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Genel Bilgiler

Kit

Gecerli 6rnek materyali

On ug saflastirma

Ornek hacmi (fazla hacim dabhil)
Tabhlil Parametre Seti
Varsayilan Tahlil Kontrol Seti
Elisyon hacmi

Gereken yazilim versiyonu
Master karisim hacmi

Sablon hacmi

Reaksiyon sayisi

AS modiliinde galisma stresi

artus BK Virus QS-RGQ Kit, Versiyon 1
(kat.no. 4514363)

insan EDTA plazma

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit
(kat. no. 937055)

1200 pl
artus_BKV_plasmal000_V5
Cellfree1000_V7_DSP_artus_BKV
60 ul

Versiyon 4,0 veya ustu

10 pl

15 ul

6-24

6 reaksiyon icin: yaklasik 8 dakika
72 reaksiyon igin: yaklasik 35 dakika

QlAsymphony RGQ Uygulama Sayfasi artus BK Virus QS-RGQ Kit (6rnek tipi: plazma) 04/2019




Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler

Saflastirma kiti

e QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (kat. no. 937055)

QIAsymphony SP Adaptorleri

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

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

QIAsymphony SP icin Sarf Malzemesi

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

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

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

e Elution Microtubes CL (kat. no. 19588)

e Tip disposal bags (kat. no. 9013395)

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

QIAsymphony AS icin adaptdrler ve reaktif tutucular

e Reagent holder 1 QS (Cooling Adapter, Reagent Holder 1, Qsym, kat. no. 9018090)

® RG Strip Tubes 72 QS (Cooling Adapter, RG Strip Tubes 72, Qsym, kat. no. 9018092)
QIAsymphony AS icin Sarf Malzemesi

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

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

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

from PP (Sarstedt, kat. no. 60.558.001)
e Filter-Tips, 1500 pl (kat. no. 997024)
e Filter-Tips, 200 pl (kat. no. 990332)
e Filter-Tips, 50 ul (kat. no. 997120)
e Tip disposal bags (kat. no. 9013395)

QlAsymphony RGQ Uygulama Sayfasi artus BK Virus QS-RGQ Kit (6rnek tipi: plazma) 04/2019



Numune Kullanimi ve Saklama

Ornek toplama Kan 6rnegi
5-10 ml EDTA'll kan

8x genel kullanim karigimi — ajitasyon yok!

Heparinize insan drnekleri kullaniimamalidir.

Ornek saklama Ayirma: 20 dakika santrifiigasyon, 800—1600 x g,
topladiktan sonraki 24 saat icinde

izole edilmis plazmay: steril bir polipropilen tiipe aktarin
Tahlilin hassasiyeti eger drnekler rutin olarak
dondurulursa veya daha uzun bir siire saklanirsa
azalabilir.

Ornek tagima Kirilmaz nakil kabi
24 saat icinde sevkiyat

Sevkiyati patojenik materyal nakli icin yasal talimatla
birlikte gonderin”

Kan ornekleri soguk (2 - 8°C) olarak gonderilmelidir

Olumsuz etkileyen maddeler Heparin (210 IU/ml) PCR'i etkiler. Antikoagulan olarak
heparin iceren tiplerde toplanan érnekler veya
heparinize hastalardan ornekler kullaniimamalidir.

Ornek hazirlama Ornekler iginde veya (izerinde kopiik olugsmasini
engelleyin
Calismaya baglamadan 6nce Ornekler oda sicakligina
(15-25°C) dengelenmelidir.

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

Tasiyici RNA'nin hazirlanmasi ve drneklere dahili kontrolin eklenmesi

QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit'in artus QS-RGQ Kit ile kombinasyon halinde
kullaniimasi érnek hazirlama etkinligi ve asagdi dogru tahlili izlemek igin saflagtirma islemine
inaktive edilmis saglam dahili kontrol (BK Virus RG IC) eklenmesini gerektirir.

