Wrzesien 2017

Karta zastosowan
QlAsymphony® RGQ

Zestaw artus® EBV QS-RGQ
(rodzaj probki: osocze)

IVD

C€

4501363PL Zestaw artus EBV QS-RGQ, wersja 1.

Przed wykonaniem testu sprawdzic, czy na stronie
www.giagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx sg dostepne nowe

wersje dokumentacji w postaci elektronicznej.
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Informacje ogolne

Zestaw

Zwalidowany materiat prébki

Oczyszczanie wstepne

Objetos¢ probki (wliczajac w to nadwyzke)

Zestaw parametrow oznaczenia

Domysiny zestaw kontroli oznaczenia
Objetosé elucji

Wymagana wersja oprogramowania
Objetos¢ Master mix

Objetosé matrycy

Liczba reakcji

Czas trwania cyklu na module AS

Zestaw artus EBV QS-RGQ, wersja 1
(nr kat. 4501363)

Ludzkie osocze pobrane na EDTA

Zestaw QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi (nr kat. 937055)

1200 pl

artus_EBV_plasmal000_V5
MA_artus_EBV_plasmal000_V5*

Cellfree1000_V7_DSP_artus_EBV
60 pl

Wersja 4.0 lub wyzsza

30 ul

20 pl

6-24

Dla 6 reakcji: okoto 9 minut
Dla 72 reakgji: okoto 35 minut

*

Protokét dla cyklu z wieloma oznaczeniami zestawem artus CMV QS-RGQ do zatadowania CMV RG IC

do procesu oczyszczania oraz konfiguracji oznaczenia.

Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Zestaw do oczyszczania

® Zestaw QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi (nr kat. 937055)

Adaptery do QIAsymphony SP

® Elution Microtube Rack QS (Statyw do mikroprobowek do elucji QS) (Cooling Adapter
(Adapter chtodzgcy), EMT, wersja 2, Qsym, nr kat. 9020730)
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Ramka do transferu

Tube Insert 3B (Wktad do probéwki 3B) (Insert (Wktad), 2,0 ml, wersja 2, samplecarr. (24),
Qsym, nr kat. 9242083)

Materiaty eksploatacyjne do QlAsymphony SP

Sample Prep Cartridges, 8-well (Kartridze do przygotowywania probek, 8 miejsc)
(nr kat. 997002)

8-Rod Covers (Zamknigcia 8-sztyftowe) (nr kat. 997004)
Filter-Tips (Koncowki z filtrem), 1500 pl (nr kat. 997024)

Filter-Tips (Koncowki z filtrem), 200 ul (nr kat. 990332)

Elution Microtubes CL (Mikroprobéwki do elucji CL) (nr kat. 19588)
Tip disposal bags (Worki na zuzyte koncowki) (nr kat. 9013395)

Micro tubes 2.0 ml Type H (Mikroprobowki 2,0 ml typu H) lub Micro tubes 2.0 ml Type |
(Mikroprobéwki 2,0 ml typu 1) (Sarstedt®, nr kat. 72.693 i 72.694, www.sarstedt.com) do

uzytku z prébkami oraz kontrolami wewnetrznymi

Adaptery i uchwyty do odczynnikéw dla QIAsymphony AS

Reagent holder 1 QS (Uchwyt do odczynnikéw 1 QS) (Cooling Adapter (Adapter chtodzacy),
Reagent Holder 1 (Uchwyt do odczynnikéw 1), Qsym), nr kat. 9018090)

RG Strip Tubes 72 QS (Pasek probowek RG 72 QS) (Cooling Adapter (Adapter chtodzacy),
RG Strip Tubes 72 (Pasek probéwek RG 72), Qsym), nr kat. 9018092)

Materiaty eksploatacyjne do QlAsymphony AS

Strip Tubes and Caps (Pasek probowek i zamkniecia), 0,1 ml (nr kat. 981103)

Tubes, conical (Probdwki stozkowe), 2 ml, Qsym AS (nr kat. 997102) lub Micro tubes 2.0 ml
Type | (Mikroprobéwki 2,0 ml typu 1)
(Sarstedt, nr kat. 72.694.005)

Inna mozliwos¢: Tubes, conical (Probdowki stozkowe), 5 ml, Qsym AS (nr kat. 997104) lub
Tubes with flat base from PP (Probdwki o ptaskim dnie z polipropylenu) (Sarstedt, nr kat.
60.558.001)

Filter-Tips (Koncowki z filtrem), 1500 pl (nr kat. 997024)
Filter-Tips (Koncowki z filtrem), 200 ul (nr kat. 990332)
Filter-Tips (Koncowki z filtrem), 50 pl (nr kat. 997120)

Tip disposal bags (Worki na zuzyte koncowki) (nr kat. 9013395)
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Sposob postepowania z probkami
| przechowywanie

Pobieranie probek Probka krwi
5-10 ml krwi pobranej do EDTA

Wymieszaé, obracajgc 8x do géry dnem — nie wstrzgsac!

