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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN her biyolojik 6rnegin iceriginin saptanmasi ve izolasyonunu
mumkun kilacak sekilde yenilik¢i 6rnek ve test teknolojilerinin 6nde gelen
saglayicisidir. Gelismis ve yiksek kalitede Urunlerimiz ve hizmetlerimiz
ornekten sonuca kadar basariy1 garanti eder.

QIAGEN sunlarda standartlari belirler:

B DNA, RNA ve protein saflastirma

B Ndukleik asit ve protein testleri

B microRNA arastirmalari ve RNAI

B Test ve drnek teknolojilerinin otomasyonu

Misyonumuz olaganustu basarilar elde etmenizi ve yeni buluslar yapmanizi
saglamaktir. Daha fazla bilgi icin www.giagen.com adresini ziyaret ediniz.
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artus Parvo B19 RG PCR Kit

Rotor-Gene Q aletiyle kullaniimak tzere.

1. lgerikler
Etiketleme Kat. no. 45_04263
ve igerikler 24 reaksiyon

Parvo B19 RG/TM Master 2x12rxns

Parvo B19 RG/TM QS 17 1 x 10° IU/ul 1x200 pl

Parvo B19 RG/TM QS 2° 1 x 10 IU/ul 1x200 pl

Parvo B19 RG/TM QS 37 1 x 10° IU/ul 1x200 pl

Parvo B19 RG/TM QS 47 1 x 10 IU/ul 1x200 pl

Parvo B19 RG/TM QS 5° 1 x 10" [U/ul 1x 200 pl

Parvo B19 RG/TM IC® 1x 1000 pl

Beyaz Su (PCR sinifi) 1% 1000 pl

QS = Quantitation Standard (Kantitasyon Standardi)
IC = Internal Control (Dahili Kontrol)

2. Saklama

artus Parvo B19 RG PCR Kit bilesenleri —15°C ila —30°C'de saklanmalidir ve
etikette belirtilen son kullanma tarihine kadar stabildir. Tekrarlanan ¢ézme ve
dondurmadan (>2 x) kaginilmalidir ¢linkii hassasiyeti azaltabilir. Reaktifler
sadece arada kullanilacaksa alikotlar halinde dondurulmalari gerekir. +4°C'de

saklama bes saatlik bir dénemi gegmemelidir.
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3. Ek Gerekli Materyaller ve Cihazlar

* Tek kullanimlik pudrasiz eldivenler

» DNA izolasyon kiti (bkz. boliim 9.1 DNA izolasyonu)

* Pipetler (ayarlanabilir)

¢ Filtreli steril pipet uglari

* Vorteks karistirici

* 2 ml reaksiyon tupleri igin rotorlu masaisti santriftji

* Rotor-Gene Q aleti, yazihm versiyonu 2.3 veya Ustl ile

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, 72 kuyulu rotor ile kullanim igin (kat.
no. 981103 veya 981106)

e Sogutma blogu (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, kat. no. 9018901)

4. Genel Onlemler

Kullanici sunlara daima dikkat etmelidir:

* Filtreli steril pipet uclari kullanin.

e Pozitif materyalleri (numuneler, kontroller ve amplikonlar) tim diger
reaktiflerden ayri saklayin ve ekstrakte edin ve bunlari reaksiyon
karisimina konumsal agidan ayriimis bir yerde ekleyin.

e Bir tahlile baslamadan 6nce tim bilesenleri oda sicaklijinda iyice
¢ozln.

e Co6zunduguinde, bilesenleri karistirin ve kisa sire santrifije edin.

e Buz lizerinde veya Sogutma Blogunda hizli ¢alisin (72 kuyulu yUkleme

blogu).

5. Kullanim Amaci

artus Parvo B19 RG PCR Kit, insan serumunda veya EDTA plazmada
parvoviris B19 DNA'sinin saptanmasi ve kantifikasyonu igin in vitro bir niikleik
asit amplifikasyon testidir. Kit, gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonundan
(polymerase chain reaction, PCR) yararlanir ve QlAamp UltraSens Virus Kit,

QlAamp DNA Mini Kit ve Rotor-Gene Q cihazi ile kullanim igin yapilandiriimistir.
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Kitin parvoviriis B19 enfeksiyonu igin bir kan/kan {rlinl tarama testi olarak
kullanilmasi amaglanmamistir. artus Parvo B19 RG PCR Kit saglik uzmanlarinin

in vitro diagnostik kullanimina yéneliktir.

6. Patojen Bilgisi

Parvoviriis B19 enfeksiyonlarinin ¢cogu klinik olarak asemptomatiktir. Parvovirls
B19 ile akut bir enfeksiyonun belirtileri nezleye benzer ama ayni zamanda
rubellaninkilere (kizamikgik) ve Ozellikle yetiskinlerde romatizmaninkilere
benzeyebilir. Parvoviris B19 hemolitik anemili hastalarda aplastik krizin temel
bir nedenidir. Ozellikle ikinci ve Ugiincii trimesterlerde maternal enfeksiyonlar

sonrasinda olmak Uzere siddetli fetal komplikasyonlar bazen goézlenir.

7. Gergek Zamanh PCR Prensibi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile patojen diagnozu patojen genomunun
spesifik bolgelerinin amplifikasyonunu temel alir. Gergcek zamanli PCR ile
amplifiye edilen Urin floresan boyalar yoluyla saptanir. Bunlar genellikle
amplifiye edilmis Urline spesifik olarak baglanan oligonikleotid problariyla
baglantiidir. PCR calismasi sirasinda (yani, gergek zamanl olarak) floresans
siddetlerinin izlenmesi PCR calismasi sonrasinda reaksiyon tlplerinin tekrar
acllmasina gerek kalmadan biriken Uriinin saptanmasi ve kantitasyonunu
mumkin kilar (Mackay, 2004).

