QIAsymphony® RGQ Protokollblatt

Einstellungen fir artus® QS-RGQ Kits
(Rotor-Gene® Q Software 2.1, oder héher)

Cé€ artus BK Virus QS-RGQ Kt Version 1, LREF ] 4514363
CE€ oiscmvasroaci Version 1, 4503363

0197

CE€  ortusEBVASROQKN Version 1, REF ] 4501363

g 9§ artus HBY QS-RGQ Kit Versiem 1, 4506363, 4506366
g s‘g artus HCV QS-RGQ Kit Version 1, _REF_] 4518343, 4518366
g Qg artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit  Version 1, _REF_| 4513363, 4513366

c € artus HSV-1/2 QS-RGQ Kit Version 1, 4500363
C€ artus VZV QS-RGQ Kit Version 1, 4502363

Angaben zur Version

Das vorliegende Dokument QIAsymphony RGQ Protokollblatt ist die Version 1, R3.

A Prifen Sie vor einer Testausfihrung die Verfigbarkeit neuer elekironischer

Etikettierungsrevisionen im Internet unter www.giagen.com.

Wichtige Hinweise vor Beginn

B Machen Sie sich vor Beginn des Protokolls mit dem Rotor-Gene Q vertraut. Lesen Sie das
Benutzerhandbuch des Geréts.
B Siehe auch entsprechendes artus QS-RGQ Kit Handbuch und Anwendungsblatt unter

www.qiagen.com/products/giasymphonyrgg.aspx.

B Achten Sie darauf, dass in jedem PCR-Lauf alle 4 Quantifizierungsstandards und mindestens
eine Negativkontrolle (Wasser, PCR-Qualitét) mitgefGhrt werden. Zur Erstellung einer

Standardkurve verwenden Sie alle mitgelieferten Quantifizierungsstandards.
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DurchfGhrung

1. Stellen Sie die PCR-ReaktionsgeféiBe in den 72-Well-Rotor des Rotor-Gene Q.
VerschlieBen Sie den Rotor mit dem Sicherungsring.

2. Ubertragen Sie die Cycler-Datei vom QIAsymphony AS auf den Rotor-Gene Q
Computer.

3.  Offnen Sie das Dialogfenster ,New Run Wizard” (Assistent fir neuen Lauf) (Abb. 1).
Markieren Sie das Kontrollkastchen ,Locking Ring Attached” (Sicherungsring
festgemacht) und klicken Sie dann auf ,Next” (Weiter).

New Run Wizard ] Zl

Welcome to the Advanced Run Wizard!

—Rotor Type

e

Abbildung 1. Das Dialogfenster ,,New Run Wizard”.

4. Weédhlen Sie 50 als Volumen der PCR-Reaktion aus und klicken Sie auf ,Next” (Abb.
2).
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Abbildung 2. Einstellung allgemeiner Parameter Hinweis: Auch wenn das wirkliche

Reaktionsvolumen nicht 50 ul betrégt, achten Sie darauf, in der Rotor-Gene-Software 50 als das

Reaktionsvolumen auszuwdhlen.

5. Klicken Sie im néchsten ,,New Run Wizard”-Dialogfenster (Abb. 3) auf die
Schaltflache ,Edit Profile” (Profil bearbeiten). Programmieren Sie das
Temperaturprofil fir das entsprechende artus QS-RGQ Kit wie in Tabelle 1 gezeigt.
Verwenden Sie die beispielhaften Screenshots der Abb. 3-6 als Leitfaden (als
Beispiele sind Screenshots fir das artus Hl Virus-1 QS-RGQ Kit gezeigt).

New Run Wizard 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 ona
combo box to display
help about its
available settings.

