QlAsymphony® RGQ Uygulama Sayfasi

QlIAsymphony RGQ uygulamasi
artus® BK Virus QS-RGQ Kiti
(6rnek tipi: idrar, 800 pl)
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Genel bilgiler

Testi gerceklestirmeden 6nce

www.giagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkit.aspx

adresinde yeni elektronik etiketleme revizyonlarinin bulunup
bulunmadigini kontrol edin. Mevcut revizyon tarihi ¢ikis
tarihiyle (format: ay/yil) belirtilir.

Kit
Gecerli 6rnek materyali

On ug saflastirma

Ornek hacmi (fazla hacim
dahil)

Analiz Parametre Seti

Varsayilan Analiz Kontrol
Seti

Eltisyon hacmi

Gereken yazilim versiyonu
Master karisim hacmi
Sablon hacmi

Reaksiyon sayisi

AS modilinde ¢alisma
suresi

artus BK Virus QS-RGQ Kiti, Versiyon 1, | REF 4514363

idrar

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

1000 pl

artus_BKV_urine800_V4

Complex800_V6_DSP_artus BKV

60 pl
Versiyon 4.0 veya Ustl
10 pl
15 pl
6-24*

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

* BK virusi igin test kurulumu igin, QIAsymphony AS (zerinde bir galismada 216 (9 x 24) adede kadar

test kurulabilir.
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Gereken ama saglanmayan malzemeler

Saflagtirma kiti [ | QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (kat. no. 937055)

QIAsymphony SP Adaptorleri [ | Elution Microtube Rack QS(Elisyon Mikrotup Askisi QS) (Sogutma
Adaptoéri, EMT, v2, Qsym, kat. no. 9020730)
[ | Tube Insert 3B (Insert, 2.0ml v2, samplecarr. (24), Qsym, kat. no.
9242083)
Sample Prep Cartridges, 8-well (Ornek Hazirlama Kartuglari, 8

QIAsymphony SP icin Sarf
Malzemesi kuyucuklu kartuslar ) (kat. no. 997002)

8-Rod Covers (8 Rod Kiliflari ) (kat. no. 997004)

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

Filter-Tips (Filtre Uglari), 200 pl (kat. no. 990332)

Elution Microtubes CL (Eltisyon Mikrotipleri CL ) (kat. no. 19588)
Tip disposal bags (Ug Atik Torbalari ) (kat. no. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H veya Micro tubes 2.0 ml Type | (Mikro

tupler 2,0 ml Tip H ve Mikro tipler 2,0 ml Tip 1) (Sarstedt, kat. no.
72.693 ve 72.694, www.sarstedt.com) ornekler ve dahili kontrollerle

kullanim igin
QIAsymphony AS icin I Reagent holder 1 QS (Reaktif tutucu 1 QS ) (Sogutma Adaptéril,
adaptérler ve reakif tutucular Reaktif tutucu 1, Qsym, kat. no. 9018090)
| Reagent holder 2 QS (Reaktif tutucu 2 QS) Sogutma Adaptord,
Reaktif tutucu 2, Qsym, kat. no. 9018089)
B RG Strip Tubes 72 QS (RG Strip Tupleri 72 QS ) (Sogutma
Adaptoru, RG Strip Tubes 72, Qsym, kat. no. 9018092)
QIAsymphony AS icin Sarf B Strip Tubes and Caps (Serit Tiipleri ve Kapaklari), 0.1 ml (kat. no.
Malzemesi 981103)
| Tubes, conical, (Tupler, konik) 2 ml, Qsym AS (kat. no. 997102)*
veya Mikro tipler 2,0 ml Tip | (Sarstedt, kat. no. 72.694.005)
Tube, conical (Tupler, konik), 5 ml, Qsym AS (kat. no. 997104)*
veya Tubes with flat base from PP (PP'den diz tabanl tlpler)
(Sarstedt, kat. no. 60.558.001)
Reagent Bottles (Reaktif Siseleri), 30 ml, Qsym AS (kat. no. 997108)
Elution Microtubes CL (Elisyon Mikrotipleri CL ) (kat. no. 19588)
Filter-Tips (Filtre Uglari), 1500 pl (kat. no. 997024)
Filter-Tips (Filtre Uglarr), 200 pl (kat. no. 990332)
Filter-Tips (Filtre Uglar), 50 pl (kat. no. 997120)
Tip disposal bags (Ug Atik Torbalari) (kat. no. 9013395)
Buffer ATL (Tampon ATL), GPR (kat. no. 939016)

