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Kullanim Amaci

artus CMV RG PCR Kit insan plazmasinda sitomegalovirtis (CMV) DNA'sinin kantitasyonu
icin bir in vitro niikleik asit amplifikasyonu testidir. Bu diagnostik test kiti polimeraz zincir
reaksiyonunu (Polymerase Chain Reaction, PCR) kullanir ve Rotor-Gene Q Cihazlariyla
kullaniimak tzere konfigiire edilmistir.

artus CMV RG PCR Kitin CMV hastaligina yonelik risk altinda olan hastalarda CMV
enfeksiyonunun yonetimi igin klinik sunum ve diger laboratuvar isaretleriyle birlikte
kullaniimasi amaglanmigtir.

artus CMV RG PCR Kit'ten elde edilen sonuglar, tim ilgili klinik ve laboratuvar bulgulari
baglaminda yorumlanmalidir.

artus CMV RG PCR Kit'in kanda veya kan uriinlerinde CMV varligina yonelik bir tarama testi
veya CMV enfeksiyonu varligini teyit etmek Uzere diagnostik bir test olarak kullaniimasi
amaglanmamigtir.

Aciklama ve Ilke

Artus CMV RG PCR Kit, Rotor-Gene Q MDx Cihazlarinda polimeraz zincir reaksiyonu
(Polymerase Chain Reaction, PCR) kullanilarak CMV DNA saptanmasi igin kullanima hazir
bir sistem olusturur. CMV RG Master, CMV genomu i¢erisinde Major Immediate Early (MIE)
Geninin bir 105 bp bdélgesinin spesifik amplifikasyonuna (tahlil gB1 — gB4 CMV genotiplerini
saptayabilir) ve Rotor-Gene Q MDx cihazinin Cycling Green floresans kanalinda bu spesifik

amplikonun dogrudan saptanmasina yonelik reaktifler ve enzimler igerir.

Buna ek olarak, artus CMV RG PCR Kit olasi PCR inhibisyonunu tespit etmek icin ikinci bir
heterolog amplifikasyon sistemi igerir. Bu, Rotor-Gene Q MDx cihazinin Cycling Yellow
floresans kanalinda bir dahili kontrol (Internal Control, IC) olarak saptanir. Harici pozitif
kontroller (CMV QS 1-4) saglanir ve bunlar viral DNA miktarinin belirlenmesini saglar. Daha

fazla bilgi igin, bakiniz "Kantitasyon", sayfa 22.
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Patojen Bilgisi

insan sitomegaloviriisii (CMV) enfekte kisilerde kan, dokular ve hemen hemen tiim sekretuar
sivilarda bulunur. Bulagsma oral veya cinsel yolla, kan nakli veya organ nakliyle ve intrauterin
veya perinatal olarak gergeklesebilir (1-4). CMV viral yik testi hastalik riskini degerlendirme,
hastaligi teshis etme ve tedaviye yaniti izleme agisindan énemli bir yardimci unsurdur (5).

CMV enfeksiyonu siklikla belirtisiz bir enfeksiyona ve sonrasinda virlisiin viicutta dmr boyu
kalmasina neden olur. Belirti olusursa gencler ve yetiskinlerde ates, hafif hepatit ve genel
halsizlik ile mononiikleoza benzer (6). Ozellikle intrauterin olarak enfekte olanlar ve immiin

yetmezlikli hastalarda olmak Uzere siddetli CMV enfeksiyonu seyri gézlenmistir (4,7).

Prosedur Prensibi

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) ile patojen saptanmasi patojen
genomunun spesifik bolgelerinin amplifikasyonunu temel alir. Real-time PCR'de, amplifiye edilen
urdin floresan boyalar yoluyla saptanir. Bunlar genellikle amplifiye edilmis Grtine spesifik olarak
baglanan oligoniikleotid problariyla baglantilidir. PCR galigsmasi sirasinda (yani, gergek zamanli
olarak) floresans siddetlerinin izlenmesi PCR galismasi sonrasinda reaksiyon tiplerinin tekrar
aciimasina gerek kalmadan biriken Urlinlin saptanmasi ve kantitasyonunu mimekun kilar (8).
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Saglanan Materyaller