8. Uriin Tanimi

artus Parvo B19 RG PCR Kit Rotor-Gene Q aleti iginde polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) kullanilarak parvoviriis B19 DNA saptanmasi igin kullanima
hazir bir sistem olusturur. Parvo B19 RG/TM Master, B19 genomunda 76 bp bir
bdlgenin spesifik amplifikasyonu ve Rotor-Gene Q cihazinin Cycling A.Green (A
Donglsi.Yesil) kanalinda spesifik amplikonun dogrudan saptanmasi igin
reaktifleri ve enzimleri icerir. Ayrica artus Parvo B19 RG PCR Kit olasi PCR
inhibisyonunu tanimlamak igin ikinci bir heterolog amplifikasyon sistemi igerir.

Bu durum, Cycling A.Yellow (A Doéngisu.Sari) floresans kanalinda bir Dabhili
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Kontrol (Internal Control, IC) olarak saptanir. Analitik parvoviriis B19 PCR
saptama limiti (bkz. bolim 12.1 Analitik Hassasiyet) azalmaz. Harici pozitif
kontroller (Parvo B19 RG/TM QS 1 - 5) saglanir ve bunlar patojen yukinin

belirlenmesini saglar. Daha fazla bilgi icin bkz. boliim 9.3 Kantitasyon.

9. Protokol
9.1 DNA izolasyonu

Cesitli Ureticiler DNA izolasyonu kitleri sunarlar. DNA izolasyonu islemi igin
ornek miktarlari kullanilan protokole baglidir. Litfen DNA izolasyonunu ureticinin

talimatina gore yapin. Su izolasyon kitleri 6nerilir:

Ornek Niikleik Asit Katalog

Materyali izolasyon Kiti Numarasi Uretici Tasiyici RNA
QIAamp® UltraSens® ]
K 53 704 QIAGEN dahil
Serum, Virus Kit (50)
plazma
QlAamp DNA o
Mini Kit (50) 51304 QIAGEN dahil degi

* Ekstraksiyon etkinligi ve sonugta DNA/RNA verimi agisindan tasiyici RNA
kullanilmasi ¢ok 6nemlidir. Segilen izolasyon kiti tasiyici RNA icermezse
litfen hicresiz vicut sivilari ve  DNA/RNA igerigi dislik materyalden
(6rn. BOS) nukleik asitlerin  ekstraksiyonu icin tasiyicinin  (RNA-
Homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, Kat. No. 27-4110-01)
kuvvetle 6nerildigine dikkat edin. Lutfen bu durumlarda su sekilde devam
edin:

a) Liyofilize tasiyici RNA'y1 ekstraksiyon kitinin eliisyon tamponunu (6rn.
QlAamp DNA Mini Kit'ten Buffer AE) (lizis tamponu kullanmayin)
kullanarak  tekrar  slspansiyon haline getirin  ve 1 pg/pl
konsantrasyonuyla bir dilisyon hazirlayin. Bu tasiyict RNA'yi
gereksinimleriniz igin yeterli alikot sayisina béliin ve —15°C ila —30°C'de
saklayin. Tasiyict RNA alikotunun tekrarlanan ¢dziinmesinden (>2 x)

kaginin.
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b) 100 pl lizis tamponu basina 1ug tasiyict RNA kullanin. Ornegin
ekstraksiyon protokolli 200 pl lizis tamponu Oneriyorsa, litfen lizis
tamponu igine dogrudan 2 pl tasiyici RNA (1 pg/ul) ekleyin. Her
ekstraksiyona baslamadan 6nce lizis tamponu ve tasiyict RNA'nin (ve
gegerliyse Dahili Kontroliin, bkz. boliim 9.2 Dahili Kontrol) bir karisimi

su pipetleme semasina gore taze olarak hazirlanmahdir:

Orneklerin sayisi ‘ 1 12

Lizis tamponu orn., 200 pl orn., 2400 pl
Tastyict RNA (1 pg/pl) 2l 24 pl
Toplam Hacim 202 ul 2424 pl
Ekstraksiyon basina hacim 200 pl her biri 200 pl

c) Lutfen taze hazirlanmis lizis tamponu ve tasiyici RNA karigimini hemen
ekstraksiyon igin kullanin. Karigimin saklanmasi mumkin degildir.

* Ekstraksiyon etkinligi ve sonugta DNA/RNA verimi agisindan tasiyici RNA
kullaniimasi ¢gok énemlidir. QlAamp UltraSens Virus Kit ile saglanan tasiyici
RNA'nin stabilitesini arttirmak acgisindan ekstraksiyon kiti icin kullanim
kilavuzundan sapan su iglemi 6neririz:

a. Liyofilize tasiyict RNA'y1 ekstraksiyon kitinin ilk kullanimindan énce kitle

saglanan elisyon tamponunun 310 pl'sinde tekrar siispansiyon haline
getirin (son konsantrasyon 1 ug/ul, lizis tamponu kullanmayin). Bu
tastyict RNA'y1 gereksinimleriniz igin yeterli alikot sayisina bélin ve -15
ila  -30°C'de saklayin. Tasiyict RNA alikotunun tekrarlanan
¢6ziinmesinden (>2 x) kaginin.

b. Her ekstraksiyona baglamadan 6nce lizis tamponu ve tasiyici RNA'nin
(ve gegerliyse Dahili Kontroliin, bkz boélim 9.2 Dahili Kontrol) bir

karigimi su pipetleme semasina goére taze olarak hazirlanmalidir:
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Orneklerin sayisi 1 12

Lizis tamponu AC 800 pl 9600 pl
Taslyict RNA (1 pg/pl) 5,6 pl 67,2 pl
Toplam Hacim 805,6 pl 9667,2 pl
Ekstraksiyon bagina hacim 800 pl her biri 800 pl

c. Lutfen taze hazirlanmisg lizis tamponu ve tasiyici RNA karisimini hemen
ekstraksiyon igin kullanin. Karisimin saklanmasi mimkun degildir.