Dahili kontroller tasiyici RNA (CARRIER)-Buffer AVE (AVE) kansimiyla eklenmelidir ve dahili
kontroltasiyici RNA (CARRIER)-Buffer AVE (AVE) karisiminin toplam hacmi 120 pl olarak kalr.

Tablo, 1 ul elisyon hacmi basina 0,1 pl oraniyla izolasyona dahili kontrol eklenmesini temsil
etmektedir. Her galisma igin kullanimdan hemen o&nce taze karigimlarin hazirlanmasini

Oneriyoruz.

Alternatif olarak QIAsymphony Management Console'daki "IC Calculator" (IC Hesap Makinesi)
Araci da kullanilabilir.

Hacim (ul) Hacim (ul)

Bilesen (Sarstedt tupleri)* (Corning tupleri)t
Stok taslyici RNA (CARRIER) 5 5
Dahili kontrol* 9 9
Buffer AVE 106 106
Ornek basina son hacim

e . . 120 120
(61t hacim haric)
n ornek i¢in toplam hacim (n x 120) + 3608 (n x 120) + 600"

*

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

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

Dabhili kontrol miktari hesaplamasi baslangi¢ elisyon hacimlerini (90 pl) temel alir. Ek bosluk hacmi
kullanilan drnek tipu tipine baghdir.

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

5 ek drnege (yani 600 pl) karsilik gelen dahili kontrol karigimi gereklidir. 13,92 ml toplam hacimden daha
fazla doldurmayin (maksimum 111 érnege karsilik gelir). Bu hacimler Tubes 14 ml, 17 x 100 mm
polystyrene round-bottom (Corning Inc., kat. no. 352051; bu tiipun eski tedarik¢isi Becton Dickinson,
simdiki tedarikgisi ise Corning Inc.'dir) i¢in spesifiktir.

—+

+
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QIAsymphony SP kurulumu

"Waste" (Atik) gekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4
Atik torbasi tutucu

Sivi atik sisesi tutucu

Bos Unite kutular
Atk torbasi

Sivi atik sisesini bosaltin ve kurun

"Eluate" (ElUat) cekmecesi

ElGsyon askisi

Elisyon hacmi*

Elution Microtube Rack QS ve Transfer
¢ercevesinde Elution Microtubes CL

Yuva 1, sogutma pozisyonunu kullanin

Onceden segili eliisyon hacmi: 60 pl
Baslangi¢ eltisyon hacmi: 90 pl

* Protokol i¢in elisyon hacmi 6nceden segilir. Bu, son ellsyon tiiptinde minimum erigilebilir eliat hacmidir.
Ellsyon solisyonunun baslangi¢ hacmi gergek eltiat hacminin dnceden segili hacimle ayni olmasini

saglamak igin gereklidir.

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

RC Pozisyonu 1 ve 2

Ug aski tutucu konumlari 1-18

Unite kutusu tutucu pozisyonlari 1-4

48 drnege kadar 1 reaktif kartusu (Reagent
Cartridge, RC) veya 96 6rnege kadar 2 yeni
reaktif kartusu (RC) yukleyin

Yeterli sayida tek kullanimlik filtre ucu 200 ul ve
1500 ul askisi yikleyin (bkz. "1-4 6rnek grubu
icin gereken plastik malzeme", sayfa 7)

Ornek hazirlama kartuslari ve 8-Rod Covers
iceren Unite kutularini yikleyin (bkz. "1-4 6rnek
grubu icin gereken plastik malzeme", sayfa 7)
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"Sample" (Ornek) cekmecesi

Ornek tipi insan EDTA Plazma

Ornek hacmi (fazla hacim dahil) 1200 pl

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

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

1-4 drnek grubu icin gereken plastik malzeme

Bir grup, iki grup, Ug grup, Dort grup,
Bilegsen 24 drnek* 48 drnek* 72 6rnek* 96 drnek*
Disposable filter-tips, 28 52 76 100
200 plt*
Disposable filter-tips, 113 206 309 402
1500 plt*
Sample prep 21 42 54 72
cartridges®
8-Rod Covers' 3 6 9 12

*

Grup basina birden fazla dahili kontrol tlipu kullaniimasi ve birden fazla envanter taramasi yapiimasi ek
tek kullanimlik filtre uclari gerektirir.