Nie nalezy uzywac probek heparynizowanej ludzkiej krwi.
Przechowywanie probek Rozdzielenie: Wirowa¢ przez 20 minut, 800-1600 x g

w ciggu 24 godzin od pobrania.

Przenies¢ wyizolowane osocze do sterylnej probéwki
wykonanej z polipropylenu.

Rutynowe mrozenie prébek lub przechowywanie ich przez
dtugi czas moze zmniejszy¢ czutos¢ testu.
Transport prébek Transport chronigcy przed stluczeniem
Dostawa w ciggu 24 godzin
Przesytka pocztg zgodnie z przepisami dotyczgcymi
transportu materiatéw zakaznych*
Podczas transportu prébki powinny by¢ schtodzone
(od 2 do 8°C)

Substancje zaktocajace Heparyna (=10 1U/ml) wptywa na reakcje PCR. Nie uzywac¢
prébek pobranych do probéwek z heparyng
wykorzystywang jako antykoagulant lub prébek pobranych
od pacjentéw leczonych heparyna.

Przygotowanie probki Unikac tworzenia sie piany w prébkach lub na ich powierzchni

Prébki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowej
(15-25°C) przed rozpoczeciem wykonywania procedury.

* Miedzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikdw Powietrznych (International Air Transport Association, IATA).
Przepisy dotyczace transportu materiatéw niebezpiecznych w miedzynarodowym transporcie lotniczym
(Dangerous Goods Regulations).

Procedura

Przygotowanie nosnika RNA oraz dodawanie wewnetrznej kontroli do
prébek

Stosowanie zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi wraz z zestawem artus EBV
QS-RGQ wymaga wprowadzenia kontroli wewnetrznej (EBV RG IC) do procedury

oczyszczania, aby monitorowa¢ wydajno$¢ przygotowania probek i dalszy przebieg oznaczenia.
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W przypadku cyklu z wieloma oznaczeniami, gdy podczas jednej reakcji PCR oznacza sie
zarowno EBV, jak i CMV, upewni¢ sie, ze podczas procesu oczyszczania uzywany jest CMV
RG IC z zestawu artus CMV QS-RGQ. Nalezy uzyé kontroli CMV RG IC z tej samej serii
zarowno do przygotowania probek, jak i ustawienia oznaczenia dla kontroli PCR. Nie nalezy
uzywac kontroli CMV RG IC o innym numerze serii.

Kontrole wewnetrzne nalezy dodaé¢ wraz z mieszaning nosnik RNA (CARRIER)-bufor AVE
(AVE). Catkowita objetos¢ mieszaniny kontrola wewnetrzna—nosnik RNA (CARRIER)-bufor
AVE (AVE) wynosi 120 pl.

W tabeli przedstawione jest dodanie kontroli wewnetrznej do izolacji w stosunku 0,1 pl na 1 pl
objetosci elucji. Zaleca sie przygotowanie $wiezych mieszanin tuz przed kazdym oznaczeniem.

Zamiennie mozna uzy¢ narzedzia ,IC Calculator” (Kalkulator IC) w panelu zarzadzania

QIAsymphony.
Objetosc (ul) Objetosc¢ (ul)

Skiadnik (probéwki Sarstedt)* (probéwki Corning)’
Wyjsciowy roztwoér nosnika RNA 5 5
(CARRIER)
Kontrola wewnetrzna* 9 9
Bufor AVE 106 106
Objetoéé. koﬁcc_»wa na prébke 120 120
(wytaczajgc objetos¢ martwa)
Catkowita objetos¢ dla n prébek (n x 120) + 3608 (n x 120) + 6007

*

Micro tubes 2.0 ml Type H (Mikroprobéwki 2,0 ml typu H) i Micro tubes 2.0 ml Type |

(Mikroprobéwki 2,0 ml typu 1), Sarstedt nr kat. 72.693 i 72.694.

Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Probowki polistyrenowe z okrggtym dnem 14 ml,
17 x 100 mm) (Corning® Inc., nr kat. 352051; poprzednim dostawcg tych probéwek byta firma Becton
Dickinson, nowym dostawcg jest firma Corning Inc.).

Obliczenie ilosci kontroli wewnetrznej jest oparte na poczatkowych objetosciach elucji (90 pl).