* artus Parvo B19 RG PCR Kit'ten en yiiksek hassasiyeti elde etmek igin
DNA'nin 50 pl elisyon tamponunda elisyonunun yapilmasini éneriyoruz.

* QlAamp UltraSens Virus Kit 6rnek konsantrasyonunu muimkin kilar.
Serum veya plazma diginda 6rnek materyali kullaniyorsaniz, litfen drnege
en az %50 (h/h) negatif insan plazmasi ekleyin.

* Etanol iceren yikama tamponlariyla izolasyon protokolleri kullanirken litfen
elisyonda o6nce kalan herhangi bir etanoli gidermek icin ek bir
santrifigasyon adimi (U¢ dakika, 13.000 devir/dk) kullanin. Bu islem olasi
PCR inhibisyonunu &nler.

e artusParvo B19 RG PCR Kit, fenol bazl izolasyon yontemleriyle

kullaniimamalidir.

Onemli: artus Parvo B19 RG PCR Kit Dahili Kontrolii dogrudan izolasyon
isleminde kullanilabilir (bkz. béliim 9.2 Dahili Kontrol).

9.2 Dahili Kontrol

Bir Dabhili Kontrol (Parvo B19 RG/TM IC) saglanmistir. Bu durum kullanicinin
hem DNA izolasyon prosediiriinii kontrol etmesine hem de olasi PCR
inhibisyonunu kontrol etmesine izin verir (bkz. Sekil 1). Bu uygulama igin
Dahili Kontrolii 1 pl eliisyon hacmi basina 0,1 pl oraninda izolasyona ekleyin.
Ornegin QlAamp UltraSens Virus Kit'i kullanirken, DNA eliisyonu 50 pl Buffer
AVE iginde yapilir. Bu nedenle baslangigta 5 pl Dahili Kontrol eklenmelidir.
Dahili Kontrol miktari sadece ellisyon hacmine baglidir. Dahili Kontrol ve tasiyici
RNA (bkz. béliim 9.1 DNA izolasyonu) sadece
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¢ lizis tamponu ve 6rnek materyalinin karigimina veya

¢ dogrudan lizis tamponuna eklenmelidir.

Dabhili Kontrol érnek materyaline dogrudan eklenmemelidir. Lizis tamponuna
eklenirse Dahili Kontrol ve lizis tamponu/tasiyici RNA karigiminin taze olarak
hazirlanip hemen kullanilmasi gerektigine litfen dikkat edin (karisimin oda
sicakhgr veya buzdolabinda sadece birka¢ saatligine bile saklanmasi Dahili
Kontrol basarisizliyi ve azalmis ekstraksiyon etkinligine yol agabilir). Litfen

Dahili Kontrol ve tagiyici RNA'y1 dogrudan 6rnek materyaline eklemeyin.

Dahili Kontrol istege bagli olarak sadece olasi PCR inhibisyonunu kontrol
etmek i¢in kullanilabilir (bkz. Sekil. 2). Bu uygulama igin reaksiyon basina 2 pl
Dahili Kontrolii dogrudan 30 pl Parvo B19 RG/TM Master kismina ekleyin. Her
PCR reaksiyonu icin yukarida* tanimlandigi sekilde olusturulan 30 pl Master
Karigimi kullanin ve saflastiriimis érnekten 20 pl ekleyin. Birkag 6rnek igin bir
PCR calismasi hazirliyorsaniz lutfen Parvo B19 RG/TM Master ve Dahili Kontrol

hacmini 6rneklerin sayisina gore arttirin (bkz. béliim 9.4 PCR'Iin hazirlanmasi).

9.3 Kantitasyon

Saglanan Kantitasyon Standartlari (Parvo B19 RG/TM QS 1—-5) daha Once
saflastirimis orneklerle ayni sekilde muamele edilir ve ayni hacim kullanilir
(20 pl). Rotor-Gene Q cihazi Uzerinde standart bir egri olusturmak igin bes
Kantitasyon Standardinin hepsi kullanilmali ve Edit Samples (Ornekleri
Diizenle) meni penceresinde belirtilen konsantrasyonlarla standartlar olarak
tanimlanmalidir (bkz. Rotor-Gene Q Kullanim Kilavuzu). Yukarida anlatildigi gibi
olusturulan standart egri mevcut calismada verilen bir konsantrasyondan en az
bir standardin kullaniimasi sartiyla daha sonraki ¢aligmalar i¢in de kullanilabilir.
Bu amagla daha 6nce olusturulan standart egrinin ige aktarilmasi gerekir (bkz.
Rotor-Gene Q Kullanim Kilavuzu). Ancak bu kantitasyon yontemi farkli PCR

galismalar arasindaki degiskenlik nedeniyle sonuglarda sapmalara yol agabilir.

* Dabhili Kontrolii eklemenin neden oldugu hacim artisi, PCR tahlili hazirlanirken dikkate
alinmaz. Saptama sisteminin hassasiyeti etkilenmez.
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Dikkat: Kantitasyon Standartlari 1U/ul olarak tanimlanir. Asagidaki denklemin
standart egri kullanilarak belirlenen degerleri 6rnek materyalinden [U/ml

degerine donlstirmek igin uygulanmasi gerekir:

. ElGatta sonug (1U/ul) x Eltisyon
Ornek materyalinde _ Hacmi (ul)

sonug (IU/ml)

Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak yukaridaki denkleme baslangic 6rnek hacminin giriimesi
gerektigine dikkat edin. Ornek hacmi niikleik asit ekstraksiyonu &ncesinde
degistirildiginde bunun dikkate alinmasi gerekir (6rn. hacmin santrifligasyonla
azaltimas! veya izolasyon igin gerekli hacme ekleme yapilarak hacmin

arttirlmasi).