Ornek hazirlama icin (idrar)

* Lutfen bulunup bulunmadigini sorun.
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Ornek kullanimi ve saklama

Ornek toplama insan idrari

Ornek tasima Kirilmaz nakil kabi
6 saat icinde sevkiyat

Sevkiyati patojenik materyal nakli icin yasal talimatla birlikte gdnderin*

Ornek hazirlama Ornekler icinde veya iizerinde kdpiik olusmasini engelleyin.

Calismaya baglamadan énce Ornekler oda sicakligina (15-25°C)

dengelenmelidir.

* International Air Transport Association (Uluslararasi Hava Tagimaciligi Dernegi) (IATA). Dangerous

Goods Regulations (Tehlikeli Mallar Diizenlemesi).
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Prosedur

Tasiyici RNA'nin hazirlanmasi ve orneklere dabhili
kontrollin eklenmesi

QlIAsymphony DSP Virts/Patojen Midi Kitinin artus BK Virus QS-RGQ Kitiyle kombinasyon halinde
kullanilmasi érnek hazirlama etkinligi ve asagdi dogru testi izlemek i¢in saflastirma islemine inaktive

edilmis saglam dahili kontrol (BK Virus RG IC) eklenmesini gerektirir.

Dahili kontroller tasiyici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisimiyla eklenmelidir ve dahili
kontrol-tagiyici RNA (CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisiminin toplam hacmi 120 pl olarak kalir.

Tablo 1l elisyon hacmi basina 0,1 pl oraniyla izolasyona dahili kontrol eklenmesini temsil

etmektedir. Her galisma igin kullanimdan hemen once taze karisimlarin hazirlanmasini dneriyoruz.

Hacim (ul) (Sarstedt® Hacim (ul) (BD™

Bilegen tupleri)* tupleri)
Stok taslyici RNA 3 3
(CARRIER)
Dahili kontrol* 9 9
Tampon AVE 108 108
Ornek basina son hacim

. . 120 120
(610 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.

T Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Becton Dickinson, kat. no. 352051).

* Dahili kontrol miktari hesaplamasi baslangig eltisyon hacimlerini (90 pl) temel alir. Ek bogluk hacmi
kullanilan érnek tlpu tipine baghdir.

§ 3 ek 6rnede (yani 360 l) karsilik gelen dahili kontrol karigimi gereklidir. 1,92 ml toplam hacimden
daha fazla doldurmayin (maksimum 13 6rnege karsilik gelir). Bu hacimler Micro tubes 2.0 ml
Type H ve Micro tubes 2.0 ml Type | igin spesifiktir (Sarstedt kat. no.'lar1 72.693 ve 72.694).

T 5 ek 6rnege (yani 600 pl) karsilik gelen dahili kontrol karigimi gereklidir. 13,92 ml toplam hacimden
daha fazla doldurmayin (maksimum 111 Ornege karsilik gelir). Bu hacimler Tubes 14 ml,
17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Becton Dickinson, kat. no. 352051) icin spesifiktir.
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QIAsymphony SP kurulumu

“Waste” (Atik) cekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4
Atik torbasi tutucu

Sivi atik sigesi tutucu

Bos Unite kutulari
Atik torbasi

Sivi atik sisesini bosaltin ve kurun

“Eluate” (Elut) cekmecesi

Ellisyon askisi

Eliisyon hacmi*

Yuva 1, sogutma pozisyonunu kullanin

Onceden segili eliisyon hacmi: 60 pl

Baslangic eltisyon hacmi: 90

* Protokol icin eliisyon hacmi énceden segcilir. Bu son eliisyon tiipiinde minimum erisilebilir elit

hacmidir. Ellisyon sollisyonunun baslangig hacmi gergek ellit hacminin dnceden segili hacimle ayni

olmasini saglamak icin gereklidir.