-+

++

Dodatkowa objetos¢ nieuzyteczna zalezy od typu uzytej probéwki dla prébki.

w

Wymagane jest uzycie objetosci mieszaniny wewnetrznej odpowiadajacej 3 dodatkowym probkom

(tj. 360 pl). Nie dopetnia¢ powyzej objetosci catkowitej 1,92 ml (odpowiadajacej maksymalnej liczbie

13 prébek). Objetosci te sg charakterystyczne dla Micro tubes 2.0 ml Type H (Mikroprobdwki 2,0 ml typu H)
i Micro tubes 2.0 ml Type | (Mikroprobéwki 2,0 ml typu 1), Sarstedt nr kat. 72.693 i 72.694).

Wymagane jest uzycie objetosci mieszaniny wewnetrznej odpowiadajgcej 5 dodatkowym prébkom

-

(tj. 600 pl). Nie dopetnia¢ powyzej objetosci catkowitej 13,92 ml (odpowiadajgcej maksymalnej liczbie

111 prébek). Objetosci te sg charakterystyczne dla Tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom
(Probowki polistyrenowe z okrggtym dnem 14 ml, 17 x 100 mm) (Corning Inc., nr kat. 352051; poprzednim
dostawcg tych probéwek byta firma Becton Dickinson, nowym dostawcg jest firma Corning Inc.).

Karta zastosowan QIAsymphony RGQ Zestaw artus EBV QS-RGQ (rodzaj prébki: osocze) 09/2017



Konfiguracja QIAsymphony SP

Szuflada ,Waste” (Odpady)

Uchwyt na pojemnik 1-4
Uchwyt na worek na odpady
Uchwyt na butle na odpady ptynne

Oprézni¢ pudetka
Worek na odpady

Opréznic¢ i zainstalowa¢ butle na odpady
ptynne

Szuflada ,Eluate” (Eluat)

Statyw do elucji

Objetosé¢ elucji*

Mikroprobowki do elucji CL na statyw do
probowek do elucji QS oraz ramka do transferu

Uzy¢ otworu 1, pozycji chtodzenia
Wstepnie zdefiniowana objetos¢ elucji: 60 pl
Poczatkowa objetos¢ elucji: 90 pl

* Objetos¢ elucji jest wybrana wstepnie dla danego protokotu. Jest to minimalna dostepna objetos¢ eluatu
w koncowej probowce elucji. Poczatkowa objetosé roztworu elucji jest wymagana do zapewnienia
witasciwej objetosci eluatu, rownej wstepnie zdefiniowanej wartosci.

Szuflada ,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty eksploatacyjne)

PozycjaRC 1i2

Uchwyt statywu na koncéwki pozycje 1-18

Uchwyt na pojemnik pozycja 1-4

Zatadowac 1 kartridz na odczynniki (RC) na
maksymalnie 48 probek lub 2 nowe kartridze
na odczynniki (RC) na maksymalnie

96 praébki.

Zatadowac wystarczajgca liczbe statywow

z jednorazowymi koncoéwkami z filtrem,

200 pl'i 1500 pl (patrz ,Wymagane elementy
plastikowe dla 1-4 pakietow probek”,

strona 7)

Zatadowac pojemniki zawierajgce kartridze
do przygotowania probek i zamknigcia
8-sztyftowe (patrz ,Wymagane elementy
plastikowe dla 1-4 pakietow prébek”,
strona 7)
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Szuflada ,Sample” (Prébka)

Typ probki Ludzkie osocze pobrane na EDTA
Objetos¢ probki (wliczajac w to nadwyzke) 1200 pl

Probowki z probkami Micro tubes 2.0 ml Type H (Mikroprobéwki
2,0 ml typu H) lub Micro tubes 2.0 ml Type |
(Mikroprobowki 2,0 ml typu 1),
(Sarstedt nr kat. 72.693 i 72.694)

Wkiad Tube Insert 3B (Wkiad do probowki 3B)
(nr kat. 9242083)

Wymagane elementy plastikowe dla 1-4 pakietéw probek

Jeden pakiet, Dwa pakiety, Trzy pakiety, Cztery pakiety,
Sktadnik 24 probki* 48 probek* 72 prébki* 96 prébek*
Jednorazowe 28 52 76 100
koncoéwki z filtrem,
200 pIt#
Jednorazowe 113 206 309 402
koncowki z filtrem,
1500 pIt+
Kartridze do 21 42 54 72
przygotowania
probek’®
Zamkniecia 3 6 9 12
8-sztyftowe!

* Uzycie wiecej niz jednej probdwki kontroli wewnetrznej na pakiet oraz przeprowadzenie wiecej niz
jednego skanu inwentaryzujgcego wymaga dodatkowych jednorazowych koncowek do filtrow.

Na statywie znajdujg sie 32 koncoéwki z filtrem.

Liczba wymaganych koncéwek z filtrem obejmuje koncéwki dla 1 skanu inwentaryzujgcego na kartridz do
odczynnikow.