9.4 PCR'In hazirlanmasi

Sogutma Blogunun (Rotor-Gene Q cihazinin aksesuarl) énceden +4°C'ye
sogutuldugundan emin olun. Sodutma Blogu igine istenen sayida PCR tipini
yerlestirin. Lutfen her PCR calismasinda en az bir Kantitasyon Standardi ve
ayrica bir negatif kontrol (Su, PCR sinifi) dahil edildiginden emin olun. Standart
bir egri olusturmak igin her PCR calismasi igin sadlanan tiim Kantitasyon
Standartlarini (Parvo B19 RG/TM QS 1 — 5) kullanin. Her kullanimdan énce tim
reaktiflerin tamamen ¢6zlinmesi, karistirlmasi (tekrarlanan yukari ve asagi

pipetleme veya hizli vorteksleme ile) ve kisa siire santrifiije edilmesi gerekir.

DNA izolasyon islemini izlemek ve olasi PCR inhibisyonu agisindan
kontrol etmek Uzere Dahili Kontrol kullanmak istiyorsaniz izolasyona zaten
eklenmistir (bkz. boliim 9.2 Dahili Kontrol). Bu durumda lutfen su pipetleme

semasini kullanin (sematik bir genel bakis igin bkz. Sekil 1):
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Orneklerin sayisi 1 ‘ 12 ‘

1. Master Parvo B19 RG/TM Master 30 ul 360 pl
Karigim Parvo B19 RG/TM IC ol opl
Hazirlama Toplam hacim 30pl 360 pl
2. PCR tahlilini Master Karigim 30 pl her birinden 30 pl
Ornek 20 pl her birinden 20 ul
hazirlama
Toplam Hacim 50 pl her birinden 50 pl

Dahili Kontrolii sadece PCR inhibisyonunu kontrol etmek igin kullanmak
istiyorsaniz dogrudan Parvo B19 RG/TM Master kismina eklenmelidir. Bu

durumda lutfen su pipetleme semasini kullanin (sematik bir genel bakis igin bkz.

Sekil. 2):
Orneklerin sayisi 1 ‘ 12
1. Master Parvo B19 RG/TM Master 30 ul 360 pl
Karigim Parvo B19 RG/TM IC 2l 24 pl
Hazirlama Toplam Hacim 32 pl* 384 pl
2. PCR tahlilini lYIaster Karisim 30 pl her birinden 30 pl
Ornek 20 pl her birinden 20 pl
hazirlama
Toplam Hacim 50 pl her birinden 50 pl

Her PCR tipline Master Karigimdan 30 pl pipetleyin. Sonra her tlipe ellsyon
yapilmis 6rnek DNA'sindan 20 pl ekleyin ve birkag kez yukar ve asagi
pipetleyerek iyice karistirin. Buna karsilik olarak Kantitasyon Standartlarinin
(Parvo B19 RG/TM QS 1 — 5) en az birinden 20 pl pozitif kontrol olarak ve 20 pl
su (Su, PCR sinifi) negatif kontrol olarak kullaniimalidir. PCR tuplerini kapatin.
Lutfen Kilitteme Halkasinin (Rotor-Gene Q cihazinin aksesuar) tiplerin calisma
sirasinda yanlislikla agilmasini 6nlemek uzere rotorun Ustline yerlestirildiginden

emin olun.

* Dabhili Kontrolii eklemenin neden oldugu hacim artisi, PCR tahlili hazirlanirken dikkate
alinmaz. Saptama sisteminin hassasiyeti etkilenmez.
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Saflagtirma iglemine Dahili Kontrol Eklenmesi

Sekil 1: Hem saflastirma islemi hem PCR inhibisyonu kontroli igin
sematik is akisl.

*Litfen  solisyonlarin  tamamen  ¢ozindigiinden, iyice
karistirildigindan ve kisa siire santrifiije edildiginden emin olun.
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artus Master kismina Dahili Kontrol eklenmesi

Sekil. 2: PCR inhibisyonunun kontroli igin sematik is akisi.

*Litfen solusyonlarin  tamamen  ¢6zindugunden, iyice
kanistirildigindan ve kisa stre santrifiije edildiginden emin olun.

artus Parvo B19 RG PCR Kit El Kitabi 06/2018 15



9.5 Rotor-Gene Q cihazinin programlanmasi

Parvo B19 DNA saptamak icin Rotor-Gene Q cihaziniz tzerinde asagidaki bes
adima gore bir sicaklik profili olusturun (bkz. Sekil. 4 - 7).

A.  Genel Tahlil Parametrelerini Ayarlama Sekil. 4
B. Hot Start Enziminin Baslangi¢ Aktivasyonu Sekil. 5
C. DNA Amplifikasyonu Sekil. 6
D. Floresans Kanali Hassasiyetini Ayarlama Sekil. 7
E. Rotor-Gene Q cihazinda Galismanin baslatiimasi Sekil. 8

Tum spesifikasyonlar Rotor-Gene yazilim versiyonu 2.3 ile ilgilidir. Rotor-Gene
Q cihazini programlama ile ilgili ek bilgiyi Rotor-Gene Q Kullanim Kilavuzu
icinde bulabilirsiniz.

Once "New Run" (Yeni Caligma) iletisim kutusunun Advanced (Geligsmis)
sekmesinde "Empty Run" (Bos Calisma) 6gesini secin. "Rotor Type" (Rotor Tipi)
Panelinde "72-Well Rotor" (72 Kuyulu Rotor) 6gesini secip "Locking Ring
Attached" (Kilitteme Halkasi Takill) kutusunu isaretleyin ve "Next" (Sonraki)

o6gesine tiklayin.

Mew Run Wizard

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotar Type

36-Well Rotor

Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

[V Locking Ring &ttached

Skip Wizard << Back MNest »»
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Sekil 3: Yeni calisma sihirbazi hos geldiniz ekrani.

Ardindan bir sonraki New Run Wizard (Yeni Calisma Sihirbazi) meni

penceresine PCR reaksiyon hacmini girin (bkz. Sekil 4).