Ug askisi basina 32 filtre ucu mevcuttur.

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

Unite kutusu basina 28 érnek hazirlama kartusu vardir.

Unite kutusu basina on iki 8-Rod Covers vardir.

- w o+ =+
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QIAsymphony AS kurulumu

Sarf Malzemeleri

Kurulum sirasinda her sarf malzemesi igin QIAsymphony AS modili {zerinde uygun
pozisyonlar aletin dokunmatik ekrani tzerinde belirtilir.

Adaptor/reaktif tutucuyla

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

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

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

*

Barkodlu bir sogutma adaptéri kullanilarak sodutulabilecek laboratuvar gereclerine isaret eder.

Master karigim bilesenleri, sistem tarafindan hazirlanan master karisim, tahlil standartlari ve tahlil
kontrolleri igin.

Alternatif olarak "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Malzemeler”, sayfa 3 iginde tanimlanan Sarstedt
tupleri kullanilabilir.

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

—+

+
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Adaptorler ve reaktif tutucular

Aski/reaktif tutucu Ad Gereken say!"
Reaktif tutucular Reagent holder 1 QS 1
Ornek askilari RG Strip Tubes 72 QS 1

T 72 reaksiyonlu bir tahlil calismasi igin hesaplanmistir.

Filtre uclari

Ug lotlari 1, 2 ve 3 ile baslayarak "Eluate and Reagents" (Eluat ve Reaktifler) cekmecesine ug
askilarini yikleyin ve sonra ug askilarini "Assays" (Tahliller) cekmecesinde ug¢ yuvalari 7, 8 ve
9'a yukleyin.

Dokunmatik 24 reaksiyon igin 72 reaksiyon igin
Sarf Malzemesi ekrandaisim minimum sayi minimum sayi
Filter-Tips, 1500 pl (1024) 1500 pl 3 4
Filter-Tips, 200 pl (1024) 200 pl 5 5
Filter-Tips, 50 ul (1024) 50 pl 25 73
Tip Disposal Bags - 1 1
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Rotor-Gene Q Uzerinde PCR*

Lutfen protokol ayrintilari i¢in yazilima spesifik protokol sayfasi Settings to run artus QS-RGQ
Kits belgesine www.giagen.com/products/artusbkviruspcrkitce.aspx adresinden bagvurun.

artus BK Virus QS-RGQ Kit i¢in spesifik ayarlar

Rotor-Gene® Q yazilimi 2.1 veya (st ile spesifik ayarlar asagida gosterilmistir.

Reaction Volume 50

(Reaksiyon Hacmi) (ul) Fiziksel reaksiyon hacmi 25 pl olsa bile
Rotor-Gene Q yazilimi iginde reaksiyon
hacmi olarak 50 segtiginizden emin olun.

Hold Tutma Sicakligi: 95 derece
(Tutma) Tutma Suresi: 10 dakika
Cycling 45 kez

(Doéngl) 15 saniye i¢in 95 derece

30 saniye i¢in 65 derece (Green, Orange
Tarama ve 10 dongu igin inig islevini
etkinlestirme)"

20 saniye i¢in 72 derece

Auto-Gain Optimisation Setup 65 derece (Ornekler: Green; IC: Orange)

(Otomatik Kazang¢ Optimizasyonu
Kurulumu)

Sonuglarin yorumlanmasi

Bu bdlum Rotor-Gene Q sonuglarinin yorumlanmasini tanimlar. Ayrica tam bir érnekten sonuca
is akisi analizi igin QIAsymphony SP/AS sonug dosyalarindaki érnek durumu bilgisini gézden
gecirin. Sadece gegcerli durumu olan 6rnekler kullanilacaktir.

artus BK Virus QS-RGQ Kit, Rotor-Gene Q yazilimi 2.1 veya Ustu ile manuel analiz kullanilarak
Rotor-Gene Q lizerinde galistirilabilir. Asagidaki bolimler Rotor-Gene Q yazilimi 2.1 veya Ustu
kullanilarak sonugclarin yorumlanmasini tanimlar.