§ W pojemniku znajduje sig 28 kartridzy do przygotowania prébek.

T W pojemniku znajduje sie dwanascie zamknig¢ 8-sztyftowych.

o+
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Konfiguracja QIAsymphony AS
Materiaty eksploatacyjne

Podczas konfiguracji wiasciwa pozycja kazdego materialu eksploatacyjnego w module

QIAsymphony AS jest wskazywana na ekranie dotykowym urzadzenia.

Rodzaj materiatu Nazwa wyswietlona na Do uzytku z adapterem/
eksploatacyjnego ekranie dotykowym uchwytem do odczynnikow
Pasek probéwek i wieczka, QIA#981103 .

0,1 ml (250) *StripTubes 0.1 Pasek probowek RG 72 QS
Probowki stozkowe, 2 ml, QIA#997102 Uchwyt do odczynnikéw 1 QS
Qsym AS (500)™* *T2.0 ScrewSkirt8

Probéwki stozkowe, 5 ml, QIA#997104 Uchwyt do odczynnikéw 1 QS
Qsym AS (500)* *T5.0 ScrewSKkirt$

*

Oznacza element laboratoryjny, ktéry mozna schtodzi¢ za pomocg adaptera chtodzacego z kodem
kreskowym.

Dla odczynnikéw wchodzgcych w sktad master mix, master mix przygotowanego w systemie, standardow
oznaczenia i kontroli oznaczenia.

Zamiennie mozna uzy¢ probowek Sarstedt opisanych w ,Materialy wymagane, ale niedostarczone”,
strona 2.

Przyrostek ,(m)” widoczny na ekranie dotykowym oznacza, ze obliczenia dotyczace poziomu ptynu dla
stosownej probéwki zoptymalizowano pod katem odczynnikéw tworzgcych menisk wklesty.

-+

+

w

Adaptery i uchwyty do odczynnikéw

Statyw/uchwyt do odczynnikéw Nazwa Wymagana liczbaT
Uchwyty do odczynnikéw Uchwyt do odczynnikéw 1 QS 1
Statywy na prébki Pasek probéwek RG 72 QS 1

T llos¢ obliczona dla cyklu oznaczen z 72 reakcjami.
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Koncowki z filtrem

Zatadowa¢ statywy na koncowki, zaczynajgc od otworéw 1, 2 i 3 w szufladzie ,Eluate and
Reagents” (Eluat i odczynniki). W dalszej kolejnosci zatadowaé statywy do otwordéw 7, 8 i 9
w szufladzie ,Assays” (Oznaczenia).

Nazwa

wyswietlona na
Rodzaj materiatu ekranie Minimalna liczba Minimalna liczba
eksploatacyjnego dotykowym dla 24 reakcji dla 72 reakcji
Koncowki z filtrem, 1500 pl 1500 pl
(1024) 4 5
Koncowki z filtrem, 200 pl 200 pl
(1024) 9 8
Koncowki z filtrem, 50 pl 50 pl
(1024) 25 73
Worki na zuzyte koncowki - 1 1
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Reakcja PCR w urzgdzeniu Rotor-Gene Q*

Szczegdtowe informacje dotyczgce protokotu znajdujg sie w arkuszu protokotu Settings to run
artus QS-RGQ Kits (Ustawienia cykli dla zestawéw artus QS-RGQ) specyficznym dla
oprogramowania na stronie www.qiagen.com/products/artusebvpcrkitce.aspx.

Szczegotowe ustawienia dla zestawu artus EBV QS-RGQ

Szczegotowe ustawienia oprogramowania Rotor-Gene® w wersji 2.1 lub nowszej sg

przedstawione ponize;.

Objetos¢ reakcji (ul) 50

Wstepna denaturacja Temperatura wstepnej denaturaciji
(Hold Temperature): 95 stopni
Czas trwania wstepnej denaturaciji
(Hold Time): 10 minut

Cykle 45 razy
95 stopni przez 15 sekund

65 stopni przez 30 sekund (Uzyskaé na
kanale zielonym, zottym i wigczy¢ funkcje
sLouch—down” dla 10 cykli)

72 stopni przez 20 sekund

Konfiguracja optymalizacji automatycznego 65 stopni (Prébki: kanat zielony; IC: kanat z6tty)
wzmochnienia

Cykl z wieloma oznaczeniami

Zakres detekcji kanatéw fluorescencyjnych nalezy okresli€ na podstawie intensywnosci
fluorescencji zawartosci proboéwek PCR. Klikng¢ opcje Gain Optimisation (Optymalizacja
wzmocnienia) w oknie dialogowym New Run Wizard (Asystent nowego cyklu), aby otworzyé
okno dialogowe Auto-Gain Optimisation Setup (Konfiguracja optymalizacji automatycznego
wzmocnienia) (patrz krok 6 i rysunek 7 w arkuszu protokotu Settings to run artus QS-RGQ Kits
(Ustawienia cykli dla zestawéw artus QS-RGQ)).