Mew Run Wizard

This screen displavs miscellaneous options for the rn. Complete the fields, ;hlis bo ldispla_l,ls .

clicking Mext when you are ready ta move to the next page. tr?epwoi;a?d?nlgzrﬁellg

Dperla: oh an item, howver
wour mouse over the

N . item for help. Yiou

otes: cah ako click on a

combo box to display
help about its
available settings.

Reaction |5E| =l ¥ Apply Ambignt Air Corection

Yalume [pL): =]

Sample Layout : I'I, 2.3 LI

Skipwizard | <<Back | New» |

Sekil. 4: Genel Tahlil Parametrelerini Ayarlama.

Sicaklik profilinin programlanmasi sonraki New Run Wizard (Yeni Calisma
Sihirbazi) meni penceresinde Edit (Dizenle) digmesinin aktif hale

getiriimesiyle yapilir (bkz. Sekil. 5 ve 6).
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Edit Profi

I I | @
New Open SaveAs | Help

The run will take approwimately 111 minute(s) to complete. The graph below represents the fun to be performed

Click on 5 cycle below ta madify it -

Insert after.

Cycing _
Insart before

Remaove

Hold Temperaturs: a5 e
Hold Time 10 |mins 0 |secs

Sekil. 5: Hot Start Enziminin Baslangig Aktivasyonu.

i ¢ W @

New ~ Open SaveAs Help

The tun willtake approsimately 111 minuta(s)] to complats. The graph belaw tepresents the 1un to be perfomned

Click an a cyele below to modiy it
Hold

Insert after...

Insert before...

Fiemave
This cycle repeats 45 | times).

Click on ane of the steps below ta maify it, or press + or - to add and remave steps for this ycle.

Timed Gt - -
e _I 55°C for 15 secs _I_I

55T
30 seconds
Acquiring to Cycling A 72°C for 20 secs
on Green, Yellow

e 55EC for 30 secs
ona Range
I~ Touchdann

Sekil. 6: DNA amplifikasyonu.
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Floresans kanallari igin saptama araliginin PCR tiiplerindeki floresans
siddetlerine gore belirlenmesi gerekir. Bu ayarlama Auto Gain Optimisation
Setup (Oto Kazang Optimizasyon Ayarl) meni penceresinde yapilir (Gain
Optimisation (Kazang Optimizasyonu) altinda New Run Wizard (Yeni Calisma
Sihirbazi) meni penceresinde aktif hale getirme). Litfen kalibrasyon sicakligini
amplifikasyon programinin birlestirme sicakhigina ayarlayip (bkz. Sekil. 7)
"Optimise Acquiring" (Taramay! Optimize Et) 06gesini secin ve prosediri

baslatin.

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimization :
T Auto-Gain Optimization will read the fluorezence on the inzerted sample at
54 different gain levels until it findz one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range aof fluorescence you are looking for depends on the
chemiztiy pou are performing.

Set temperature to |59 ﬂdegrees.

Optimize Al | O ptimize Acquiing |

[~ Perform Optimisation Before 13t Acquisition

[~ Perform Optimization &t 55 Degrees &t Beginning Of Run

Channel Settings

| =] add.,

Mame | Tube Pogition | Min Reading | Max Reading | Min Gain | b & G ain Edit... |

G R~ R =
Remove &l

Start I M anual... | Cloze Help

Sekil. 7: Floresans Kanali Hassasiyetini Ayarlama.

Otomatik kazang optimizasyonu tarafindan belirlenen kazang degerleri otomatik
olarak kaydedilir ve programlama igleminin son meni penceresinde liste halinde
verilir (bkz. Sekil. 8).

]
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Summary :

Setting | Valug |
Green Gain 5

“ellow Gain 5

Riatar 72wl Rotor
Sample Layout 1.2.3. .

Reaction Yolume (in microliters] 50

Start Run
Onhce pou've canfirned that yaur run settings are carmect, click Start Run ta Save Template

beqin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

SkipWizard | << Back

Sekil. 8: Rotor-Gene Q cihazinda Calismanin baslatiimasi.

10. Veri Analizi

Veri analizi, Rotor-Gene vyazihmi ile dureticinin talimatina goére yapilir

(Rotor-Gene Q Kullanim Kilavuzu).
Su sonuglar olabilir:

1. Floresans kanali Cycling A.Green (A Dongusu.Yesil) iginde bir sinyal
saptanir.
Analizin sonucu pozitiftir: Ornek parvoviriis B19 DNA'si igerir.

Bu durumda Cycling A.Yellow (A Dénglsi.Sari) kanalinda bir sinyalin saptanmasi
kullaniimayabilir ¢inki yiliksek baslangic parvoviriis B19 DNA konsantrasyonlari
(Cycling A.Green (A Dongusi.Yesil) kanalinda pozitif sinyal) Cycling A.Yellow (A
Dénglisu.Sar) kanalinda Dahili Kontrol floresans sinyalinin azalmis olmasi veya

olmamasina neden olabilir (rekabet).

]
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2. Floresans kanali Cycling A.Green (A Doéngusi.Yesil) icinde sinyal
saptanmaz. Ayni zamanda Cycling A.Yellow (A Dongusi.Sarr) kanalinda

Dahili Kontrolden bir sinyal belirir.

Ornekte saptanabilir parvoviriis B19 DNA yoktur. Negatif kabul

edilebilir.

Negatif parvoviris B19 PCR durumunda Dahili Kontroliin saptanan sinyali PCR

inhibisyonu olasiligini ortadan kaldirir.
3. Cycling A.Green (A Dongusu.Yesil) veya Cycling A.Yellow (A Déngusi.Sart)
kanallarinda sinyal saptanmaz.
Bir sonuca varilamaz.
Hata kaynaklari ve ¢dziimleriyle ilgili bilgi boéliim 11 iginde bulunabilir. Sorun Giderme.

Pozitif ve negatif PCR reaksiyonlari ornekleri Sekil. 9 ve $ekil. 10 icinde

verilmistir.

[Noim. Fluoro.