Kit Igerigi
artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
Katalog no. 4503263 4503265
Reaksiyon sayisi 24 96
Mavi CMV RG Master (Taq 0,1 Ufpl) 2 x 12 reaksiyon
San CMV Mg-Sol* Mg-Sol 600 i
Kirmizi CMV QS 1' (1 x 104 kopya/pl) QS 200 ui
Kirmizi CMV QS 21 (1 x 103 kopya/pl) QS 200 pl
Kirmizi CMV QS 31 (1 x 102 kopya/ul) Qs 200 pl
Kirmizi CMV QS 41 (1 x 101 kopya/pl) QS 200 pi
Yesil CMV RG IC¥ Ic 1000 pl
1000 pl
Beyaz Su (PCR sinifi) (Water (PCR grade))

Kullanma talimati [:Ij]

* Magnezyum solusyonu
t Kantitasyon standardi
* Dahili kontrol

artus CMV RG PCR Kit  03/2021




Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Reaktifler

e DNA izolasyon kiti (bakiniz "DNA izolasyonu", sayfa 12)

Sarf Malzemeleri

e Filtreli steril pipet uglari

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

e Alternatif olarak: PCR Tubes, 0.2 ml, 36-well rotor ile kullanim igin (kat. no. 981005
veya 981008)

Ekipman

e Pipetler (ayarlanabilir)’

e Vorteks karistiric’

® 2 ml reaksiyon tiipleri igin rotorlu masatsti santrifiij"

e Cycling Green ve Cycling Yellow igin floresans kanalli Rotor-Gene Q MDx Cihazlar”

® Rotor-Gene Q Yazilim sirimu 2.3.5 veya Uzeri

® Sogutma blogu (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, kat. no. 9018901 veya Loading Block

96 x 0.2 ml Tubes, kat. no. 9018905)

" Kullanim 6ncesinde cihazlarin reticinin 6nerilerine gére kontrol edildigi ve kalibre edildiginden emin olun.
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Uyarilar ve Onlemler

Guvenlik bilgileri

Kimyasallar ile ¢caligirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimlik eldiven ve
koruyucu goézlik kullanin. Daha fazla bilgi igin lutfen uygun givenlik veri sayfalarina (Safety
Data Sheets, SDS'ler) bagvurun. Bunlar, her bir QIAGEN Kkiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi
bulabileceginiz, goérintileyebileceginiz ve yazdirabilecediniz www.qiagen.com/safety
adresinde cevrimigi olarak uygun ve kompakt PDF bigiminde mevcuttur.

Ornek ve tahlil atigini yerel giivenlik diizenlemelerinize uygun olarak atin.

Onlemler
Kullanici sunlara daima dikkat etmelidir:

e Filtreli steril pipet uglari kullanin.

® Pozitif materyalleri (numuneler, pozitif kontroller ve amplikonlar) tim diger reaktiflerden
ayri saklayin ve ekstrakte edin ve bunlari reaksiyon karisimina konumsal acidan ayriimig
bir yerde ekleyin.

® Tahlile baslamadan 6nce tim bilesenleri oda sicakliginda (15-25°C) ¢6zUndurin.

® Cozdurildiginde bilesenleri karnistirin (asagi ve yukari pipetleyerek veya titregimli
vorteks yaparak) ve kisaca santrifiij yaptirin.

e Hizli galisin ve bilesenleri buz lzerinde veya sodutma blogunda tutun (72/96 kuyulu
yukleme blogu).
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Reaktif Saklama ve Kullanma

artus CMV RG PCR Kit bilesenleri -30°C ila -15°C'de saklanmalidir ve etikette belirtilen son
kullanma tarihine kadar stabildir. Tahlil duyarliigini azaltabileceginden tekrarlanan
¢bzdirme ve dondurmadan (>2x) kaginiimahdir. Reaktifler arada kullanilacaksa alikotlar
halinde dondurulmalari gerekir. 2-8°C'de saklama 5 saatlik bir ddnemi gegmemelidir.

Numune Kullanimi ve Saklama

Not: Tim 6rneklere potansiyel enfeksiy6z madde olarak bakilmalidir.

Not: Bu kitin performansini dogrulamak icin gerceklestirilen analitik calismalar CMV
saptamasi igin en uygun 6rnek materyalleri olarak EDTA plazmayi géstermektedir. Bu
nedenle artus CMV RG PCR Kit ile bu materyalin kullaniimasini 6éneririz.

artus CMV RG PCR Kit'in dogrulamasi insan EDTA plazma 6rnekleri kullanilarak yapilmistir.
Baska ornek materyalleri dogrulanmamistir. Litfen 6rnek hazirlama igin sadece 6nerilen
niikleik asit izolasyon kitini (bakiniz "DNA izolasyonu", sayfa 12) kullanin.