“Reagents and Consumables” (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri)

cekmecesi

Pozisyon Al velveya A2

Pozisyon B1

Ug aski tutucu konumlan 1-17

Unite kutusu tutucu pozisyonu 1-4

48 6rnege kadar 1 reaktif kartusu (RC) veya
96 Ornege kadar 2 yeni reaktif kartusu (RC)
yikleyin

Buffer (Tampon) ATL (ATL)

Yeterli sayida tek kullanimlik filtre ucu 200 pl
ve 1500 u aski yikleyin (bkz. “1-4 6érnek grubu
icin gereken plastik malzeme”, sayfa 6)

Ormek hazirlama kartuslari ve 8 Rod Kiliflarini
iceren Unite kutularini yukleyin (bkz. “1-4 6rnek
grubu icin gereken plastik malzeme”, sayfa 6)
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“Sample” (Ornek) cekmecesi

Ornek tipi
Ornek hacmi (fazla hacim dahil)

Ornek tupleri

insert

idrar
1000 pl

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

Tube Insert 3B (kat. no. 9242083)

1-4 6rnek grubu icin gereken plastik malzeme

Bir grup, iki grup, Uc grup, Dort
24 48 72 grup,
ornek* ornek* ornek* 96 6rnek*

Tek kullanimlik filtre uglar,

34 60 86 112
200 plIt*
Tek kullanimlik filtre uglan,

123 205 295 385
1500 plT*
Ornek hazirlama kartuslari® 18 36 54 72
8-Rod Kiliflar" 3 6 9 12

* Grup basina birden fazla dahili kontrol tiipl kullanilmasi ve birden fazla envanter taramasi yapilmasi

ek tek kullanimlik filtre uglari gerektirir.

T Ug askisi bagina 32 filtre ucu vardir.

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

8 Unite kutusu bagina 28 érnek hazirlama kartusu vardir.

T Unite kutusu bagina on iki 8 Rod Kilifi vardir.
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QIAsymphony AS kurulumu

Sarf Malzemeleri

Kurulum sirasinda her sarf malzemesi icin QIAsymphony AS moduli Gzerinde uygun pozisyonlar

aletin dokunmatik ekrani Gzerinde belirtilir.

Sarf Malzemeleri

Dokunmatik ekranda isim

Adaptor/reaktif tutucuyla

kullaniimak igindir

Serit Tupleri ve Kapaklari,
0,1 ml (250)

Tupler, konik, 2 ml, Qsym AS
(500)*t

Tup, konik, 5 ml, Qsym AS
(500)*t

Reaktif Siseleri, 30 ml, Qsym
AS (50)*

Eltsyon Mikrotiipleri CL
(24 x 96)

QIA#981103 *Serit Tupleri 0,1

QIA#997102 *T2.0 ScrewSkirt*

QIA#997104 *T5.0 ScrewSkirt*

QIA#997108 *Sise 30 ml*

QIA#19588 * EMTR

RG Serit TUpleri 72 QS

Reakiif tutucu 1 QS
Reaktif tutucu 2 QS

Reaktif tutucu 1 QS
Reaktif tutucu 2 QS

Reakiif tutucu 2 QS

Eliisyon Mikrotlip Askisi QS

* Master karisim bilesenleri, sistem tarafindan hazirlanan master karisim, test standartlari ve test

kontrolleri igin.

T Alternatif olarak “Gereken ama saglanmayan malzemeler”, sayfa 2 iginde tamimlanan Sarstedt

tupleri kullanilabilir.

* Dokunmatik ekranda “(m)” 6n eki ilgili tlp igin sivi seviyesi hesaplamalarini konkav bir meniskiis

olusturan reaktifler igin optimize edildigine isaret eder.

Adaptorler ve reaktif tutucular

Aski/reaktif tutucu Ad Gereken sayi®
Ornek askisi Eliisyon Mikrotup Askisi QS 1
Reaktif tutucular Reakiif tutucu 1 QS 1
Test askilar RG Serit Tlpleri 72 QS 1

§ 72 reaksiyonlu bir test galismasi igin hesaplanmustir.
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Filtre uglan

Ug lotlan 1, 2 ve 3 ile baslayarak “Eluate and Reagents” (Elut ve Reaktifler) gekmecesine ug askilarini

ylkleyin ve sonra ug askilarini “Assays” (Testler) gekmecesinde ug yuvalari 7, 8 ve 9'a yikleyin.