0,25

0,05]

=3
\
\

2| 5 "o "5 20 %5 30 '3 a0 T{Cycle]

Sekil. 9: Kantitasyon Standartlarinin  (Parvo B19 RG/TM QS 1-5)
floresans kanali Cycling A.Green (A Dongusi.Yesil) iginde
saptanmasi. NTC: sablonsuz kontrol (negatif kontrol).

artus Parvo B19 RG PCR Kit El Kitabi 06/2018 21



[Norm. Fluoro.

045

04

03|

2] 5 0 k8 20 & 30 35 40 Cycle

Sekil. 10:  Kantitasyon Standartlarinin (Parvo B19 RG/TM QS 1-5) es
zamanlh amplifikasyonu ile Dahili Kontroliin (IC) floresans kanali
Cycling A.JOE iginde saptanmasi. NTC: non-template control
(sablonsuz kontrol) (negatif kontrol).

11. Sorun Giderme

Floresans kanali Cycling A.Green (A Dongiisii.Yesil) icinde pozitif
kontrollii sinyal yok (Parvo B19 RG/TM QS 1 - 5):
* PCR veri analizi icin segilen floresans kanali protokole uymamaktadir
- Veri analizi agisindan analitik parvoviriis B19 PCR igin floresans kanali
A.Green ve Dahili Kontrol PCR igin floresans kanali A.Yellow segin
* RotorGene Q cihazinin sicaklik profilinin yanlis programlanmasi.
= Sicaklik profilini protokolle kargilastirin (bkz. boliim 9.5 Rotor-Gene Q
cihazinin programlanmasi).
* Hatal PCR reaksiyonu konfiglirasyonu.
- Calisma adimlarinizi pipetleme semasi yoluyla (bkz. boliim 9.4 PCR'in
hazirlanmasi) kontrol edin ve gerekirse PCR'I tekrarlayin.
* Bir veya birkag kit bileseninin saklama kosullari boliim 2. Saklama icinde
verilen talimatla uyumlu degildir veya artus Parvo B19 RG PCR Kit'in son

kullanma suresi gegmistir.
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- Lutfen reaktiflerin saklama kosullari ve son kullanma tarihini (kit etiketine

bakin) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Cycling A.Yellow (A Dongiisii.San) floresans kanali icinde Dahili Kontrol
sinyali zayif veya yok ve ayni zamanda Cycling A.Green (A Dongiisii.Yesil)
kanalinda sinyal bulunmamasi:

¢ PCR kosullar protokole uymamaktadir.

-2 PCR kosullarini kontrol edin (yukariya bakin) ve gerekirse PCR'I
dizeltilmis ayarlarla tekrarlayin.

¢ PCRinhibe olmustur.
> Onerilen izolasyon ydntemini (bkz. béliim 9.1 DNA izolasyonu)

kullandiginizdan emin olun ve Ureticinin talimatini yakindan izleyin.

- DNA izolasyonu sirasinda herhangi bir rezidiel etanolii gidermek Uzere
onerilen ek santrifigasyon adiminin elisyondan 6nce yapildigindan
emin olun (bkz. béliim 9.1 DNA izolasyonu).

¢ Ekstraksiyon sirasinda DNA kaybolmustur.
= Dabhili Kontrol ekstraksiyona eklenmisse, Dahili Kontrol sinyalinin

olmamasi ekstraksiyon sirasinda DNA kaybina isaret edebilir. Onerilen
izolasyon yéntemini (bkz. boliim 9.1 DNA izolasyonu) kullandiginizdan
emin olun ve Ureticinin talimatini yakindan izleyin.

* Bir veya birkag kit bileseninin saklama kosullari boéliim 2. Saklama iginde
verilen talimatla uyumlu degildir. veya artus Parvo B19 RG PCR Kit'in son
kullanma suresi gegmistir.

-> Lutfen reaktiflerin saklama kosullari ve son kullanma tarihini (kit etiketine

bakin) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Analitik PCR'da floresans kanali Cycling A.Green (A Dongiisii.Yesil) icinde
negatif kontrollii sinyaller.
* PCR hazirlama sirasinda kontaminasyon olusmustur.
- PCR'ireplikatlarda yeni reaktiflerle tekrarlayin.
- Muimkinse PCR tiplerini test edilecek 6rnegin eklenmesinden hemen
sonra kapatin.

= Pozitif kontrolleri mutlaka son olarak pipetleyin.

artus Parvo B19 RG PCR Kit El Kitabi 06/2018 23



- Calisma alani ve aletlerin diizenli araliklarla dekontamine edildiginden
emin olun.
* Ekstraksiyon sirasinda kontaminasyon olugsmustur.
- Test edilecek 6rnegin ekstraksiyonu ve PCR'ini yeni reaktifler kullanarak
tekrarlayin.
- Calisma alani ve aletlerin diizenli araliklarla dekontamine edildiginden
emin olun.

Baska bir sorunuz varsa veya sorun yasarsaniz lutfen Teknik Servisimizle irtibat

kurun.

12. Spesifikasyonlar
12.1 Analitik Hassasiyet

artus Parvo B19 RG PCR Kit'in analitik hassasiyetini belirlemek icin 100'den
nominal 0,03 parvoviriis B19 IU*/ul de@erine kadar bir standart dillisyon serisi
olusturulmus ve artus Parvo B19 RG PCR Kit ile analiz edilmistir. Testler l¢
farkli ginde sekiz kopya Uzerinde yapilmistir. Sonuglar probit analiziyle
belirlenmigtir. Probit analizinin grafik bir temsili $ekil. 11 icinde verilmistir. artus
Parvo B19 RG PCR Kit'in analitik saptama limiti 0,2 IU/pl (p = 0,05) seklindedir.

Bu durum 0,2 1U/pI'nin saptanmasi olasiliginin %95 oldugunu géstermektedir.

