfa 10)
saptama limiti azalmaz. Harici pozitif kontroller (HI Virus-1 RG QS 1-4)
saglanir ve bunlar viral RNA miktarinin saptanmasini momkuin kilar. Daha fazla
bilgi igin bakiniz “Kantitasyon”, sayfa 23.

Prensip

Polimeraz zincir reaksiyonuyla (PCR) patojen saptama, patojen genomunun
spesifik bélgelerinin amplifikasyonunu temel alir. Gercek zamanli PCR'de
amplifiye edilen Urin floresan boyalar yoluyla saptanir. Bunlar genellikle
amplifiye edilen Urine spesifik olarak baglanan oligonikleotid problariyla
baglantilidir. PCR calismasi sirasinda (yani gercek zamanh olarak) floresans
siddetlerinin izlenmesi PCR calismasi sonrasinda reaksiyon tiplerinin tekrar
acilmasina gerek kalmadan biriken Grinin saptanmasi ve kantitasyonunu
mUmkon kilar.*

Patojen bilgisi

insan immunyetmezlik virgso (HIV) akkiz immonyetmezlik sendromuna (AIDS)
neden olan bir retrovirGstur. HIV-1 ve HIV-2 seklinde virGlans ve prevalansi
farkli olan, insan enfeksiyonlarindan sorumlu iki tGr HIV vardir. Dinya ¢apinda
bildirilen AIDS vakalarinin gogu HIV-1 ile iliskilendirilmigtir. HIV enfeksiyonu
enfekte kan, vajinal sivi, anne sitl ve diger vicut sivilarinin aktarilmasiyla
olusur. Bu vicut sivilari icinde HIV hem serbest virs partikilleri olarak hem de
enfekte immUn hicreler icinde virUs olarak bulunmaktadir. Bulagmanin G¢ ana
yolu korunmadan cinsel iligski, kontamine igneler ve enfekte bir anneden dogum
sirasinda veya anne sUti yoluyla gecistir.

* Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190
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HIV temel olarak yardimei T hicreleri (6zellikle CD47) gibi insan immOn sistemi
hicrelerini enfekte eder. HIV enfeksiyonu disik CD4* T hicreleri seviyelerine
neden olur. CD4™ T hicre sayisi kritik bir dizeyin altina indiginde hicre
aracihkli bagigiklik kaybedilir ve vicut firsatci enfeksiyonlara giderek daha
yatkin hale gelir.

AIDS semptomlari HIV enfeksiyonunda bozulmug imman sistemin firsatg
enfeksiyonlarla savagsamadigi ileri evrede olusur. Bu evrede enfekte kiside
giderek bu tur enfeksiyonlarin tetikledigi belirtiler gelismeye baglar. En sik
gorilen enfeksiyonlar arasinda kriptosporida diyaresi, sitomegalovirts
tarafindan indUklenen géz enfeksiyonu, pnémosistis pnémonisi, toksoplazmosis
ve tUberkiloz ve ayrica Mycobacterium avium kompleksi Gyelerinin neden
oldugu enfeksiyonlar vardir. Ayrica invaziv servikal kanser, Kaposi sarkomu
veya lenfoma gibi farkli kanser tiplerinin gelismesine sik rastlanir. Su anda AIDS
icin tam bir tedavi yoktur ve HIV enfeksiyonu olan ¢ogu kisinin zamanla AIDS ile
iligkili bir hastaliktan élecegine inanilir. Ancak virGsin kendisiyle savasanlar ve
firsatgi enfeksiyonlari énleyenler veya tedavi edenler dahil olmak Uzere
HIV/AIDS tedavilerindeki ilerlemeler birgok HIV/AIDS hastasinin yagam
beklentisi ve kalitesini dnemli dlcide arttirmigtir.

Performans ozellikleri

Analitik hassasiyet

Analitik saptama limiti ve ayrica saflagtirma dikkate alinarak analitik saptama
limiti (hassasiyet limitleri) artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti icin degerlendirilmistir.
Saflagtirma dikkate alinarak analitik saptama limiti belirli bir ekstraksiyon
ydéntemiyle kombinasyon halinde HIV pozitif klinik numuneler kullanilarak
belirlenir. Tersine analitik saptama limiti bilinen konsantrasyonda bir standart
kullanilarak secilen ekstraksiyon yénteminden bagimsiz olarak belirlenir.

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin analitik hassasiyetini belirlemek igin 0,0316
ila 31,6 1U*/ul seklinde standart bir dilisyon serisi olusturulmus ve artus HI
Virus-1 RG RT-PCR Kitiyle kombinasyon halinde Rotor-Gene 3000 Uzerinde
analiz edilmistir. Testler 8 replikatta 3 farkli ginde yapilmistir. Sonuclar probit
analiziyle belirlenmistir. Rotor-Gene 3000 ile kombinasyon halinde artus Hl
Virus-1 RG RT-PCR Kitinin analitik saptama limiti 4,5 [U/ul'dir (p = 0,05). Bu
durum 4,5 IU/ul'nin saptanmasi olasiliginin %95 oldugunu géstermektedir.

* Standart, 2. Uluslararasi HIV standardi (DSO) kullanilarak konsantrasyonu kalibre edilmis
olan in vitro transkripsiyonlu bir RNA'dir.
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Rotor-Gene Aletleri Uzerinde artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin saflagtiriimasi
(QlAamp® DSP Viris Kiti, QIAGEN) dikkate alinarak analitik hassasiyet, klinik
plazma numunelerine eklenmig 10 - 3160 HIV IU/ml ile ndkleik asit
amplifikasyonu teknolojisi (NAT) analizleri icin HIV-1 RNA 2. Uluslararasi DSO
Standardi (NIBSC Kodu 97/650) dilusyon serisi kullanilarak belirlenmigtir.
Bunlar su kit kullanilarak ekstraksiyona tabi tutulmustur: QlAamp DSP Virs Kiti
(QIAGENekstraksiyon hacmi: 0,5 ml, elisyon hacmi: 25 ul). DilGsyonlarin her
biri artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinde 3 farkli ginde 8 replikat ile analiz
edilmistir Sonuclar probit analiziyle belirlenmistir. Probit analizinin grafik bir
temsili Sekil 1'de verilmistir. Rotor-Gene 3000 ile kombinasyon halinde artus Hl
Virus-1 RG RT-PCR Kitinin saflagtinlmasi dikkate alinarak analitik saptama limiti
71,6 IU/ml'dir (p = 0,05). Bu durum 71,6 IU/ul'nin saptanmasi olasiliginin %95
oldugunu gdéstermektedir.

1.0 .
95%
1.85476 ~ 71.6 IU/ml (95%)
0.8 1 * (54.7-182.5 1U/ml)
[%]
c
,_g 0.6 -
]
o
e
a
0.4 -
0.2 -
-1 0 1 2

4
log (dose)

Sekil 1. Probit analizi: HI Virus-1 (Rotor-Gene 3000). Rotor-Gene 3000 Uzerinde artus Hl
Virus-1 RG RT-PCR Kitinin saflaghiriimasi (QlAamp DSP VirUs Kiti, QIAGEN) dikkate alinarak
analitik hassasiyet.