A

1 Edit Profile ...

Channel Setup :
MName I Source | Detector ] Gain I Create New... |
Green 470nm  510nm E
Yellow — 530nm  555nm
Orange  585nm  B10nm Edit Gain...
Red 625nm  B660nm
Crimson B80nm  710hp Re
Reset Defaults
I 3

Blue 460nm
skipwizard | <«cBack [f Wew>> |

RN - BN

i

Abbildung 3. Bearbeiten des Profils. Beispielhafter Screenshot fir das artus Hl Virus-1 QS-RGQ.
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Tabelle 1. Temperaturprofile fir artus QS-RGQ Kits

BK Virus, CMV, EBV,

artus

QS-RGQ Kit  HSV-1/2,vzV HBV HCV, HI Virus-1

Hold” Temperatur: 95 Grad Temperatur: 95 Grad Temperatur: 50 Grad

-Gl Daver: 10 min Daver: 10 min Daver: 30 min

~Hold 2“ ~Step not required” +Step not required” Temperatur: 95 Grad

(Halten 2) (Schritt nicht Daver: 15 min
erforderlich)

»Cycling” 45 mal 45 mal 50 mal

(Zyklen)

95 Grad fir 15°s
65 Grad fir 30 s

72 Grad fir 20 s

95 Grad fir 15°s
55 Grad fir 30 s

72 Grad fir 15 s

95 Grad fir 30 s
50 Grad fir 60 s

72 Grad fir 30 s

Aktivieren Sie
unbedingt die
Touchdown-Funktion
for 10 Zyklen im
Annealing-Schritt.

Hinweis: Siehe auch entsprechendes QIAsymphony RGQ Anwendungsblatt unter

www.qiagen.com/products/qgiasymphonyrgg.aspx.

M Edit Profile x|

.8 H ]
Mew Open Save As Help
The run will take approximately 209 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Insert after...
Insert before...

Eemove]

2 Hold Temperatwe:  5g Ideg‘
Hold Time : ﬂmﬂmilm

33
Abbildung 4. Reverse Transkription der RNA. Beispielhafter Screenshot fir das artus HI Virus-1
QS-RGQ. Hinweis: Dieser Schritt kann sich fir andere artus QS-RGQ Kits unterscheiden. Siehe

Tabelle 1 fur spezifische Informationen zu dem jeweiligen artus QS-RGQ Kit.
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Mew Open Save As Hélp
The run will take approximately 209 minutefs) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Hold Insert after... |
1 : Insert before... |
Cycling =
emove |
Hold Temperatwre : g5 I deg.

Hold Time : 15 |mins 0 Isecs

N
1

—13
Abbildung 5. Initiale Aktivierung des Hot-Start-Enzyms. Beispielhafter Screenshot fir das artus
HI Virus-1 QS-RGQ. Hinweis: Dieser Schritt kann sich fir andere artus QS-RGQ Kits

unterscheiden. Siehe Tabelle 1 fir spezifische Informationen zu dem jeweiligen arfus QS-RGQ Kit.

M Edit Profile x|
.89 H @

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

o

Hold Insert after... |
1 ad2 Insert before... |

Remove |
2 This cycle repeals-SU time(s).

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

Timed Step L’ J LI

. f
50 deg. 95 deg. for 30 secs

SER
3 B0 seconds / I 5
Acquiring to Cycling & i 72 deqg. for 30 secs
on Green, Orange
[~ LongRange /

[~ Touchdown 50 deg. for B0 secs

4 |

-6

Abbildung 6. Amplifikation der DNA. Beispielhafter Screenshot fur das artus HI Virus-1 QS-
RGQ. Hinweis: Dieser Schritt kann sich fir andere artus QS-RGQ Kits unterscheiden. Siehe Tabelle

1 fur spezifische Informationen zu dem jeweiligen artus QS-RGQ Kit.

6. Der Messbereich der Fluoreszenz-Kandle muss auf die Fluoreszenzintensitét in den
PCR-Ansédtzen abgestimmt werden. Klicken Sie im Dialogfenster ,,New Run Wizard”
auf ,,Gain Optimisation” (Optimierung der Verstérkung), um das Dialogfenster (siehe
Abb. 3) ,Auto-Gain Optimisation Setup” (Einrichten der Optimierung der

automatischen Verstdrkung) zu 6ffnen. Stellen Sie die Kalibrierungstemperatur so
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ein, dass sie der Annealing-Temperatur des Amplifikationsprogramms entspricht,
und stellen Sie die Sensitivitét der Fluoreszenz-Kandle ein (Tabelle 2 und
beispielhafter Screenshot in Abb. 7).