* Standart, klonlanmis bir PCR uriinlidir ve bunun konsantrasyonu absorpsiyon ve
floresans spektroskopisiyle belirlenmisgtir.
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-0,79155 /0,2 1U/ul (%95)

Orantilar

-4 -3 -2 -1 [} 1 2
log (doz)

Sekil. 11: artus Parvo B19 RG PCR Kit'in analitik hassasiyeti.

12.2 Ozgiilliik

artus Parvo B19 RG PCR Kit 6zgulligu 6ncelikle primer ve problarin segilmesi
ve ayrica kati reaksiyon kosullarinin secilmesiyle saglanir. Primerler ve problar
gen bankalarinda yayimlanmis tim dizilere olasi homolojiler agisindan sekans
karsilastirma analiziyle kontrol edilmistir. Tum ilgili genotiplerin saptanabilirligi

bdylece saglanmigtir.

Ayrica 6zgulluk alti farkl parvoviris B19 negatif serum 6rnegiyle dogrulanmistir.
Bunlar Parvo B19 RG/TM Mastera dahil edilen parvoviris B19'a spesifik

primerler ve problarla herhangi bir sinyal olusturmamistir.

Artus Parvo B19 RG PCR Kit'in 6zgulluguni belirlemek Gzere asagidaki tabloda
verilen kontrol grubu (bkz. Tablo 1) capraz reaktivite agisindan test edilmistir.

Test edilen patojenlerin higbiri reaktif bulunmamistir.

]
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Tablo 1: Kitin 6zgulligiiniin potansiyel capraz reaktif patojenlerle test edilmesi.

Parvoviriis B19 Dahili Kontrol

Kontrol grubu (Cycling A.Green) (Cycling A.Yellow)
(A Dongiisii.Yesil) (A Dongiisii.Sar)

Insan herpesviriisii 1 -
(Herpes simpleks virlist 1)

Insan herpesviriisii 2 -
(Herpes simpleks virlisii 2)

Insan herpesviriisii 3 -
(Varisella-zoster virlis()

Insan herpes viriisii 5 -
(Sitomegaloviriis)

Insan T hiicresi |6semi viriisi 1 -

Insan T hiicresi I6semi viriisii 2 -

12.3 Kesinlik

artus Parvo B19 RG PCR Kit'in kesinlik verileri testin toplam varyansinin
belilenmesini mimkin kilar. Toplam varyans tahlil i¢i degiskenlik (bir
deneyde ayni konsantrasyondan o&rneklerin  birden fazla sonucunun
degiskenligi), tahliller arasi degiskenlik (bir laboratuvarda farkli kullanicilar
tarafindan ayni tipte farkli aletlerle olusan birden fazla tahlil sonucunun
degiskenligi) ve gruplar arasi degiskenlikten (¢esitli gruplar kullanilarak tahlilin
birden fazla sonucunun degiskenligi) olusur. Elde edilen veriler patojene spesifik
ve Dahili Kontrol PCR igin varyasyon katsayisini, varyansi ve standart sapmayi

belirlemek icin kullaniimigtir.

artus Parvo B19 RG PCR Kit'in kesinlik verileri en disik konsantrasyonun
(QS 5; 10 IU/ul) Kantitasyon Standardi kullanilarak toplanmistir. Testler sekiz
replikat ile yapilmistir. Kesinlik verileri amplifikasyon egrilerinin Ct degerleri
temelinde hesaplanmistir (Ct: esik dongiisu, bkz. Tablo 2). Ayrica, |U/ul olarak
kantitatif sonuclar icin kesinlik verileri karsilik gelen Ct degerleri kullanilarak
belirlenmistir (bkz. Tablo 3). Bu sonuglar temelinde belirtilen konsantrasyona
sahip herhangi bir belirli 6rnegin genel istatistiksel dagilimi %1,66 (Ct) veya
%17,65 (kons.) ve Dahili Kontroliin saptanmasi igin %0,90'dir (Ct). Bu degerler

belirlenmis degiskenliklerin tim tek degerlerinin toplami temelindedir.
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Tablo 2: Ct deg@erleri temelinde kesinlik verileri.

Swdrt | vayans | Saremen
T»Z'ﬂﬁ!e;ﬁ} g?;:; gg:s 022 0,05 0,75
e 018 003 080
OO s 032 0.10 11
e 019 003 04
S R ae 038 0.14 147
T 02 004 052
i e 048 023 166
LZ‘;:,T;Z:&TS: 0,20 0,04 0,90

Tablo 3: Kantitatif sonuglar (IU/pl olarak) temelinde kesinlik verileri.

Swdart | vayas Saremer
v 810 roms 083
OO s 1,83 178 1322
BRI 227 517 22.20
e B AT 5 179 321 17,65
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12.4 Giicluluk

Gugluligun dogrulanmasi artus Parvo B19 RG PCR Kit'in toplam basarisizlik
oraninin belirlenmesini miimkdin kilar. 30 parvoviris B19 negatif serum érnegine
1 1U/ul elusyon hacminde parvoviris B19 kontrol DNA eklenmistir (analitik
hassasiyet limitinin bes kati konsantrasyon). QlAamp DNA Mini Kit
ekstraksiyonundan sonra (bkz. béliim 9.1 DNA izolasyonu) bu &rnekler
artus Parvo B19 RG PCR Kit ile analiz edilmigtir. Tim parvoviriis B19 érnekleri
icin basarisizlik orani  %0'dir. Ayrica Dabhili Kontroliin gugliligi 30
parvoviris B19 negatif serum oOrneg@inin saflastinlmasi ve analizi ile
degerlendirilmistir. ~ Toplam  basarisizlik  orani  %0'dir.  inhibisyonlar

gozlenmemistir. Bdylece artus Parvo B19 RG PCR Kit'in gugluligi > %99'dur.

12.5 Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik verileri artus Parvo B19 RG PCR Kit'in diizenli performans
degerlendirmesine ve ayrica bagka Urinlerle etkinlik karsilastirmasina izin verir.

Bu veriler belirlenmig verimlilik programlarina katilimla elde edilir.