Dokunmatik 24 reaksiyon igin 72 reaksiyon igin

Sarf Malzemesi ekranda isim minimum say! minimum sayi
Filtre Uglari, 1500 pl

1500 pl 3 4
(1024)
Filtre Uglari, 200 pl

200 pl 5 5
(1024)
Filtre Uglari, 50 pl

50 pl 25 73

(1024)
Ug Atik Torbalar - 1 1
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Rotor-Gene Q lUzerinde RT-PCR

Lutfen yazilima spesifik protokol sayfasi “Seftings to run artus QS-RGQ Kits” belgesine
www.qiagen.com/products/artusbkvirusrgpcrkit.aspx adresinde basvurun.

artus BK Virus QS-RGQ Kiti icin spesifik ayarlar
Rotor-Gene AssayManager artus BK Virus QS-RGQ Kiti icin parametreleri otomatik olarak ayarlar.

Rotor-Gene yazihmi 2.1 ile spesifik ayarlar asagida gosterilmistir.

Reaksiyon Hacmi (ul) 50

Tutma Tutma Sicakhgi: 95 derece

Tutma Siresi: 10 dk

Déngl 45 kez

95 derece, 15 sn igin
65 derece, 30 sn igin
72 derece, 20 sn igin

Birlestirme adiminda touchdown islevini
10déngl igin etkinlestirdiginizden emin
olun.

Otomatik Kazang Optimizasyonu 65 derece

Kurulumu (Ornekler: Yesil; IC: Turuncu)

Sonuglarin yorumlanmasi

Bu bélum Rotor-Gene Q sonuglarinin yorumlanmasini tanimlar. Ayrica tam bir érnekten sonuca is
akisi analizi icin QIAsymphony SP/AS sonug dosyalarindaki 6rnek durumu bilgisini gézden gegirin.

Sadece gegerli durumu olan érnekler kullanilacaktir.

Rotor-Gene AssayManager PCR sonuglarini otomatik olarak yorumlar ve bir sonug ve kantitatif sonug

verir.

Asagidaki boélimler Rotor-Gene yazilimi 2.1 veya Ustl kullanilarak sonuglarin yorumlanmasini

tanimlar.
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Sinyal saptama ve sonuclar — idrar 800 pl

Cycling Green
kanalinda
sinyal

Cycling Orange
kanalinda
sinyal

Kantitasyon
sonug
(kopya/ml)

Yorumlama

Evet

Evet

Evet

Evet

Hayir

Hayir

Evet

Evet

Evet

Evet

Evet

Hayir

<785

278,5 ve <100

2100 ve
<1x10°

>1 x 10°

Gecerli sonug: <100
kopya/ml BK virlisi DNA's|
saptandi

Kantitasyon mimkun degil
cunku kantitatif sonug
saptama limitinin altinda.
Pozitif sonucun tekrar
Uretilebilirligi garanti
edilmez.

Gecerli sonug: <100
kopya/ml BK virtisi DNA's|
saptandi

Kantitasyon mimkiin degil
cunku kantitatif sonug testin
lineer araliginin altinda.

Gecerli sonug: Hesaplanan
konsantrasyonda BK virlisi
DNA'sI saptandi

Kantitatif sonug testin lineer

araligi dahilinde.

Gegerli sonug: >1 x 10°
kopya/ml BK virlisi DNA's|
saptandi

Kantitasyon mimkuin degil
¢unku kantitatif sonug testin
lineer araliginin altinda.*

Gecerli sonug: BK virisu

DNA's| saptanamaz.t

Gecersiz sonug: Bir sonuca
varilamaz.*

* Kantitasyon isteniyorsa 6rnegi BK virlisi icermeyen idrarla seyreltin ve tekrar isleyin. Tekrar islenmis

ornekten kantitatif sonucu dilisyon faktériyle carpin.
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T Negatif bir 6rnegin dahili kontrolii igin Cr degeri calisgmada sablonsuz kontroliin dahili kontroll igin
Cr degerinden 3 dénguiden daha yliksekse (Cric 6mek — CricnTc >3), 6rnek gegersiz olarak muamele

gormelidir. Bir sonuca varilamaz.

* Hata kaynaklar ve ¢ozumleriyle ilgili bilgi artus BK Virus QS-RGQ Kit Handbook iginde
“Troubleshooting guide” (Sorun giderme kilavuzu) kisminda bulunabilir.