Bazi drnek materyalleri kullanilirken toplama, tasima ve saklamayla ilgili belirli talimatlara
kati sekilde uyulmasi gerekir.

Numune Toplama

Her kan alinmasi kan damarlarinda (arterler, venler veya kapillerler) hasara neden olur.
Sadece zararsiz ve steril materyal kullaniimalidir. Kan alma igin uygun tek kullanimlik
malzeme mevcut olmalidir. Ven ponksiyonu icin ¢ok ince olan kapiller igneler
kullaniimamalidir. Vendz kan alinmasi dirsek eklemi, én kol ve elin arkasinin uygun
kisimlarinda yapilmalidir. Kanin standart numune toplama tuplerine (kirmizi kapak,
Sarstedt® veya baska Ureticinin esdeger tiipli) alinmasi gerekir. 5-10 ml hacminde kan bir
EDTA tlpl igine alinmahdir. TUpler 6rnek alindiktan hemen sonra ters gevrilerek
karistiriimahdir (8x, sallamayin).

Not: Heparinize ornekler kullaniimamalidir.
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Ornek Saklama

Tam kan 6 saat i¢inde 20 dakika 800—1600 x g hizinda santrifiigasyon ile plazma ve hucresel
bilesenlerine ayriimalidir (9,10). izole edilen plazma steril polipropilen tiiplere aktarilir.
Tahlilin duyarlihdi, érnekler rutin sekilde dondurulursa veya daha uzun sireligine saklanirsa
azalabilir.

Ornek Tasima

Ornek materyali prensip olarak kirilmaz bir tasima kabinda tasinmalidir. Bu sekilde érnek
sizmasi nedeniyle olasi enfeksiyon tehlikesinden kaginilabilir. Ornekler patojenik materyalin

taginmasi igin yerel ve ulusal talimat izlenerek taginmalidir.”

Ornekler 6 saat icinde sevk edilmelidir. Ornekleri alindiklari yerde saklamak 6nerilmez.
Ornekleri patojenik materyalin tasinmasi igin yasal talimat izlenerek postayla géndermek
miimkiindiir. Orneklerin bir kuryeyle tasinmasini éneriyoruz. Kan érnekleri sogutulmus (2-
8°C) olarak ve ayrilmis plazma derin dondurulmus (-30 ila -15°C) olarak génderilmelidir.

" International Air Transport Association (Uluslararasi Hava Tasimaciigi Dernegi, IATA). Dangerous Goods
Regulations (Tehlikeli Mallar Dizenlemesi).
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Prosedur

DNA izolasyonu

Tablo 1 icerisinde gosterilen QIAGEN'den kitler artus CMV RG PCR Kit ile kullaniimak tzere
belirtilen insan 6rnegi tiplerinden viral DNA saflastirma igin dogrulanmistir. Viral DNA

saflastirmayi ilgili kit el kitaplarindaki talimatlara gére yapin.

Tablo 1. artus CMV RG PCR Kit ile kullaniimak lizere dogrulanmig saflagtirma kitleri

Ornek Ornek Niikleik asit izolasyon

materyali biliylkligi kiti Katalog numarasi  Tasiyici RNA
EDTA plazma 500 pl QlAamp® DSP Virus Kit 60704 Dahil

EDTA plazma 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Danil

Not: Ekstraksiyon etkinligi ve sonugta DNA/RNA verimi agisindan tasiyicit RNA kullaniimasi
cok dnemlidir. QlAamp DSP Virus Kit ile saglanan tasiyici RNA'nin stabilitesini artirmak igin
QIAamp DSP Virus Kit El Kitabi'nin "Reaktifleri ve tamponlari hazirlama" bolimiinde verilen

tasiyici RNA tekrar olugturma ve saklamayla ilgili bilgilere gore ilerlemenizi 6neririz.