Rotor-Gene Q/6000 ile kombinasyon halinde artus HI Virus-1 RG RT-

PCR Kitinin saflastinlmasi dikkate alinarak analitik saptama limiti 66,9 1U/ml'dir
(p = 0,05). Bu durum 66,9 1U/ul'nin saptanmasi olasihginin %95 oldugunu
gdstermektedir.
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Sekil 2. Probit analizi: HI Virus-1 (Rotor-Gene 6000). 6000 Rotor-Gene 6000 Uzerinde
artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin saflagtirilmasi (QlAamp DSP Viris Kiti, QIAGEN) dikkate
alinarak analitik hassasiyet.

Ozgulluk

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin 6zgulltgu éncelikle primer ve problarin
secilmesi ve ayrica kati reaksiyon kosullarinin secilmesiyle saglanir. Primerler ve
problar gen bankalarinda yayimlanmis tim dizilere olasi homolojiler agisindan
sekans kargilagtirma analiziyle kontrol edilmistir. Tom ilgili genotiplerin
saptanabilirligi bu sekilde bir veri tabani hizalamasi ve Rotor-Gene Aletleri

Uzerinde asagidaki genotiplerle yapilan PCR ¢alismalariyla saglanmustir (bakiniz
Tablo 1).

Ayrica 6zgUllok 100 farkl HIV negatif plazma érnegiyle dogrulanmigtir. Bunlar
HI Virus-1 RG Mastere dahil edilmis HIV spesifik primer ve problarla herhangi
bir sinyal olugturmamuigtir.

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin olasi ¢apraz reaktivitesi Tablo 2'de liste
halinde verilen kontrol grubu kullanilarak test edilmistir. Test edilen patojenlerin
hicbiri reaktif bulunmamugtir. Karigik enfeksiyonlarla capraz reaktivite
gorilmemistir.
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Tablo 1. ilgili genotiplerin 6zgulligunin test edilmesi

Dahili kontrol
VirGs Genotip Kaynak  HIV (FAM) (ROX)
HI Virus-1 A NIBSC* + +
HI Virus-1 B NIBSC + +
HI Virus-1 C NIBSC + +
HI Virus-1 D NIBSC + +
HI Virus-1 E NIBSC + +
HI Virus-1 F NIBSC + +
HI Virus-1 G NIBSC + +
HI Virus-1 H NIBSC + +

* Ulusal Biyolojik Standartlar ve Kontrol Enstitist, Hertfordshire.

Tablo 2. Kitin 6zgUllUgunin potansiyel ¢capraz reaktif patojenlerle test
edilmesi

HIV Dahili kontrol
(Cycling Green (Cycling
veya Cycling Orange veya

Kontrol grubu A.FAM) Cycling A.ROX)
Hepatit A virUsU - +
Hepatit B virisi - +
Hepatit C virlsu - +

insan herpes virist 1 (herpes

. e — +
simpleks viriso 1)

insan herpes viriso 2 (herpes

. e - +
simpleks virUsU 2)

insan herpes virisu 3 (varisella- _ i
zoster virUsu)

insan herpes viriso 5 B +
(sitomegaloviris)

Tablo bir sonraki sayfada devam ediyor
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Tablo 2. Devam

HIV Dahili kontrol
(Cycling Green veya (Cycling Orange

Kontrol grubu Cycling A.FAM) veya Cycling A.ROX)
insan T hicreli |6semi

e ey . — +
virOsU tip 1 ve tip 2
EnterovirUs - +
ParvovirUs B19 - +
Sart humma - +
Aspergillus flavus — +
Aspergillus fumigatus - +
Candida albicans - +
Chlamydia trachomatis — +
Cryptosporidium ~ N
parvum
Filobasidiella n
neoformans -
Mycoplasma _ N
pneumoniae
Pneumocystis carinii - +
Staphylococcus sp. — +
Streptococcus

: - +

agalactiae
Staphylococcus aureus — +
Streptococcus B o
pyogenes

Lineer Aralik

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit lineer arah@ (analitik 6lctm) 1 x 108 U/ul ile

1 1U/ul arasinda bir HIV in vitro transkripti dilisyon serisinin analiz edilmesiyle
belirlenmistir. Dilusyon serisi DSO Uluslararasi HIV RNA Standardina gére
kalibre edilmistir.
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Her dilisyon Rotor-Gene Aletleri Uzerinde artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti
kullanilarak replikatlar (n = 8) halinde test edilmistir.

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin lineer aralig 5 IU/ul degerinden en az
1 x 108 IU/ul degerine kadar konsantrasyonlari kapsayacak sekilde
belirlenmistir.

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin saflagtirilmasi dikkate alinarak lineer aralg:
1 x 108 1U/ml ile 120 IU/ml arasinda bir OptiQuant HIV-1 RNA Kantitasyon
Paneli dilusyon serisinin analiz edilmesiyle belirlenmistir. Saflagtirma QlAamp
DSP VirUs Kiti kullanilarak kopyalar Gzerinde yapilmustir (ekstraksiyon hacmi:
0,5 ml, elosyon hacmi: 25 ul). 9 érnedin her biri artus HI Virus-1 RG RT-PCR
Kiti kullamilarak analiz edilmigtir. artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin
saflagtinlmasi dikkate alinarak lineer aralik 120 IU/ml degerinden en az

1 x 108 IU/ml degerine kadar konsantrasyonlari kapsayacak sekilde
belirlenmigtir (bakiniz Sekil 3).

£

>~

=) .
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o

o
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o
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2

o]

o

2 °

o

o
1 4

2 2 4 6 8 10
14
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Sekil 3. artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin Lineer Araligi. Lineer araligin hesaplanmasi.
Doz cizgi log,o nominal konsantrasyonlarla log,, hesaplanmis konsantrasyonlarin lineer
regresyonuyla belirlenmistir. Regresyon cizgisinin denklemi sekle dahil edilmistir.

Kesinlik

Rotor-Gene Aletleri yoluyla artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin kesinlik verileri
toplanmigtir ve analizin toplam varyansinin belirlenmesini mimkon kilar.
Toplam varyans analiz ici degiskenlik (bir deneyde ayni konsantrasyondan
érneklerin birden fazla sonucunun degiskenligi), analizler arasi degiskenlik (bir
laboratuvarda farkli kullanicilar tarafindan ayni tipte farkli aletlerde olusturulan
birden fazla tahlil sonucunun degiskenligi) ve partiler arasi degiskenlikten
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(cesitli partiler kullanilarak tahlilin birden fazla sonucunun degiskenligi) olusur.
Elde edilen veriler patojene spesifik ve dahili kontrol PCR icin varyasyon
katsayisini, varyansi ve standart sapmayi belirlemek igin kullanilmigtir.

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin kesinlik verileri en digik konsantrasyonun
(QS4; 10 1U/ul) kantitasyon standardi kullanilarak toplanmugtir . Testler 8
replikatla yapilmugtir. Kesinlik verileri amplifikasyon egrilerinin C; degerleri
temelinde hesaplanmigtir (C;: esik déngUsU, bakiniz Tablo 3). Bu sonuglar
temelinde belirtilen konsantrasyona sahip herhangi bir belirli 6rnegin genel
istatistiksel dagihmi %1,66 (C;) ve dahili kontrolin saptanmasi igin %2,15'tir
(C;). Bu degerler belirlenmis degiskenliklerin tim tek degerlerinin toplami
temelindedir.