PCR analizi i¢in esik kurulumu

Verilen bir Rotor-Gene Q aleti ve artus QS-RGQ Kiti kombinasyonu icin optimum esik ayarlari her ayri
kombinasyon test edilerek deneme yoluyla ayarlanmalidir giinkii genel diagnostik is akisina bagli
relatif bir degerdir. llk PCR galismasinin analizi igin esik 0,04 6n degeriyle ayarlanabilir ancak bu deger
is akisinda sonraki calismalarin kargilagtirmali bir analiziyle daha ileri ayarlanmalidir. Esik manuel
olarak negatif kontrollerin ve negatif 6rneklerin arka plan sinyalinin hemen Gzerinde ayarlanmalidir. Bu
deneylerden hesaplanan ortalama egik dederi muhtemelen gelecekteki ¢alismalarin ¢codunluguyla
galisacaktir ama kullanici yine de olusturulan esik degerini diizenli araliklarla gézden gegirmelidir. Esik
degeri genellikle 0,03-0,05 araliginda olacaktir ve virglilden sonra en fazla li¢ rakam olacak sekilde
yuvarlanmalidir.

Kantitasyon

artus BK Virus QS-RGQ Kitindeki kantitasyon standartlari (BK Virus RG QS 1-4) daha 0Once
saflastinimis 6rneklerle ayni sekilde muamele edilir ve ayni hacim kullanilir (15 pl). Rotor-Gene Q
aletleri Uzerinde standart bir egri olusturmak icin 4 kantitasyon standardinin hepsi kullaniimali ve
Rotor-Gene Q aleti lizerinde belirtilen konsantrasyonlarla standartlar olarak “Edit Samples” (Ornekleri
Dizenle) diyalog kutusunda tanimlanmalidir (bkz. alet kullanim kilavuzu).

Not: Kantitasyon standartlari kopya/ul olarak tanimlanir. Asagidaki denklemin standart egri
kullanilarak belirlenen degerlerin kopya/ml 6rnek materyal olarak dénlsturtimesi igin uygulanmasi
gerekir.

Sonug (kopya/pl) x Baglangi¢ Elisyon Hacmi (90 ul)*

Sonug (kopya/ml) =
Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak baslangic dérnek hacmi yukaridaki denkleme girilmelidir. Ornek hacmi niikleik asit
ekstraksiyonu o6ncesinde degistirildiginde bunun dikkate alinmasi gerekir (6rn. hacmin

santrifligasyonla azaltiimasi veya izolasyon igin gerekli hacme ekleme yapilarak hacmin arttiriimasi).

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

03 QS 2

o
i
%

Marm . Fluoro.

QS1

015

15
Threshold
! —
) 10 18 20 25 30 35 an 45
Cycle

Kantitasyon standartlarinin (BK Virisii RG QS 1-4) floresans kanali Cycling Green iginde
saptanmasi. NTC: Sablon kontroll yok (negatif kontrol).

055

o0s

QS1-QS4+NTC #

Horm, Fhuoro
o
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Kantitasyon standartlarinin (BK Virisi RG QS 1-4) es zamanh amplifikasyonu ile dahili
kontroliin (IC) floresans kanali Cycling Orange icinde saptanmasi. NTC: $ablon kontrolu yok
(negatif kontral).
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Guncel lisans bilgileri ve Urtine 6zgu yasal uyarilar igin ilgili QIAGEN kiti el kitabina veya kullanici
kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplar ve kullanim kilavuzlarn www.giagen.com adresinde
bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribUtérintizden istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); BD™ (Becton, Dickinson
and Company); Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.).

© 2012 QIAGEN, tim haklari saklidir.

www.giagen.com Canada = 800-572-9613 Ireland = 1800 555 049 Norway = 800-18859

China = 021-3865-3865 Italy = 800-787980 Singapore = 65-67775366

Denmark = 80-885945 Japan = 03-6890-7300 Spain = 91-630-7050
Australia = 1-800-243-800 Finland = 0800-914416 Korea (South) = 1544 7145 Sweden = 020-790282 . . . . .
Austria = 0800/281010 France = 01-60-920-930 Luxembourg = 8002 2076 Switzerland = 055-254-22-11 . . . . .
Belgium = 0800-79612 Germany = 02103-29-12000 Mexico = 01-800-7742-639 UK = 01293-422-911
Brazil = 0800-557779 Hong Kong = 800 933 965 The Netherlands = 0800 0229592 USA = 800-426-8157 QmE N
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