* Jesli dotyczy, urzgdzenie Rotor-Gene Q 5plex HRM wyprodukowane w styczniu 2010 roku lub pdznie;.
Date produkcji mozna odczyta¢ z numeru seryjnego umieszczonego na tylnej czesci urzadzenia. Numer
seryjny jest zapisany w formacie ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” okresla miesigc produkcji w cyfrach, ,rr” okresla
dwie ostatnie cyfry roku produkcji, a ,nnn” okresla unikalny identyfikator urzgdzenia.
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W przypadku cyklu pojedynczego oznaczenia ustawi¢ temperature kalibracji na 65, aby

odpowiadata temperaturze przytgczania starteréw z programu amplifikacji. W przypadku cyklu

z wieloma oznaczeniami, gdzie podczas jednej reakcji PCR oznacza sie zaréwno CMV i EBV,

recznie dostosowac intensywnos$¢ kanatow fluorescencyjnych.

1. Klikng¢ opcje Edit (Edytuj) (Rys. 1), aby edytowaé¢ ustawienia kanatéw fluorescencyjnych.

Auto-Gain Optimisation Setup

X

— Dptimization :
~ Auto-Gain Dptimization will read the fluoresence on the inserted sample at

I _‘% different gain levels until it finds one at which the fuorescence levels are

acceptable. The range of fluorezcence pou are looking for depends on the
chemiztiy you are performing.

Set temperature to IBS j degrees.

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[ Perform Dptimisation Before 15t Acquizsition
[~ Perform Dptimisation At 65 D egrees At Beginning Of Fun

— Channel Settings :

Mame I Tube Position | Iin Reading I tdax Feading | tin G ain I tax Gain
Green 1 5FI 10F1 -10 10
Yellow 1 EFl 10F] A0 10 Hemove
Remowve Al |
4] I
Start | tanual... | Close | Help |

Rysunek 1. Reczne dostosowywanie intensywnosci

kanatu fluorescencyjnego.

Dostosowaé intensywnos$¢ dla kazdego kanatu fluorescencyjnego przy réznych pozycjach

probdéwek dla ré6znych oznaczeh (CMV i EBV).

2. Okresli¢ pozycje probowki dla pierwszego oznaczenia artus (np. EBV). Okresli¢ pozycje

probowki dla wszystkich kanatéw fluorescencyjnych i klikng¢ przycisk OK (Rys. 2)

Auto-Gain Optimisation Channel Settings x|

Channel Settings

Channel : Green Tube Positian : 1 = 1
Target Sample Range: |5 ﬂ Flupta |10 ﬂ Fl.
#cceptable Gain Range: |10 ill to I'I 1] j

Cancel | Help |

Rysunek 2. Ustawianie pozycji probéwki.
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3. Klikng¢ przycisk Start, aby rozpoczg¢ optymalizacje wzmocnienia dla pierwszego

oznaczenia artus (Rys. 3)

Auto-Gain Optimisation Setup il

— Dptimization :
= Auto-Gain Dptimization will read the fluoresence on the inserted sample at
different gain levels until it finds one at which the fuorescence levels are
acceptable. The range of fluorezcence pou are looking for depends on the
chemiztiy you are performing.

Set termperature to (55 jdegrees.

Optimize Al | Optimize Acquiting |

[ Perform Dptimisation Before 15t Acquizsition
[~ Perform Dptimisation At 65 D egrees At Beginning Of Fun

— Channel Settings :

| = add. |

Mame I Tube Position | Iin Reading I tdax Feading | tin G ain I tax Gain |Fdll|

Green 1 BF] 10F A0 10

Yellow 1 5F 10FI 10 10 Remave |
Remowve &l |

< |

1 tanual... | Close | Help |

Rysunek 3. Rozpoczynanie optymalizacji wzmocnienia.