Tablo 3. C; degerleri temelinde kesinlik verileri

Standart Varyasyon
C; degeri sapma katsayisi (%)
Tahlil ici degiskenlik:
HI Virus-1 RG QS 4 35,62 0,45 1,26
Tahlil ici degiskenlik:
Dahili kontrol ezn 0,18 0,38
Analizler arasi
degiskenlik: 35,75 0,56 1,55
HI Virus-1 RG QS 4
Analizler arasi
degiskenlik: 31,65 0,36 1,13
Dahili kontrol
Partiler arasi
degiskenlik: 35,40 0,61 1,73
HI Virus-1 RG QS 4
Partiler arasi
degiskenlik: 31,20 0,55 1,76
Dahili kontrol
Toplam varyans:
HI Virus-1 RG QS 4 35,58 0,59 1,66
Toplam varyans:
Dahili kontrol Sl 0,67 2108
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Guglulok

Guclologun dogrulanmasi artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin toplam
basarisizlik oraninin belirlenmesini mimkon kilar. 100 HIV negatif plazma
érnegine 4,5 1U/ul elisyon hacminde HIV kontrol RNA eklenmistir (analitik
hassasiyet limitinin U¢ kati konsantrasyon). QlAamp DSP VirUs Kiti
ekstraksiyonundan sonra bu érnekler artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kit ile analiz
edilmistir. Tum HIV 6rnekleri icin basarisizlik oranit %0'dir. Ayrica dahili
kontrolin gi¢lologo 100 HIV negatif plazma érneginin saflagtirilmasi ve analizi
ile degerlendirilmistir. Toplam basarisizlik orani %0'dir. inhibisyonlar
g6zlenmemistir. Béylece artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin giclGlogio >%99'dur.

Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik verileri artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin normal
performansinin degerlendirilmesini ve ayrica bagka Urinlerle etkinliginin
kargilagtinlmasini mmkan kilar. Bu veriler belirlenmis verimlilik programlarina
katihmla elde edilir.

Diagnostik degerlendirme

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti bir calismada degerlendirilmistir. artus HI Virus-
1 RG RT-PCR Kitinin COBAS® TagMan® HIV-1 Testiyle karsilagtirlmasi icin 241

plazma numunesi retrospektif olarak analiz edilmigtir. Tum plazma numuneleri
daha énce rutin diagnostik icin COBAS TagMan HIV-1 Testi kullanilarak pozitif
veya negatif olarak analiz edilmisti.

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin test edilmesi icin HIV RNA, QlAamp DSP
Virts Kiti kullanilarak izole edilmistir ve analiz Rotor-Gene 6000 Aleti Gzerinde
yapilmigtir. COBAS TagMan HIV-1 Testi ile karsilagtirmali test icin HIV RNA
prospektiste saglanan Uretici talimatina gére izole edilmistir. artus HI Virus-

1 RG RT-PCR Kiti kullanilarak elde edilen sonuglar COBAS TagMan HIV-1
Testininkilerle karsilaghrlmigtir (bakiniz Tablo 4 ve Sekil 4).

COBAS TagMan HIV-1 Testiyle pozitif test sonucu veren 126 érnegin 105' ayni
zamanda artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti ile pozitif test sonucu vermistir.
COBAS TagMan HIV-1 Testiyle negatif test sonucu veren 115 érnegin 113'0
ayni zamanda artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti ile negatif test sonucu vermistir.

COBAS TagMan HIV-1 Testi sonuclari referans olarak alinirsa, diagnostik
hassasiyet %98,1 ve diagnostik 6zgUllok %84,3'10r.
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Table 4. Retrospektif olarak analiz edilen 241 EDTA plazma érneginin
sonuglari

COBAS TagMan HIV-1 Testi
+ - Toplam
artus HI Virus-1 + 105 21 126
RG RT-PCR Kiti _ ) 113 115

QIAGEN, HIV IU/ml

4

7 log Cobas:log artus: #=0,9093; r=0,9536; p = 00,0000; yv= 045674+ 1,0509%x

-1 0 1 2 3 5] 5 =} 7 8
Roche, HIV IU/mI

Sekil 4. COBAS TagMan HIV-1 Testinin (Roche, HIV; COBAS AmpliPrep sistemi
kullanilarak érnek saflastirmali) artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitiyle (QIAGEN, HIV;
QIAamp DSP Viris Kiti kullanilarak 6rnek saflastirmali) karsilastirmasi. Her iki test
sisteminden kantitatif sonuglarin korelasyonu (Tablo 4) lineer regresyonla analiz edilmistir. Her
iki kitten sonuclar bir XY (sagilim) plotunda log—log élcegiyle gosterilmistir.
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Kullanicl Tarafindan Saglanacak Ekipman ve
Reaktifler

Kimyasallarla ¢caligirken daima uygun bir laboratuvar 6nlogu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gézlikler kullanin. Daha fazla bilgi igin Grin
tedarikcisinden elde edilebilecek uygun givenlik veri sayfalarina (SDS'ler)
bagvurun.

B RNA izolasyon kiti (bakiniz “RNA izolasyonu”, sayfa 22)

B Pipetler (ayarlanabilir)*

B Filtreli steril pipet uglan

B Vorteks karigtiner*

B 2 ml reaksiyon tipleri igin rotorlu tezgah santrifGju*

B Cycling Green ve Cycling Orange igin floresans kanalli veya Cycling
A.FAM ve Cycling A.ROX i¢in floresans kanalli Rotor-Gene Q veya Rotor-
Gene Aleti*f

M Rotor-Gene Q yazilim versiyonu 1.7.94 (Rotor-Gene 6000 yazilim

versiyonu 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94; Rotor-Gene 3000 yazilim versiyonu
6.0.23)

B Strip Tupler ve Kapaklari, 0,1 ml, 72 kuyulu rotor ile kullanim igin (kat. no.
981103 veya 981106)

B Alternatif olarak: PCR Tupleri, 0,2 ml, 36 kuyulu rotor ile kullanim icin (kat.
no. 981005 veya 981008)

B Sogutma blogu (YUkleme Blogu 72 x 0,1 ml TUp, kat. no. 9018901 veya
YUkleme Blogu 96 x 0,2 ml Tup, kat. no. 9018905)

* Aletlerin Ureticinin dnerilerine gére kontrol edildigi ve kalibre edildiginden emin olun.
tartus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti Rotor-Gene Q 2plex Aletleriyle kullanilamaz.
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Onemli Notlar

Genel 6nlemler
Kullanici daima sunlara dikkat etmelidir:
B Filtreli steril pipet uglar kullanin.

B Pozitif materyalleri (numuneler, pozitif kontroller ve amplikonlar) tom diger
reaktiflerden ayri saklayin ve ekstrakte edin ve bunlari reaksiyon karigimina
konumsal olarak ayrilmig bir yerde ekleyin.

B Bir analize baglamadan énce tim bilesenleri oda sicakliginda (15-25°C)
iyice ¢6zUin.

W Coézoldugunde, bilesenleri karigtirin (tekrar tekrar yukar ve asag:
pipetleyerek veya puls vortekslemeyle ve kisa sire santrifije edin.

B Hizli gahigin ve bilesenleri buz Uzerinde veya sogutma blogunda tutun
(72/96 kuyulu yokleme blogu).

Numune toplama, saklama ve nakli

@ Tum &rneklere enfeksiydz olabilecek materyal gibi muamele edilmelidir.