Not: arfus CMV RG PCR Kit dahili kontroli dogrudan izolasyon igleminde kullanilabilir.
izolasyon sirasinda negatif bir plazma 6rnegini dahil ettiginizden emin olun. izolasyonu
degerlendirmenin temeli dahili kontrolliin karsilik gelen sinyalidir (bakiniz agagidaki "Dahili
Kontrol” bolimu).
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Dahili Kontrol

Bu kit ile bir dahili kontrol (CMV RG IC) saglanir. Bu durum kullanicinin hem DNA izolasyon
proseduriind kontrol etmesine, hem de olasi PCR inhibisyonu i¢in denetim yapmasina izin
verir. Bu uygulama igin dahili kontroll 1 pl eltisyon hacmi bagina 0,1 pl oraninda izolasyona
ekleyin. Ornegin QlAamp DSP Virus Kit kullanildiginda, DNA eliisyonu 60 pl Eliisyon
Tamponu (AVE) iginde yapilir. Bu nedenle baslangicta 6 pl dahili kontrol eklenmelidir. Dahili

kontrol miktari sadece elisyon hacmine baglidir.

Not: Dahili kontrol ve tasiyici RNA (bakiniz "DNA izolasyonu", sayfa 12) sadece lizis
tamponu ile 6rnek materyali karisimina veya dogrudan lizis tamponuna eklenmelidir.

Dahili kontrol 6rnek materyaline dogrudan eklenmemelidir. Lizis tamponuna eklenirse |utfen
dahili kontrol ve lizis tamponu—tasiyici RNA karisiminin taze olarak hazirlanmasi ve hemen
kullanilmasi gerektigine dikkat edin (karisimin oda sicakligi veya buzdolabinda sadece
birka¢ saatligine bile saklanmasi dahili kontrol basarisizligi ve azalmis ekstraksiyon
etkinligine yol agabilir).

Not: Dahili kontrol ve tasiyici RNA'y1 6rnek materyaline dogrudan eklemeyin.

Bir saflastirmayi basarili kabul etmek igin saflastirma (QlAamp DSP Virus Kit) sirasinda
islenmis bir negatif plazma 6rnegi dahili kontroli Ct degerinin Rotor-Gene Q Cihazlari
kullanilarak Ct = 27 + 3 (esik: 0,03) degerine ulagsmasi gerekir (daha fazla bilgi igin bkz. sayfa
25). Belirtilen aralik saflastirma ve cihazin varyansini temel alir. Daha buyik bir sapma bir
saflagtirma problemine isaret eder. Bu durumda, saflastirmanin kontrol edilip gerekirse ikinci
bir kez dogrulanmasi gerekir. Baska bir sorunuz varsa veya sorun yasarsaniz QIAGEN
Teknik Servisleri ile irtibat kurun.

istege bagl olarak, dahili kontrol sadece olasi PCR inhibisyonunu kontrol etmek igin
kullanilabilir. Bu uygulama igin dahili kontrolii protokolde adim 2b iginde tanimlandidi sekilde
CMV RG Master ve CMV Mg-Sol karisimina dogrudan ekleyin (sayfa 15).
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Protokol: PCR ve Veri Analizi

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

Protokole baslamadan 6nce Rotor-Gene Q Cihazina hakkinda bilgi edinmek igin zaman
ayirin. Daha fazla bilgi i¢in ilgili cihaz kullanim kilavuzuna bakin.

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
galismasi icin saglanan 4 kantitasyon standardinin (CMV QS 1-4) hepsini kullanin.

Baslamadan 6nce yapilacaklar

® Sogutma blogunun (Rotor-Gene Q Cihazinin aksesuarl) 2-8°C'ye 0©nceden
sogutuldugundan emin olun.

® Her kullanimdan 6nce tiim reaktiflerin tamamen ¢oziilmesi, karistiriimasi (tekrarlanan
yukari - asagi pipetleme veya hizli vorteksleme ile) ve kisa sire santrifije edilmesi
gerekir.

Prosedur

1. istenen sayida PCR tiipiinii sogutma blogunun adaptérlerine yerlestirin.

2. Dahili kontroli DNA izolasyon islemini izlemek ve olasi PCR inhibisyonunu kontrol etmek

icin kullaniyorsaniz adim 2a'yi izleyin. Dahili kontrolii sadece PCR inhibisyonunu kontrol
etmek icin kullaniyorsaniz adim 2b'yi izleyin.