* Varsa, Ocak 2010 veya daha sonra tretiimis Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi. Uretim tarihi bilgisi, cihazin
arkasindaki seri numarasindan edinilebilir. Seri numarasi, "aa" ibaresinin basamak olarak iretim ayin,
"yy" ibaresinin Uretim yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz tamimlayiciyr gésterdigi
"aayynnn" bicimindedir.
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Sinyal saptama ve sonuglar

Cycling Green
kanalinda sinyal

Cycling Orange
kanalinda sinyal

Kantitatif
sonug
(kopya/ml)

Yorum

Evet

Evet

Evet

Evet

Hayir

Hayir

Evet

Evet

Evet/Hayir*

Evet/Hayir*

Evet

Hayir

<26,7

226,7 ve <50

250 ve
<9,3x 107

>9,3 x 107

Gecerli sonug: BK virtisi DNA'si
saptandi, <560 kopya/ml.

Kantitasyon mimkin degil ¢linku
kantitatif sonug saptama limitinin
altinda. Pozitif sonucun tekrar
uretilebilirligi garanti edilmez.

Gegerli sonug: BK virlisii DNA'sI
saptandi, <50 kopya/ml.

Kantitasyon miimkiin degil ¢linki
kantitatif sonuc tahlilin lineer
araliginin altinda.

Gegerli sonug: Hesaplanan
konsantrasyonda BK virlisii DNA'sI
saptandi.

Kantitatif sonug tahlilin lineer aralig
dahilinde.

Gegerli sonug: BK virlisii DNA's|
saptandi, >9,3 x 107 kopya/ml.

Kantitasyon miimkiin degil ¢linku
kantitatif sonug tahlilin lineer
araliginin Gzerinde.t

Gegerli sonug: BK virlisi DNA's|
saptanamaz.*

Gecersiz sonug: Bir sonuca
varilamaz.$

*

Bu durumda Cycling Orange kanalinda bir sinyalin saptanmasi kullaniimayabilir clinku yuksek baslangig
BK virlisti DNA konsantrasyonlari (Cycling Green kanalinda pozitif sinyal) Cycling Orange kanalinda dahili

kontrol floresan sinyalinin azalmis olmasi veya olmamasina neden olabilir (rekabet).

—+

ornekten kantitatif sonucu dilisyon faktérayle garpin.

+

Kantitasyon isteniyorsa 6rnegi BK virlisi icermeyen plazmayla seyreltin ve tekrar igleyin. Tekrar islenmis

Negatif bir 6rnegin dahili kontroli igin Ct de@eri ¢alismada sablonsuz kontrolun dahili kontroli igin C+

degerinden 3 dénguden daha yiiksekse (Cric 6mek — Cr ic ntc >3), 6rnek gegersiz olarak muamele
go6rmelidir. Bir sonuca varilamaz.

w

Kilavuzu” kisminda bulunabilir.

Hata kaynaklari ve ¢ézumleriyle ilgili bilgi artus BK Virus QS-RGQ Kit Handbook igcinde “Sorun Giderme
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PCR analizi i¢in esik kurulumu

Verilen bir Rotor-Gene Q aleti ve artus QS-RGQ Kit kombinasyonu igin optimum esik ayarlari
her ayri kombinasyon test edilerek deneme yoluyla ayarlanmalidir ¢linkii genel diagnostik is
akigina bagl relatif bir degerdir. ik PCR c¢alismasinin analizi igin esik 0,04 6n degeriyle
ayarlanabilir ancak bu deger is akiginda sonraki ¢alismalarin karsilagtirmal bir analiziyle daha
ileri ayarlanmalidir. Esik manuel olarak negatif kontrollerin ve negatif érneklerin arka plan
sinyalinin hemen Uzerinde ayarlanmalidir. Bu deneylerden hesaplanan ortalama esik degeri
muhtemelen gelecekteki c¢alismalarin ¢ogunluguyla calisacaktir 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 ti¢ rakam olacak sekilde yuvarlanmalidir.