Sadece asagidaki 6rnek materyalleri kabul edilebilir ve bunlar igin tagima, nakil
ve saklamayla ilgili asagidaki kurallar ve belirli talimat kati sekilde izlenmelidir:

® Guncel calismalar HIV saptama icin en uygun 6rnek materyalleri olarak
EDTA veya sitratli plazmadan bahsetmektedir. Bu nedenle artus HI Virus-
1 RG RT-PCR Kiti ile bu materyallerin kullanilmasini éneririz.

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin dahili dogrulamasi insan EDTA plazma
ornekleri kullanilarak yapilmigtir. Bagka érnek materyalleri dogrulanmamigtir.
Lotfen érnek hazirlama icin sadece énerilen RNA izolasyon kitini (bakiniz “RNA
izolasyonu”, sayfa 22) kullanin.

Bazi 6rnek materyalleri kullanilirken tagima, nakil ve saklamayla ilgili belirli
talimata kat sekilde uyulmasi gerekir.

Numune toplama

Her kan alinmasi kan damarlarinda (arterler, venler, kapillerler) hasara neden
olur. Sadece zararsiz ve steril materyal kullanilmalidir. Kan alma icin uygun tek
kullanimhk malzeme mevcuttur. Ven ponksiyonu icin ¢ok ince kapiller igneler
kullanilmamalidir. Venéz kan alinmasi dirsek eklemi, 6n kol ve elin arkasinin
uygun kisimlarinda yapilmalidir. Kanin standart numune toplama tiplerine
(kirmizi kapak, Sarstedt veya baska Greticinin esdeger t0ps) alinmasi gerekir. 5-
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10 ml hacminde EDTA'li kan alinmalidir. Tupler érnek alindiktan hemen sonra
ters cevrilerek karigtirilmalidir (8 x, sallamayin).

@ Heparinize kisilerden alinan &érnekler kullanilmamalidir (bakiniz
“Olumsuz etkileyen maddeler”, sayfa 21).

Ornek saklama

Tam kan 6 saat iginde 20 dakika 800-1600 x g hizinda santrifigasyon ile
plazma ve hicresel bilesenlerine ayrilmalidir. izole edilen plazmanin steril
polipropilen tiplere aktarilmasi gerekir. Ornekleri rutin olarak dondurursaniz
veya daha uzun sire saklarsaniz analizin hassasiyeti azalabilir. Viris kapsillo
RNA'si 4°C'de saklanirsa gunlerce, —20°C'de saklanirsa haftalarca ve hatta —
70°C'de saklanirsa aylarca ve yillarca stabildir.*

Ornek nakli

Ornek materyali prensip olarak kirlmaz bir tagima kabinda nakledilmelidir. Bu
sekilde érnek sizmasi nedeniyle olasi enfeksiyon tehlikesinden kaginilabilir.
Ornekler, patojenik materyalin tasinmasi icin yerel ve ulusal talimat izlenerek
taginmalidir.”

Ornekler 6 saat icinde sevk edilmelidir. Ornekleri alindiklari yerde saklamak
énerilmez. Ornekleri patojenik materyalin taginmasi icin yasal talimat izlenerek
postayla géndermek mumkindir. Orneklerin bir kuryeyle génderilmesini
dneriyoruz. Kan drnekleri sogutulmus (2-8°C) olarak ve ayrilmis plazma derin
dondurulmug (-15 -

-30°C) olarak génderilmelidir.

Olumsuz etkileyen maddeler

Artmis bilirubin (=15 mg/dl) ve lipid (<800 mg/dl) seviyeleri ve hemolitik

ornekler sistemi etkilemez. Heparin (=10 IU/ml) PCR'i etkiler. Antikoagtlan
olarak heparin igeren tiplere toplanmig érnekler kullanilmamalidir. Ayrica
heparinize hastalarin érnekleri kullaniimamalidir.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452-456.

t Uluslararasi Hava Tagimaciligi Dernegi (IATA). Dangerous Goods Regulations (Tehlikeli
Mallar Dizenlemesi).
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RNA izolasyonu

QIAamp DSP Virus Kiti (QIAGEN, kat. no. 60704), artus HI Virus-1 RG RT-PCR
Kitiyle kullanilmak Gzere insan plazmasindan viral RNA saflagtirma igin
dogrulanmistir. Viral RNA saflastirmayr QlAamp DSP Viris Kiti El Kitabindaki
talimata gére yapin.

® Ekstraksiyon etkinligi ve sonugta DNA/RNA verimi icin tagiyict RNA
kullanilmasi cok dnemlidir. QIAamp DSP Viris Kiti ile saglanan tagiyict RNA'nin
stabilitesini artirmak igin talimat el kitabinda verilen tagiyici RNA tekrar
olusturma ve saklamayla ilgili bilgilere gére ilerlemenizi éneririz (“Reaktifler ve
tamponlari hazirlama”).

Her ekstraksiyonun baslangicinda lizis tamponu ve tastyict RNA'nin (ve
gegerliyse dahili kontrolin, bakiniz agsagida “Dahili kontrol”) bir karigimi Tablo
5'teki pipetleme semasina goére taze olarak hazirlanmalidir.

Tablo 5. QIAamp DSP VirUs Kitiyle kullanilmak Gzere pipetleme semasi

Ornek sayisi 1 12
Lizis Tamponu (AL)* 550 ul 6600 ul
Tasiyict RNA (1 ug/ul) 6,2 ul 74,4 ul
Toplam hacim 556,2 ul 6674,4 ul

Ekstraksiyon basina

hacim 500 pl her birinden 500 pl

* Guanidin hidroklorir icerir; givenlik bilgisi icin bakiniz QlAamp DSP Viris Kiti El Kitabr.

@ Ekstraksiyon icin taze hazirlanmig lizis tamponu ve tagiyict RNA karigimini
hemen kullanin. Karigimin saklanmasi mimkon degildir.

@ artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitinin dahili kontrolU izolasyon igleminde
dogrudan kullanilabilir (bakiniz asagida “Dahili kontrol”).

Dahili kontrol

Bir dahili kontrol (HI Virus-1 RG IC) saglanmigtir. Bu hem kullanicinin RNA
izolasyon iglemini kontrol etmesine hem de olasi PCR inhibisyonunu kontrol
etmesine izin verir. Bu uygulama icin dahili kontrolt 1 ul elGsyon hacmi basina
0,1 ul oraninda izolasyona ekleyin. Ornegin QlAamp DSP Virs Kiti
kullanildiginda, RNA eltsyonu 60 ul Elisyon Tamponu (AVE) icinde yapilir. Bu
nedenle baslangicta 6 ul dahili kontrol eklenmelidir.
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@ Dahili kontrol ve tasiyici RNA (bakiniz “RNA izolasyonu”, sayfa 22)
sadece lizis tamponu ve érnek materyali karigimina veya dogrudan lizis
tamponuna eklenmelidir.

Dahili kontrol dogrudan érnek materyaline eklenmemelidir. Lizis tamponuna
eklenirse, lGtfen dahili kontrol ve lizis tamponu-tagiyici RNA karigiminin taze
olarak hazirlanip hemen kullanilmasi gerektigine dikkat edin (karigimin sadece
birkag saat bile oda sicakhgi veya buzdolabinda saklanmasi dahili kontrol
basarisizhgi ve azalmis ekstraksiyon etkinligine neden olabilir).

@ Dahili kontrol ve tasiyici RNA'y1 dogrudan érnek materyaline eklemeyin.