4. Zostanie otwarte okno Running Auto-Gain Optimisation (Optymalizacja automatycznego
wzmocnienia w toku). Odczeka¢ do momentu pojawienia sie komunikatu Completed
(Ukonczono) w tym oknie (Rys. 4). Spisa¢ wybrane wartosci wzmocnienia dla obu kanatéw,
a nastepnie klikng¢ przycisk Close (Zamknij) (Rys. 4)

Running Auto-Gain DOptimisation

Messages

Fieading at Gain 5,33 ... 40.05F1 [T oo high) ;l 100
Reading at Gain 267 ... 13.87F1 [Too high)
" ) g 6F1 [In range)

Faor charnnel Yellow :

Looking for readings between 5F| and 10F &0
2 Ontube 1 :
Fieading at Gain 0 ... 4.83F] [Too low) 40
Reading at Gain 5,33 ... 40.1FI [T oo high)
Reading at Gain 267 ... 13.78F1 [Too high)
i el | (|1 range] o0
14 02:15 0216 0217 0218 0z
Completed. LI ﬂ Jﬂ

I Set: BB deg  Actual: B5,0 decChan : Yellow Gain: 1

Rysunek 4. Zakonczono optymalizacje wzmocnienia. Zanotowa¢ warto$ci wzmocnienia

(w tym przypadku 1,33 dla obu kanatéw fluorescencyjnych).
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5. Powtdrzy¢ kroki 1-4 dla pozycji probéwki dla drugiego oznaczenia artus (np. CMV).

6. Klikng¢ opcje Edit Gain (Edytuj wzmocnienie), aby recznie edytowaé wartosci wzmocnienia

(Rys. 5).
=
Temperature Profile : Thiz bow displays

Edit Profile ... |

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain |

Create New. |

help on elements in
the wizard. For help
ot an item, hover
wour mouge over the
item for help. v'ou
can alzo click on a
combo box ta display
help about its
available settings

Green 470nm  510nm
Yellow  B30nm B5Snm 533
Orange  585%wm  E10nm 1]
Red E2Bnm  BEOnm 10
Crimzon B80nm  F10hp 7
Reszet Defaultz |

Gain Optimisation... |

skipwizad | <<Back | Mew» |

Rysunek 5. Reczne edytowanie wartosci wzmocnienia.

7. Wybrac¢ najmniejszg wartos¢ wzmocnienia dla kanatu zielonego zanotowang w kroku 4,
a nastepnie wprowadzi¢ te warto$¢ recznie w oknie Gain for Green (Wzmocnienie dla
kanatu zielonego) (Rys. 6). Wybra¢ najmniejszg warto$¢ wzmocnienia dla kanatu zéttego
zanotowang w kroku 4, a nastepnie wprowadzi¢ te warto$¢ recznie w oknie Gain for Yellow
(Wzmocnienie dla kanatu zéttego) (Rys. 6).

x

-10 o 10

1—§|‘nl - | I-—2

Rysunek 6. Reczne wprowadzanie najnizszych wartosci wzmocnienia.
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8. Wartosci wzmocnienia okreslone podczas kalibracji kanatu (lub recznie przypisane) sg
zapisywane automatycznie oraz wyswietlane w ostatnim oknie menu procedury
programowania (Rys. 7) Klikng¢ przycisk Start Run (Rozpocznij oznaczenie).

New Run Wizard @
Summary :
Setting [ Value I
Green Gain 4
Yellow Gain g
Rotor 72-Well Rotor
Sample Layout 1.23..
Reaction VVolume (in microliters] 50

=11

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

Skip Wizard << Back

Rysunek 7. Rozpoczynanie oznaczenia.

Interpretacja wynikow

W niniejszej sekcji opisana zostata interpretacja wynikow uzyskanych z urzadzenia
Rotor-Gene Q. Aby dokona¢ analizy petnego przebiegu procesu od zatadowania probki do
uzyskania wyniku, przejrze¢ réwniez informacje dotyczgce statusu probki z plikdw wynikéw
QIAsymphony SP/AS. Nalezy uzywac wytacznie prébek z zatwierdzonym statusem.

Zestawu artus EBV QS-RGQ mozna uzy¢ do wykonania oznaczenia na urzgdzeniu
Rotor-Gene Q przy uzyciu recznej analizy oprogramowaniem Rotor-Gene Q w wersji 2.1 lub
wyzszej. W kolejnych sekcjach opisana zostata interpretacja wynikow przy pomocy

oprogramowania Rotor-Gene Q w wers;ji 2.1 lub wyzszej.
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Detekcja sygnatu i wnioski — osocze

Sygnat Sygnat Wynik

w kanale w kanale ilosciowy

zielonym z6itym (kopie/ml) Interpretacja

Tak Tak <157 Wazny wynik: Wykryto DNA wirusa

EBV, <157 kopii/ml.

Nie mozna ustali¢ ilosci, gdyz wynik
ilosciowy znajduje sie pod granica
oznaczalnosci. Nie mozna
zagwarantowac odtwarzalnosci
pozytywnego wyniku.

Tak Tak 2157 i <631 Wazny wynik: Wykryto DNA wirusa
EBV, <631 kopii/ml.
Nie mozna ustali¢ ilosci, gdyz wynik
ilosciowy znajduje sie poza zakresem
liniowym oznaczenia.