Tabelle 2. “Auto-Gain Optimisation” Einstellungen fir arfus QS-RGQ Kits

BK Virus, CMy, HCV,
artus QS-RGQ Kit \7AY EBV HBV HI Virus-1 HSV-1/2
Temperatur 65 Grad 65 Grad 55 Grad 50 Grad 65 Grad
Grin
. Grin Grin Grin Grin o

range

Kanaleinstellungen Orange Gelb Gelb Orange G Ibg
e

Hinweis: Siehe auch entsprechendes QIAsymphony RGQ Anwendungsblatt unter

www.qiagen.com/products/giasymphonyrgg.aspx.

Auto-Gain Optimisation Setup x|

— Optimisation :
S Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
Ce different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

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

Set temperature h:IISO -f'i degrees. 1

Optimise Al | Uptirnise.-’-\cquilingl

™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
™ Perform Optimisation At 50 Degrees At Beginning Of Run

— Channel Settings :

' o] am |

Mame | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit.. l
Green Al 5FI 10FI -10 10
Orange A1 5 10F1 010 _ Bemove |

Remove All |

«| [ »]
2-I gtart | Manual... | Close I Help I

Abbildung 7. Einstellung der Sensitivitéit der Fluoreszenz-Kandle. Beispielhafter Screenshot
fur das artus HI Virus-1 QS-RGQ. Hinweis: Dieser Schritt kann sich fir andere artus QS-RGQ Kits

unterscheiden. Siehe Tabelle 2 fir spezifische Informationen zu dem jeweiligen arfus QS-RGQ Kit.

7. Die bei der Kalibrierung der Kandle ermittelten Verstérkungswerte werden
automatisch gespeichert und im letzten Menifenster des Programmierverfahrens
aufgefUhrt (Abb. 8). Klicken Sie auf ,,Start Run” (Lauf starten).
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Abbildung 8. Starten des Laufs. Beispielhafter Screenshot fir das artus Hl Virus-1 QS-RGQ.

8. Importieren Sie nach dem Start des Laufs die Thermocycler-Datei, indem Sie auf die

Schaltflache w (,Open” (Offnen)) klicken, oder bearbeiten Sie die Probendaten
von Hand.

9.  Zur Interpretation der Ergebnisse schlagen Sie im Benutzerhandbuch des Geréts und
im entsprechenden QIAsymphony RGQ Anwendungsblatt unter

www.giagen.com/products/qiasymphonyrgqg.aspx nach.
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Aktuelle Lizenzinformationen und produkispezifische Anwendungseinschréinkungen finden Sie im
jeweiligen QIAGEN Kit- oder Geréte-Handbuch. QIAGEN Kit- und Geréte-Handbicher stehen
unter www.giagen.com zur Verfigung oder kénnen Sie vom QIAGEN Technischen Service oder

dem fir Sie zusténdigen AuBendienstmitarbeiter oder Distributor anfordern.

Marken: QIAGEN®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN-Gruppe).

Januar 14 HB-0371-S02-003 © 2013-2014 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.

www.giagen.com Denmark = 80-885945
Australia = 1-800-243-800 Finland = 0800-914416
Austria = 0800-281011 France = 01-60-920-930
Belgium = 0800-79612 Germany = 02103-29-12000
Brazil = 0800-557779 Hong Kong = 800 933 965
Canada = 800-572-9613 India = 1-800-102-4114
China = 800-988-0325 Ireland = 1800 555 049

Italy = 800-787980

Japan = 03-6890-7300

Korea (South) = 080-000-7145
Luxembourg = 8002 2076
Mexico = 01-800-7742-436

The Netherlands = 0800 0229592

Norway = 800-18859

Singapore = 1800-742-4368

Spain = 91-630-7050

Sweden = 020-790282

Switzerland = 055-254-22-11 . . . . .
Taiwan = 0080-665-1947 . . . . .
UK = 0808-2343665

USA = 800-426-8157 QIME N
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