Dahili kontrol istege bagl olarak sadece olasi PCR inhibisyonunu kontrol etmek
igin kullanilabilir. Bu uygulama igin dahili kontroli protokolde adim 2b iginde

tanimlandigi sekilde HI Virus-1 RG Master A ve HI Virus-1 RG Master B
karigimina dogrudan ekleyin (sayfa 26).

PCR analizi icin esigi ayarlama

Rotor-Gene Q aleti ve artus RG PCR Kitinin belirli bir kombinasyonu igin
optimum esik ayarlari her ayri kombinasyonu deneysel olarak test etme yoluyla
belirlenmelidir cinky genel diagnostik is akisina bagl relatif bir degerdir.
Baslangic noktasi olarak esik ilk PCR calismasinin analizi icin 0,04 seklinde bir
6n degere ayarlanabilir ama bu deger is akisinda sonraki calismalarin
karsilagtirmali analiziyle ince bir sekilde ayarlanmalidir. Esik manuel olarak
negatif kontrollerin ve negatif érneklerin arka plan sinyalinin hemen Uzerinde
ayarlanmalidir. Bu deneylerden hesaplanan ortalama esik degeri muhtemelen
gelecekteki caligmalarin cogunluguyla galisacaktir ama kullanici yine de
olusturulan esik degerini duzenli araliklarla gézden gecirmelidir. Esik degeri
genellikle 0,03-0,05 araliginda olacaktir ve virgilden sonra en fazla U¢ rakam
olacak sekilde yuvarlanmalidir.

Kantitasyon

Ekteki kantitasyon standartlari (HI Virus-1 RG QS 1-4) énceden saflagtirilmig
érnekler gibi muamele gorir ve ayni hacim (20 ul) kullanilir. Rotor-Gene Q
Aletleri Uzerinde bir standart egri olusturmak igin 4 kantitasyon standardinin
hepsi kullaniimali ve “Edit Samples” (Ornekleri Diizenle) diyalog kutusunda
belirtilen konsantrasyonlarda standartlar olarak tanimlanmalidir (alet kullanici
el kitabina bakiniz).
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® Kantitasyon standartlar IU/ul olarak tanimlanir.* Asagidaki denklemin,
standart egri kullanilarak belirlenen degerleri érnek materyalinden 1U/ml
degerine dénUstirmek igin uygulanmasi gerekir.

Sonug (IU/ul) x Elusyon Hacmi (ul)
Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak yukaridaki denkleme baslangi¢ érnek hacmi girilmelidir. Ornek
hacmi nikleik asit ekstraksiyonu éncesinde degistirildiginde bunun dikkate
alinmasi gerekir (6rn. hacmin santrifgasyonla azaltilmasi veya izolasyon igin
gerekli hacme ekleme yapilarak hacmin arttirilmasi).

Sonug (IU/ml) =

Donistorme faktoro

1 1U/ml, Rotor-Gene Q uzerinde QlAamp DSP Viris Kiti kullanilarak manuel
6rnek hazirlama ile kombinasyon halinde HIV-1 RNA saptanmasi igin 0,50
kopya/ml degerine karsilik gelir. DénUstirme faktéri analizin dinamik araligs
boyunca ortalama bir faktér temelinde yaklasik bir degerdir.

* Standart, Uluslararasi HIV standardi (DSO) kullanilarak kalibre edilmigtir.
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Protokol: PCR ve Veri Analizi

@ Baslamadan énce 6nemli noktalar
B isleme baslamadan énce “Onemli Notlar” kismi, sayfa 20-23 okuyun.

B Protokole baglamadan énce Rotor-Gene Q aletine asina hale gelmek igin
zaman ayirin. Alet kullanici el kitabina bakin.

B En az bir kantitasyon standardi ve bir negatif kontroltn (Su, PCR sinifi) her
PCR caligmasina eklendiginden emin olun. Standart bir egri olusturmak icin
her PCR caligmasinda saglanan 4 kantitasyon standardinin (HI Virus-1 RG
QS 1-4) hepsini kullanin.

Baslamadan énce yapilacaklar

B Sogutma blogunun ( Rotor-Gene Q Aletinin aksesuari) 2-8°C'ye 6nceden
sogutuldugundan emin olun.

B Her kullanimdan énce tOm reaktiflerin tamamen ¢ézGlmesi, karigtirilmasi
(tekrarlanan yukari - asagi pipetleme veya hizli vorteksleme ile) ve kisa sure
santrifUje edilmesi gerekir.

islem

1. listenen sayida PCR tipini sogutma blogunun adaptérlerine
yerlestirin.

2. Dadhili kontroli RNA izolasyon islemini izlemek ve olasi PCR
inhibisyonunu kontrol etmek icin kullaniyorsaniz adim 2a'yi izleyin.
Dahili kontroli sadece PCR inhibisyonunu kontrol etmek icin
kullaniyorsaniz adim 2b'yi izleyin.

2a. Dahili kontrol izolasyona zaten eklenmistir (bakiniz “Dabhili kontrol”,
sayfa 22). Bu durumda Tablo 6 uyarinca bir master karigimi
hazirlayin.

Reaksiyon karigimi tipik olarak érnek diginda PCR igin gerekli tOm
bilesenleri igerir.

|
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Tablo 6. Master karisimin hazirlanmasi (dahili kontrol RNA
izolasyonunu izlemek ve PCR inhibisyonunu kontrol etmek icin
kullanihiyor)

Ornek sayisi 1 12
HI Virus-1 RG Master A 12 ul 144 ul
HI Virus-1 RG Master B 18 ul 216 ul
HI Virus-1 RG IC o ul o ul
Toplam hacim 30 ul 360 ul

2b. Dahili kontrol HI Virus-1 Master A ve HI Virus-1 Master B karisimina
dogrudan eklenmelidir. Bu durumda Tablo 7 uyarinca bir master
karisimi hazirlayin.

Reaksiyon karigimi tipik olarak érnek diginda PCR igin gerekli tOm
bilesenleri igerir.

Tablo 7. Master karisimin hazirlanmasi (dahili kontrol sadece PCR
inhibisyonunu kontrol etmek icin kullaniliyor)

Ornek sayisi 1 12
HI Virus-1 RG Master A 12 ul 144 ul
HI Virus-1 RG Master B 18 ul 216 ul
HI Virus-1 RG IC 2 ul 24 ul
Toplam hacim 32 ul* 384 ul*

* Dahili kontroli eklemenin neden oldugu hacim artigi, PCR analizi hazirlanirken dikkate
alinmaz. Saptama sisteminin hassasiyeti etkilenmez.

3. Her PCR tipine ana karisimdan 30 ul pipetleyin. Sonra elGsyon
yapilmis é6rnek RNA'sindan 20 ul ekleyin (bakiniz Tablo 8). Buna
karsilik olarak kantitasyon standartlarinin (HI Virus-1 RG QS 1-4) en
az birinden 20 pl pozitif kontrol olarak ve 20 ul su (Su, PCR sinifi)
negatif kontrol olarak kullaniimalidir.
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Tablo 8. PCR analizini hazirlama

Ornek sayisi 1 12

Master karigim hacmi 30 ul her birinden 30 ul
Ornek 20 ul her birinden 20 ul
Toplam hacim 50 ul her birinden 50 ul

4. PCR tiplerini kapatin. Tuplerin calisma sirasinda yanlighkla
aciimasini 6nlemek Gzere Kilitleme halkasinin (Rotor-Gene Aleti
aksesuari) rotorun en Ustine yerlestirildiginden emin olun.