Tak Tak/Nie** 2631 i Wazny wynik: Wykryto DNA wirusa
<1x 107 EBV znajdujgce sie w probce w
obliczonym stezeniu.
Wynik ilo$ciowy znajduje sie w
zakresie liniowym oznaczenia.

Tak Tak/Nie** >1 x 107 Wazny wynik: Wykryto DNA wirusa
EBV, >1 x 107 kopii/ml.
Nie mozna ustali¢ ilosci, gdyz wynik
ilosciowy znajduje sie powyzej zakresu
liniowego oznaczenia.*

Nie Tak - Wazny wynik: Nie wykryto DNA wirusa
EBV.T
Nie Nie - Niewazny wynik: Wynik jest

niejednoznaczny.*

*

Jesli konieczne jest oznaczenie ilosciowe, rozcienczy¢ prébke osoczem pozbawionym wirusa EBV i
powtorzy¢ oznaczenie. Pomnozyé wynik ilo$ciowy otrzymany z ponownie oznaczonej prébki przez
wspotczynnik rozcienczenia.

Jesli wartos¢ Cr dla kontroli wewnetrznej probki negatywnej przekracza o ponad 3 cykle wartos¢ C+ dla
kontroli wewnetrznej probki kontroli negatywnej w oznaczeniu (Ct prebkaic — Crt ic ntc >3), wOwczas takg

-+

probke nalezy traktowa¢ jako niewazng. Wynik jest niejednoznaczny.

++

Informacje dotyczace przyczyn oraz eliminowania btedéw mozna odnalezé w sekcji , Troubleshooting
Guide” (Poradnik eliminowania probleméw) w instrukcji EBV QS-RGQ Kit Handbook (Zestaw artus EBV
QS-RGQ — Instrukcja obstugi).

** W takim przypadku detekcja sygnatu z kanatu zéltego nie ma znaczenia, poniewaz wysokie wyjsciowe
stezenie DNA wirusa EBV (pozytywny sygnat w kanale zielonym) moze prowadzi¢ do obnizenia sygnatu
fluorescencyjnego lub jego braku dla kontroli wewnetrznej w kanale zéttym (w mechanizmie kompetycyjnym).
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Konfiguracja wartosci progowej dla analizy PCR

Doboru optymalnych ustawien wartosci progowej dla danej kombinacji urzgadzenia
Rotor-Gene Q i zestawu artus QS-RGQ nalezy dokona¢ empirycznie, sprawdzajgc kazdag
kombinacje oddzielnie, poniewaz jest to warto$¢ wzgledna, zalezna od cato$ciowego przebiegu
pracy diagnostycznej. Na poczatku, dla pierwszego cyklu PCR, wartos¢ progowg mozna
ustawi¢ na domysinym poziomie 0,04. Jednakze warto$¢ te nalezy dokladnie dostosowac
poprzez poréwnawczg analize kolejnych cykli. Wartos¢ progowg nalezy ustawi¢ recznie tuz
powyzej wartoéci sygnatu tta kontroli negatywnych i negatywnych prébek. Srednia warto$é
progowa wyznaczona podczas takich eksperymentéw najprawdopodobniej bedzie odpowiednia
dla wiekszo$ci przysztych oznaczen. Jednakze pomimo tego, uzytkownik powinien regularnie
sprawdzac¢ te wyznaczong wartos¢. Wartosé progowa zwykle miesci sie w przedziale 0,03-0,05
i nalezy jg zaokragli¢ do co najwyzej trzech miejsc po przecinku.

Oznaczenie iloSciowe

Standardy do oznaczen ilosciowych (EBV QS 1-4) z zestawu artus EBV QS-RGQ traktuje sie jak
wczesniej oczyszczone probki. Stosuje sie réwniez te samg objetos¢ (20 pl). Do wyznaczenia
krzywej wzorcowej w urzadzeniach Rotor-Gene Q nalezy wykorzysta¢ wszystkie 4 standardy
ilosciowe i zdefiniowa¢ je w oknie dialogowym Edit Samples (Edytuj prébki) w urzgadzeniu
Rotor-Gene Q jako standardy o okreslonych stezeniach (patrz instrukcja obstugi urzadzenia).

Uwaga: Standardy ilosciowe sg zdefiniowane jako kopie/ul w eluacie. Aby zamieni¢ wartosci
wyznaczone z krzywej wzorcowej na kopie/ml materiatu prébki, nalezy skorzysta¢ z ponizszego

wzoru.