13. Uriin Kullanimi Sinirlamalan

* Tum reaktifler sadece in vitro diagnostik icin kullanilabilir.

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

e Optimum PCR sonuglari igin kullanim kilavuzuna kati olarak uymak
gerekir.

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

e Bazi genotip 3 ile ilgili sekanslar igin iddia edilen performans garanti
edilemez. Primer/prob baglama bdlgesindeki mutasyonlar nedeniyle

hassasiyette 6nemli bir azalma olusabilir (Baylis ve Buchheit, 2009).
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* Nadir olsa da kitin primerleri ve/veya probun kapsadigi viral genomun
yiuksek Olgide korunmus boélgelerinde mutasyonlar olmasi bu
vakalarda viris varliginin saptanmamasi veya miktarinin eksik
gosterilmesiyle  sonuglanabilir.  Test tasariminin  gegerliligi  ve

performansi diizenli araliklarla revize edilmektedir.

14.Uyarilar ve Onlemler

Kimyasallarla galisirken daima uygun bir laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik
eldivenler ve koruyucu gozlikler kullanin. Daha fazla bilgi icin litfen uygun
glvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler) basvurun. Bunlar ¢evrim
ici olarak PDF halinde www.qgiagen.com/safety adresinde yer almaktadir ve
kullanicilar burada her QIAGEN® kiti ve kit bilegseni icin SDS'yi bulabilir,

okuyabilir ve yazdirabilir.

Ornek ve tahlil atigini yerel giivenlik diizenlemelerinize uygun olarak atin.

15. Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca her artus Parvo B19
RG PCRKit tutarli Urin kalitesini saglamak Uzere Onceden belirlenmis

spesifikasyonlara gore test edilir.
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17.Sembollerin Agiklamasi

8 Son Kullanma Tarihi

o Parti kodu

Uretici
REF Katalog numarasi

A Materyal numarasi

El Kitabi

in vitro diagnostik tibbi cihaz

Z 0 2
EIEREREREREE 3E

Bilesenler
CONT icindekiler
Numara
GTIN Global Ticaret Madde Numarasi

A
P
\

<N> test igin yeterli igerik

Sicaklik sinirlamasi

SR

Kullanma talimatina basvurun
Qs Kantitasyon Standardi

i1C Dahili Kontrol
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artus Parvo B19 RG PCR Kit

Ticari Markalar ve Red Beyani
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, Rotor-Gene®, UltraSens® (QIAGEN Group).

Belge Revizyon Gegmisi

R4 Bu, artus Parvo RG PCR Kit'e yonelik el kitabinin 4. revizyonudur. Bir 6nceki
06/2018 versiyonda yapilan degisiklikler bir kullanim amaci beyaninin eklenmesini,
diagnostik degerlendirme boéliminin kaldirimasini, 36 kuyulu rotor ve 0,2
ml'lik tiiplerden s6z edilen kisimlarin kaldiriimasini ve Rotor-Gene Q cihazinin
ve vyazilminin agiklamasinin  su anda mevcut olan versiyonlarla
glincellenmesini kapsar.

Bu belgede kullanilan tescilli isimler, ticari markalar vs. bu sekilde isaretlenmemis olsalar bile kanunen
koruma altinda olmadiklari diigtiniimemelidir.

artus Parvo B19 RG PCR Kit Avrupa In Vitro Diagnostik Direktifi 98/79/EC uyarinca CE igaretli bir
diagnostik kittir. Tim Ulkelerde saglanmamaktadir.

Giincel lisanslama bilgisi ve (riine spesifik red beyanlari igin ilgili QIAGEN kiti el kitabi veya kullanim
kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qiagen.com adresinde
bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitériiniizden istenebilir.

Bu iriinlin satin alinmasi, satin alanin insan in vitro diagnostigi i¢in diagnostik hizmetler yapiimasinda
kullanmasina izin verir. Burada satin alma ile bu spesifik kullanim hakki disinda herhangi bir tiirde
herhangi bir genel patent veya baska lisans verilmemektedir.

Sinirh Lisans So6zlegsmesi

Bu Urinin kullaniimasi artus Parvo B19 RG PCR Kit'i herhangi bir satin alanin veya kullanicisinin su
sartlar kabul ettigini belirtir:

1. artus Parvo B19 RG PCR Kit sadece artus Parvo B19 RG PCR Kit El Kitabinda saglanan bilgilerle
uyumlu olarak ve Kit igindeki bilesenlerle kullanim igindir. artus Parvo B19 RG PCR Kit El Kitabinda
ve www.giagen.com adresinde bulunan ek protokollerde tanimlananlar diginda bu Kite dahil
edilmemis herhangi bir bilesen ile Kitin igindeki bilesenleri kullanma veya birlestirme agisindan
herhangi bir fikri mlkiyet altinda bir lisans vermez.

2. Aclik olarak belirtilen lisanslar disinda QIAGEN bu Kitin ve/veya kullaniminin/kullanimlarinin tiglincti
taraflarin haklarini ihlal etmedigi konusunda garanti vermez.

3. BuKit ve bilesenleri tek kullanim igin lisanslanmistir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya
tekrar satilamaz.

4.  QIAGEN acik olarak belirtilenler disinda agik veya zimni herhangi bir baska lisansi 6zellikle
reddeder.

5.  Kitin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari
kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi veya baskasinin atmasina izin vermemeyi kabul
eder. QIAGEN bu Sinirli Lisans S6zlesmesinin yasaklarini herhangi bir mahkemede yiiriirlige
koyabilir ve Kit ve/veya bilesenleriyle iligkili herhangi bir fikri miilkiyet hakki veya bu Sinirli Lisans
Sozlesmesini ylrirliige koymak igin tim arastirma ve mahkeme masraflarini avukat masraflari
dahil olmak Uizere geri alacaktir.

Guncellenmis lisans sartlari igin bakin www.giagen.com.
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France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928
Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400
Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145
Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436

The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602
Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
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