5. HIV-1 RNA saptamak icin asagidaki adimlara gére bir sicakhik profili

olusturun.
Genel analiz parametrelerini kurma Sekil 5, 6, 7
RNA revers transkripsiyonu Sekil 8
Hot-start enziminin baslangi¢ aktivasyonu Sekil 9
cDNA amplifikasyonu Sekil 10
Floresans kanali hassasiyetini ayarlama Sekil 11
Calismayi baslatma Sekil 12

Tum spesifikasyonlar Rotor-Gene Q yazilim versiyonu 1.7.94, RotorGene
6000 yazilim versiyonlar 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 ve RotorGene 3000
yazihm versiyonu 6.0.23 ile iligkilidir. Rotor-Gene Aletlerini programlamak
ile ilgili ek bilgiyi alet kullanici el kitabinda bulabilirsiniz. Sekillerde bu
ayarlar kalin siyah cerceveyle gésterilmistir. Rotor-Gene Q Aletleri igin
sekiller dahil edilmistir. Rotor-Gene 3000 igin farkl degerler gerektiginde
bu farklar metin icinde tanimlanmugtir.
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6. Once “New Run Wizard” (Yeni Calisma Sihirbazi) diyalog kutusunu
acin (Sekil 5). “Locking Ring Attached” (Kilitleme Halkasi
Tutturulmus) kutusunu segin ve “Next” (Sonraki) kismina tiklayin.

New Run Wizard ol

Welcome to the Advanced Run Wizard!

X

— Rotor Type

36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |

Sekil 5. “New Run Wizard” diyalog kutusu.

7. PCR reaksiyon hacmi igin 50 secin ve “Next” kismina tiklayin (Sekil

28

6).

New Run Wizard

clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : lQiagen

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,

Notes :

[a1,42,43,..

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Skipwizard | << Back |

Sekil 6. Genel analiz parametrelerini kurma.
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8. Sonraki “New Run Wizard” diyalog kutusunda “Edit Profil” (Profil
Dizenle) dUgmesine tiklayin (Sekil 7) ve sicaklik profilini Sekil 7-
10'da gésterildigi gibi programlayin.

x|

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
H H’ H’ ‘ item for help. You

can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

AT

Edit Profile ...

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... |

Green  470nm  510nm L.l

Yelow  530nm  555nm

Orange  585nm  610nm Edit Gain... I

Red 625nm  B660nm

Crimson  680nm  710hp Remove I

Blue 365nm  460nm Reset D elaultsl

_Gain Optimisation... 3
SkipWizard | << Back |

Sekil 7. Profili dizenleme.

~ O

M Edit Profile x|

2 . 8 H | e
MNew  Open Saveds  Help

The run will take approximately 209 minute{s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

cycle below to modify it -
1 Insert after... I
HOId_ ¢ Insert before... I
Cycling

Removel

2 Hold Temperature:  5g Ideg
Hold Time : ilmilm

Sekil 8. RNA revers transkripsiyonu.
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M Edit Profile x|
7, 8 H @

New Open Save As Help
The run will take approzimately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after... |
Insert before... |
Remove l

Cycling

Hold Temperature: g5 ldeg. I

2 Hold Time : 1_5] m"nsLI e

-3
Sekil 9. Hot-start enziminin baslangi¢ aktivasyonu.
M Edit Profile B x|
7 . 8 W 9
New Open Save As Help

The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

gy

Hold Insert after... |
Hold 2
1 Inser |

t before...
Remove I
2 M «eoeats-

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step =] I B =
95 deg. for 30 secs
50 deg. B = 5
3 60 seconds / l
Acquiring to Cycling A 72 deg. for 30 secs :

on Green, Orange
[~ LongRange /
[~ Touchdown 50 deg. for 60 secs
h —

Sekil 10. cDNA amplifikasyonu. Rotor-Gene 3000 Uzerinde yazilimin floresans
boyalarini “FAM/Sybr, ROX” olarak tanimlayacagina dikkat edin.

|
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9. Floresans kanallari icin saptama araliginin PCR tiplerindeki
floresans siddetlerine gore belirlenmesi gerekir. “Auto-Gain
Optimisation Setup” (Otomatik Kazan¢ Optimizasyon Kurulumu)
diyalog kutusunu agmak icin “New Run Wizard” diyalog kutusunda
“Gain Optimisation” (Kazang¢ Optimizasyonu) kismina tiklayin
(bakiniz Sekil 7). Kalibrasyon sicakligini, amplifikasyon programinin
birlestirme sicakhigiyla eslestirmek icin 50 olarak ayarlayin (Sekil 11).

X

— Dptimisation :
) Auto-Gain Dptimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
N different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg |5U %'degrees. 1

Optimise All I UptimiseAcquiringl

I~ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
I” Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings :

[ R

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading_l Min Gain | Max Gain Edit... |
Green Al 5FI 10FI -10 10
Orange Al 5F 10FI -10 10 RBemove I

Remove All I

< | >

2 Manual... | Close I Help |

Sekil 11. Floresans kanali hassasiyetini ayarlama. Rotor-Gene 3000 Uzerinde
yazilimin floresans boyalarini “FAM/Sybr” ve “ROX” olarak tanimlayacagina dikkat edin.
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10. Kanal kalibrasyonu tarafindan belirlenen kazang degerleri otomatik
olarak kaydedilir ve programlama isleminin son meni penceresinde
liste halinde verilir (Sekil 12). “Start Run” (Calismayi Baslat) kismina
tiklayin.

New Run Wizard x|

Summary :
Setting I Value I
Green Gain 4
Orange Gain 8
Rotor 72-well Rotor
Sample Layout A1-A8,B1-B8, ...
Reaction Volume (in microliters] 50

T

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

SkipWizard |  <<Back |

Sekil 12. Calismayi baslatma. Rotor-Gene 3000 Uzerinde yazilimin floresans boyalarini
“FAM/Sybr” ve “ROX" olarak tanimlayacagina dikkat edin.

11.. Asagidaki sonuclar (11a, 11b ve 11¢c) momkindir.

Pozitif ve negatif PCR reaksiyonlari érnekleri Sekil 13 ve Sekil 14'te
verilmisgtir.

Tablo 9 kantitatif sonuglarin yorumlanmasi igin kilavuz ilkeleri
gobstermektedir.

11a.Cycling Green floresans kanalinda sinyal saptandi.
Analiz sonucu pozitiftir: 6rnek HIV-1 RNA icermektedir.

Bu durumda Cycling Orange kanalinda sinyal saptanmasi dikkate
alinmayabilir cinkt baslangicta yuksek HIV-1T RNA konsantrasyonlari
(Cycling Green kanalinda pozitif sinyal) Cycling Orange kanalinda dahili
kontrolUn azalmig veya eksik floresans sinyaline yol acabilir (rekabet).

® Rotor-Gene 3000 Uzerinde ilgili kanallarin pozitif sinyal icin
Cycling A.FAM ve dahili kontrol icin Cycling A.ROX olduguna dikkat edin.
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11b.Cycling Green floresans kanalinda sinyal saptanmadi. Ayni
zamanda Cycling Orange kanalinda dahili kontrolden bir sinyal
mevcut.
Bu 6rnekte HIV-1 RNA saptanamaz.Negatif kabul edilebilir.