Kantitasyon

artus BK Virus QS-RGQ Kit'teki kantitasyon standartlari (BK Virus QS 1-4) daha o6nce
saflastiriimis drneklerle ayni sekilde muamele edilir ve ayni hacim kullanilir (15 pl). Rotor-Gene
Q aletleri Uizerinde standart bir egri olusturmak icin 4 kantitasyon standardinin hepsi kullaniimal
ve Rotor-Gene Q aleti tizerinde belirtilen konsantrasyonlarla standartlar olarak Edit Samples
(Ornekleri Diizenle) diyalog kutusunda tanimlanmalidir (bkz. alet kullanim kilavuzu).

Not: Kantitasyon standartlari eliiattaki kopya/pl olarak tanimlanir. Asagidaki denklemin standart
egri kullanilarak belirlenen degerlerin kopya/ml 6érnek materyal olarak donuistirilmesi icin
uygulanmasi gerekir.

ElGatta sonug (kopya/ul) x Baslangi¢ Eliisyon
Ornek materyalinde Hacmi (90 plj*

sonug (kopya/ml)
Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak baslangic érnek hacmi yukaridaki denkleme giriimelidir. Ornek hacmi niikleik asit
ekstraksiyonu  Oncesinde degistirildiginde bunun dikkate alinmasi gerekir (6rn. hacmin
santrifligasyonla azaltiimasi veya izolasyon igin gerekli hacme ekleme yapilarak hacmin arttiriimasi).

* Hesaplama baslangic elisyon hacimlerini (90 pl) temel alir.
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Pozitif ve negatif PCR reaksiyonlari érnekleri

Norm. Flore.

Qs1

N T NTC

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dpngil

Cycling Green floresan kanalinda miktar tayini standartlarinin (BK Virus QS 1-4) tespiti.
NTC: Sablon kontroll yok (negatif kontrol).

QS 1-4 + NTC v

Norm. Flore.

Esik

5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dongii

Kantitasyon standartlarinin (BK Virus QS 1-4) es zamanh amplifikasyonu ile dahili
kontroliin (Internal Control, IC) floresans kanali Cycling Orange iginde saptanmasi. NTC:
Sablon kontroli yok (negatif kontrol).
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Belge revizyon gecmisi

R2, Nisan 2019 216 tahlil kurulumuna iliskin dipnot kaldiridi. QIAsymphony
protokolleri yeni versiyonlariyla degistirildi. Maksimum 72 reaksiyon
kurulumu icin gereken malzemeler guncellendi. QMC "IC Calculator"
(IC Hesap Makinesi) aracinin kullanimina dair bilgi eklendi. Corning
laboratuvar malzemesinin ismi degistirildi (daha &énce Becton
Dickinson'dl). Spesifik Rotor-Gene Q ¢alisma ayarlari eklendi
(hacim, inig iglevini kullanma, edinimler). Sonuglarin yorumlanmasina
"patojen pozitif ve IC negatif" vakasi da dahil olacak sekilde bilgi
eklendi. Rotor-Gene AssayManager® kullanimina iligkin talimatlar
kaldirildi; RT-PCR ifadesi agiklik agisindan PCR olarak degistirildi;
Kantitasyon hesaplamasinda eltat ve Ornek konsantrasyonu
arasindaki farkin agiklanmasi

Giuncel lisanslama bilgisi ve Uriine spesifik red beyanlari icin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlar www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribiitériinlizden istenebilir.

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

(Sarstedt AG and Co.). Bu belgede gecen kayitli isimler, ticari markalar, vb. agikga bu sekilde belirtimemis olsa bile yasalar tarafindan korunmaktadir.
04/2019 HB-0399-S01-002 © 2012-2019 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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