Wynik w materiale Wynik w eluacie (kopie/ul) x Poczgtkowa objetosc¢ elucji (90 pl)*

probki (kopie/ml) Objetosé probki (ml)

Zasadg jest wstawienie poczatkowej objetosci probki do powyzszego wzoru. Nalezy tak postgpic,
jedli przed izolacjg kwasu nukleinowego zmianie ulegta objeto$¢é probki (np. zmniejszyta sie

w wyniku odwirowania lub zwiekszyta sie przez dodanie objetosci wymaganej do izolacji).
W przypadku cyklu z wieloma oznaczeniami, gdy podczas jednej reakcji PCR oznacza sie

zarowno CMV i EBV, sprawdzi¢, czy probki sg analizowane oddzielnie na obecnosé CMV i EBV

z odpowiednimi standardami do oznaczen iloSciowych.

* Obliczenie opiera sie na poczgtkowych objetosciach elucji (90 pl).
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Wspdtczynnik konwersiji

1 kopia/ml odpowiada 0,142 IU/ml w przypadku detekcji DNA wirusa EBV pochodzgcego
z ludzkiego osocza pobranego na EDTA za pomocg urzadzenia Rotor-Gene Q. Ten
wspotczynnik konwersji ma zastosowanie, gdy przestrzegany jest zwalidowany protokot,
okreslony w niniejszym arkuszu zastosowan. Wspotczynnik konwersji jest wartoscig

przyblizong, opartg na srednim wspotczynniku w obrebie dynamicznego zakresu oznaczenia.

Nalezy rowniez uwzglednié¢ pozytywne i negatywne reakcje PCR

Qs4 T
. Qs3 :
. Qs2
Qst \
e \ / ’

1| — NTC

ﬁ § 10 1% 0 Pt » £l 6 “©
Detekcja standardéw do oznaczen ilosciowych (EBV QS 1-4) w zielonym kanale

fluorescencyjnym. NTC: Brak matrycy kontrolnej (kontrola negatywna).

/

QS1-QS4+NTC / /

ﬂl 5 10 * 2 T 5 £ E © “5
Detekcja kontroli wewnetrznej (IC) w zéltym kanale fluorescencyjnym z réwnoczesng
amplifikacja standardéw do oznaczen ilosciowych (EBV QS 1-4). NTC: Brak matrycy
kontrolnej (kontrola negatywna).
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Historia zmian dokumentu

Wrzesien 2017 Dodano informacje dotyczaca wspoétczynnika konwers;ji (kopie na
IU/ml). Usunieto przypis stanowigcy, ze w jednym cyklu AS mozna
skonfigurowa¢ do 216 oznaczen. Zmieniono wymagane materiaty,
tak aby byly uwzglednione tylko materiaty wymagane do
konfiguracji zintegrowanego cyklu maksymalnie 72 reakcji na
QS-SP/AS. Dodano bardziej szczegétowe informacje dotyczgce
uzycia materiatow do cyklu z wieloma oznaczeniami z EBV (uzycie
CMV IC). Dodano informacje dotyczgce uzycia oprogramowania
QIAsymphony Management Console do przygotowania carrierRNA
(nosnik RNA) i IC w sekcji ,Procedura”. Zmieniono producenta
sprzetu laboratoryjnego z firmy BD na firme Corning.
Doprecyzowano ustawienia cyklu RGQ (uzycie funkgciji
JStouch—down”, akwizyciji). Dodano informacje dotyczgce
interpretacji wynikéw, aby uwzgledni¢ przypadki ,pozytywny pod
wzgledem patogenu i negatywny dla IC”. Usunigto instrukcje
dotyczace uzycia Rotor-Gene AssayManager. Zmieniono granice
wynikow ilosciowych w celu dostosowania ich do zaktualizowanego
zakresu liniowego wartosci. Doprecyzowano réznice miedzy
stezeniem eluatu i probki w obliczeniu ilosciowym. Dostosowano
wykaz oczyszczania wstepnego. Zaktualizowano wersje protokotu
QIAsymphony: zwiekszono numer wers;ji ,Assay Parameter Set”
(Zestaw parametrow oznaczenia) z V4 na V5 i ,Default Assay
Control Set” (DomysIny zestaw kontroli oznaczenia) z V6 na V7.

Aktualne informacje licencyjne oraz wylgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegodlnych
produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu
QIAGEN. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawu QIAGEN s3g dostepne
w witrynie www.giagen.com. Mozna je takze zaméwi¢ w serwisie lub u lokalnego dystrybutora
firmy QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); BD™ (Becton, Dickinson i Company); Corning® (Corning Inc.);
Sarstedt® (Sarstedt AG i Co.). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaly oznaczone jako
zastrzezone, nie mozna uwazac za niechronione przepisami prawa. 09/2017 HB-0357-S02-002

© 2012-2017 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.




Sktadanie zaméwien www.giagen.com/shop | Pomoc techniczna support.giagen.com | Strona WWW www.giagen.com
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