Negatif HI Virus-1 RT-PCR durumunda dahili kontrolin saptanan sinyali RT-
PCR inhibisyonu olasiligini ortadan kaldirir.

® Rotor-Gene 3000 Uzerinde ilgili kanallarin dahili kontrol igin
Cycling A.ROX olduguna ve Cycling A.FAM icin sinyal bulunmamasi
olduguna dikkat edin.

11¢.Cycling Green veya Cycling Orange kanallarinda sinyal saptanmadi.
Bir sonuca varilamaz.

Hata kaynaklari ve ¢6zimU hakkinda bilgi “Sorun Giderme Kilavuzu”,
sayfa 35 icinde bulunabilir.

@ Rotor-Gene 3000 Uzerinde ilgili kanallarin Cycling A.FAM ve
Cycling A.ROX olduguna dikkat edin.

Norm. Fluoro.

04

03]

" QS1

0.5

0gs|

NTC

-0,05]

g o s kT s 20 25 20 a5 40 45 SCycle

Sekil 13. Floresans kanali Cycling Green iginde kantitasyon standartlarinin (HI
Virus-1 RG QS 1-4) saptanmasi. NTC: Sablon kontroli (negatif kontrol) yok.
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Norm. Fluoro.

04

QS 1-QS 4+NTC

03]
0,25]

02|

04

0,05]

Threshold

Y e

2] o 13 o Tis 20 s B30 35 Y40 Y45 5cCycle

Sekil 14. Floresans kanali Cycling Orange iginde dahili kontrol (IC) saptanmasi ve
ayni zamanda kantitasyon standartlarinin (HI Virus-1 RG QS 1-4)
amplifikasyonu. NTC: Sablon kontrolG (negatif kontrol) yok.

Tablo 9. Kantitatif sonuglarin yorumlanmasi

Sonucg Yorumlama

HIV RNA >72 IU/ml  Sonug belirlenen test araligi dahilindedir. HIV
RNA saptama olasiliyi >%95'ir. Pozitif test
sonucu istatistiksel olarak garanti edilmigtir.

HIV RNA <72 IU/ml  Sonug belirlenen test araliginin digindadir.
Pozitif sonucun tekrar Uretilebilirligi garanti

degildir.
HIV RNA negatif HIV RNA saptanmadi.

|
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu cikabilecek herhangi bir problemi ¢ézmekte faydal
olabilir. Daha fazla bilgi icin Teknik Destek Merkezimizde Sik Sorulan Sorular
sayfasina da bakiniz: www.giaogen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN Teknik
Servisindeki bilim insanlari bu el kitabindaki bilgi ve protokollerle ya da érnek
ve analiz teknolojileriyle ilgili herhangi bir sorunuzu cevaplandirmaktan daima
mutlu olacaktir (irtibat bilgileri icin arka kapaga bakiniz veya www.giagen.com
adresini ziyaret ediniz).

Aciklama ve oneriler

Floresans kanali Cycling Green veya Cycling A.FAM icinde pozitif
kontrollerle (HI Virus-1 RG QS 1-4) sinyal olmamasi

a) PCR veri analizi icin
secilen floresans kanali
protokole
uymamaktadir

@ Veri analizi agisindan analitik HI Virus-1
RT-PCR igin floresans kanali Cycling Green veya
Cycling A.FAM secin ve dahili kontrol RT-PCR i¢gin

floresans kanali Cycling Orange veya Cycling
A.ROX secin.

b) Rotor-Gene Aletinin
sicakhk profilinin hatali
programlanmasi

c) Hatal PCR
konfigirasyonu

® Sicaklik profilini protokolle kargilastirin.
Bakiniz “Protokol: PCR ve Veri Analizi”, sayfa 25.

@ Calisma adimlarinizi pipetleme semasi
yoluyla kontrol edin ve gerekirse PCR iglemini
tekrarlayin. Bakiniz “Protokol: PCR ve Veri
Analizi”, sayfa 25.

d) Bir veya birkag kit
bileseninin saklama
kosullar “Saklama”
(sayfa 7) icinde verilen
talimatla uyumlu

degildir.

tus HI Virus-1 RG RT-
¢) artus Hi Virus-1 RG @ Reaktiflerin saklama kosullari ve son
PCR Kitinin son

kullanma tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol
edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

@ Reaktiflerin saklama kogullari ve son
kullanma tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol
edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

kullonma tarihi
gecmistir
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Aciklama ve oneriler

Cycling Orange veya Cycling A.ROX floresans kanalinda dahili kontrol
sinyali zayif veya yok ve ayni anda Cycling Green veya Cycling A.FAM
kanalinda sinyal yok

a) PCR kosullari protokole

uymamaktadir ® PCR kosullarini kontrol edin (yukariya

bakiniz) ve gerekirse PCR'I dizeltilmis ayarlarla
tekrarlayin.
b) PCR inhibe olmustur a -

) ! vty ® Onerilen izolasyon yéntemini
kullandiginizdan emin olun ve Ureticinin
talimatini yakindan izleyin.

c) Ekstraksiyon sirasinda

RNA kaybolmugtur ® Dahili kontrol eger ekstraksiyona

eklendiyse dahili kontrol sinyalinin olmamasi
ekstraksiyon sirasinda RNA kaybina isaret
edebilir. Onerilen izolasyon yéntemini
(bakiniz“RNA izolasyonu”, sayfa 22)
kullandiginizdan emin olun ve Ureticinin
talimatini yakindan izleyin.

d) Bir veya birkag kit
bileseninin saklama
kosullar “Saklama”
(sayfa 7) icinde verilen
talimatla uyumlu

degildir.
tus HI Virus-1 RG RT-
°) SEESKifiniLriin ® Reaktiflerin saklama kosullari ve son
kullanma tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol
edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

® Reaktiflerin saklama kogullari ve son
kullanma tarihini (kit etiketine bakiniz) kontrol
edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

kullonma tarihi
gecmistir
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Aciklama ve oneriler

Analitik PCR'da floresans kanali Cycling Green veya Cycling A.FAM
icinde negatif kontrollG sinyaller

a) PCR hazirlama ® PCR!' replikatlarda yeni reakfiflerle

sirasinda
. tekrarlayin.
kontaminasyon
| 1- . . . .
olugmustur ® Mimkinse PCR tiplerini test edilecek

6rnegin eklenmesinden hemen sonra kapatin.

® Pozitif kontrolleri en son pipetlediginizden
emin olun.

® Calisma alani ve aletlerin dizenli
araliklarla dekontamine edildiginden emin olun.

b) Ekstraksiyon sirasinda
kontaminasyon
olugmasi

® Test edilecek 6rnegin ekstraksiyonu ve
PCR'ini yeni reaktifler kullanarak tekrarlayin.

® Calisma alani ve aletlerin dizenli
araliklarla dekontamine edildiginden emin olun.
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Referanslar

QIAGEN, QIAGEN urinlerini kullanan bilimsel yayinlarin biytk ve gincel bir
cevrim ici veri tabanini tutmaktadir. Kapsamli aragtirma secenekleri gereksinim
duydugunuz makaleleri basit bir anahtar kelime arama veya uygulama,
arasgtirma alani, basglik, vs. belirterek bulmanizi momkon kilar.

Eksiksiz bir referans listesi icin www.giagen.com/RefDB/search.asp adresindeki
cevrim ici QIAGEN Referans Veri Tabanini ziyaret edin veya QIAGEN Teknik

Servis ya da yerel distrib0térinozle irtibat kurun.

|
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Siparis Bilgisi

Urin icindekiler Kat. no.
artus HI Virus-1 RG RT- 24 reaksiyon igin: 2 Master, 4513263
PCR Kit (24) 4 Kantitasyon Standardi, Dahili Kontrol,

Su (PCR sinifi)
artus HI Virus-1 RG RT- 96 reaksiyon icin: 2 Master, 4513265
PCR Kit (96) 4 Kantitasyon Standardi, Dahili Kontrol,

Su (PCR sinifi)

QIAamp DSP Virus Kit — in vitro diagnostik amaclarla

insan plazmasindan viral nikleik asitlerin saflagtiriimasi

icin

QIlAamp DSP Virus Kit 50 iglem icin: QIAamp MinElute® 60704
Cevirme Kolonlari, Tamponlar,
Reaktifler, Topler, Sttun Uzaticilar ve
VacConnector'lar

Rotor-Gene Q MDx — klinik uygulamalarda in vitro
diagnostik olarak dogrulanmis gercek zamanli PCR analizi
icin
Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmiz, 9002023
5plex System kizil) gercek zamanli PCR dénguleyici,
dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;
parcalar ve iscilik icin T yillik garanti;
kurulum ve egitim

Rotor-Gene Q MDx 5 kanalli (yesil, sar, turuncu, kirmizi, 9002022
5plex Platform kizil) gercek zamanli PCR dénguleyici,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik igin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q MDx 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9002033
5plex HRM System kizil) artt HRM kanalli gercek zamanl

PCR dénguleyici ve YUksek

Co6z0n0rlokl Eritme analizéry, dizisto

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik igin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim
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Urin icindekiler Kat. no.
Rotor-Gene Q MDx 5 kanal (yesil, sar, turuncu, kirmizi, 9002032
5plex HRM Platform kizil) artt HRM kanalli gercek zamanl

PCR dénguleyici ve YUksek

G6zUnGrlukls Eritme analizéro, dizisto

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik igin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q MDx 6 kanalli (mavi, yesil, sar, turuncu, 9002043
6plex System kirmizi, kizil) gercek zamanl PCR aleti,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim
Rotor-Gene Q MDx 6 kanalli (mavi, yesil, sar, turuncu, 9002042
6plex Platform kirmizi, kizil) gercek zamanl PCR aleti,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q — gercek zamanli PCR'de olaganisti
performans icin
Rotor-Gene Q 5plex 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9001640
Sistemi kizil) gercek zamanli PCR dénguleyici,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim
Rotor-Gene Q 5plex 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9001570
Platform kizil) gercek zamanli PCR dénguleyici,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q 5plex 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, 9001650

HRM System

40

kizil) artt HRM kanalli gercek zamanl
PCR dénguleyici ve YUksek
Co6zunUrlokls Eritme analizéry, dizisto
bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;
parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti;
kurulum ve egitim
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Urin

icindekiler Kat. no.

Rotor-Gene Q 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q 6plex
System

Rotor-Gene Q 6plex
Platform

5 kanal (yesil, sar, turuncu, kirmizi, 9001580
kizil) artt HRM kanalli gercek zamanl

PCR dénguleyici ve YUksek

G6zUnGrluklo Eritme analizérd, dizisty

bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik igin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir

6 kanalli (mavi, yesil, sar, turuncu, 9001660
kirmizi, kizil) gercek zamanl PCR aleti,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti;

kurulum ve egitim

6 kanalli (mavi, yesil, sar, turuncu, 9001590
kirmizi, kizil) gercek zamanl PCR aleti,

dizUstU bilgisayar, yazilim, aksesuarlar;

parcalar ve iscilik icin T yillik garanti;

kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q aksesuarlari

Yikleme Blogu 72 x
0,1 ml Tup

Yikleme Blogu 96 x
0,2 ml Tup

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (250)

Strip Tubes and Caps,
0.1 ml (2500)

PCR Tubes, 0.2 ml
(1000)

PCR Tubes, 0.2 ml
(10000)

72 x 0,1 ml tuplerde tek kanalli pipetle 9018901
manuel reaksiyon kurulumu igin
altminyum blok

96 x 0,2 ml tip kullanilarak standart 8 9018905
x 12 diziyle manuel reaksiyon kurulumu
igin aliminyum blok

1000 reaksiyon icin 4 t0p ve kapakli 981103
250 strip

10.000 reaksiyon icin 4 tip ve kapakli 981106
10 x 250 strip

1000 reaksiyon icin 1000 ince duvarli 981005
top

1000 reaksiyon icin 10 x 1000 ince 981008
duvarli tip

Guncel lisanslama bilgisi ve Urine spesifik red beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti
el kitabi veya kullanici el kitabina bakiniz. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanici el
kitaplari www.giagen.com adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servis

veya yerel distribUtérinidzden istenebilir.
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir
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Bu Urindn satin alinmasi, sahin alanin insan in vitro diagnostigi icin diagnostik hizmetler yapilmasinda kullanmasina izin verir. Burada satin alma ile
bu spesifik kullanim hakki diginda herhangi bir tirde herhangi bir genel patent veya baska lisans verilmemektedir.

Ticari markalar: QIAGEN®, QIAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, ROX™ (Life
Technologies Corporation); SYBR® (Molecular Probes, Inc.).

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti ve QlAamp DSP Viris Kiti Avrupa in Vitro Diagnostik Direktifi 98/79/EC uyarinca CE isaretli diagnostik kitlerdir. Tom
Ulkelerde saglanmamaktadir.

Sinirh Lisans Sézlesmesi

Bu Gronin kullanilmasi artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kitini herhangi bir satin alanin veya kullanicisinin su sartlar kabul ettigini belirtir:

1

artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti sadece artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti El Kitabi uyarinca kullanilabilir ve sadece Kit icindeki bilegenlerle
kullanim igindir. QIAGEN, artus HI Virus-1 RG RT-PCR Kiti El Kitabinda ve www.giagen.com adresinde bulunan ek protokollerde tanimlananlar
diginda bu Kite dahil edilmemis herhangi bir bilesen ile Kitin icindeki bilesenleri kullanma veya birlestirme agisindan herhangi bir fikri mulkiyet
altinda bir lisans vermez.

Acik olarak belirtilen lisanslar disinda QIAGEN bu Kitin ve/veya kullaniminin/kullanimlarinin G¢inct taraflarin haklarini ihlal etmedigi
konusunda garanti vermez.

Bu kit ve bilegenleri tek kullanim icin lisanslanmugtir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
QIAGEN acik olarak belirtilenler diginda agik veya zimni herhangi bir bagka lisansi ézellikle reddeder.

Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim
atmamayi veya bagkasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans Sézlesmesinin yasaklarini herhangi bir mahkemede
yurorloge koyabilir ve Kit ve/veya bilesenleriyle iligkili herhangi bir fikri milkiyet hakki veya bu Sinirli Lisans Sézlesmesini yrirlige koymak igin
tum araghrma ve mahkeme masraflarini avukat masraflar dahil olmak Gzere geri alacaktir.

Guncellenmig lisans sartlari icin bakiniz www.giagen.com.

© 2015 QIAGEN, tom haklar sakhdir.
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