Not: Dahili kontrolii kantitasyon standartlari i¢in kullanilan CMV RG Master ve CMV Mg-
Sol Urtinlerine eklemeniz kuvvetle 6nerilir. Kantitasyon standartlari igin dahili kontroll bu
protokolde adim 2b iginde tanimlandidi sekilde dogrudan CMV RG Master ve CMV Mg-
Sol uriinlerine ekleyin ve bu master karigimi her kantitasyon standardi (CMV QS 1-4)

icin kullanin.

14
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2a. Dahili kontrol, izolasyona zaten eklenmistir (bakiniz Dahili Kontrol, sayfa 13). Bu
durumda Tablo 2 uyarinca bir master karisim hazirlayin (sonraki sayfa).
Reaksiyon karisimi tipik olarak érnek disinda PCR igin gerekli tiim bilesenleri igerir.

Tablo 2. Master karisimin hazirlanmasi (dahili kontrol DNA izolasyonunu izlemek ve PCR inhibisyonunu
kontrol etmek igin kullaniliyor)

Ornek sayisi 1 12
CMV RG Master 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5 pl 60 l
CMVRGIC 0pl opl
Toplam hacim 30 pl 360 pl

2b. Dahili kontrol dogrudan CMV RG Master ve CMV Mg-Sol karisimina eklenmelidir.
Bu durumda Tablo 3 uyarinca bir master kansim hazirlayin.
Reaksiyon karigimi tipik olarak érnek disinda PCR igin gerekli tim bilesenleri igerir.

Tablo 3. Master karisimin hazirlanmasi (dahili kontrol sadece PCR inhibisyonunu kontrol etmek igin
kullaniliyor)

Ornek sayisi 1 12
CMV RG Master 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 2yl 24 4l
Toplam hacim 32 pl* 384 pl*

* Dahili kontroli eklemenin neden oldugu hacim artisi, PCR tahlili hazirlanirken dikkate alinmaz. Saptama sisteminin
duyarhhg: etkilenmez.

3. Her bir PCR tiiptine master karisimin 30 ul kadarini pipetleyin, ardindan eliisyon yapilmis
o6rnek DNA'sindan 20 pl ekleyin (bkz. Tablo 4). Buna karsilik olarak kantitasyon
standartlarinin (CMV QS 1-4) en az birinden 20 pl pozitif kontrol olarak ve 20 pl su (Su,
PCR sinifi) negatif kontrol olarak kullaniimalidir.
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Tablo 4. PCR tahlilini hazirlama

Ornek sayisi 1 12
Master karisim 30 ul her birinden 30 pl
Ornek 20 ul her birinden 20 pl
Toplam hacim 50 pl her birinden 50 pl
Ornek sayisi 1 12

4. PCR tuplerini kapatin. Kilitteme halkasinin (Rotor-Gene Cihazinin aksesuari) tlplerin

calisma sirasinda yanlislikla agilmasini énlemek tzere rotorun Ustiine yerlestirildiginden

emin olun.

5. CMV DNA saptamak icin agagidaki adimlara gére bir sicaklik profili olugturun.

Genel tahlil parametrelerini kurma Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil 3
Hot-start enziminin baslangi¢ aktivasyonu Sekil 4
DNA amplifikasyonu (touchdown PCR) Sekil 5
Floresans kanali duyarliligini ayarlama Sekil 6
Calismayi baslatma Sekil 7

Tum spesifikasyonlar Rotor-Gene Q Yazilim suriimi 2.3.5 veya Ust ile ilgilidir. Rotor-Gene

Cihazlarini programlama hakkinda ek bilgiyi ilgili cihaz kullanim kilavuzunda bulabilirsiniz.

Sekillerde bu ayarlar kalin siyah cerceveyle gosterilmistir. Rotor-Gene Q Cihazlari igin

sekiller dahil edilmigtir.

6. New Run Wizard (Yeni Calisma Sihirbazi) iletisim kutusunu agin (Sekil 1, sonraki sayfa).

Locking Ring Attached (Kilitteme Halkasi Takili) kutusunu isaretleyin ve Next (Sonraki)

6gesine tiklayin.

16
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

72-‘Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached I

Ota

Sekil 1. "New Run Wizard" (Yeni Galigma Sihirbaz) iletisim kutusu.

7. PCR reaksiyon hacmi igin 50 secin ve Next (Sonraki) kismina tiklayin (Sekil 2).

New Run Wizard I

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.
Operator : |Q iagen
Notes :
' Reaction 5n =
Volume (pL): =
Sample Layout : | it B j

x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | <cBack |

Sekil 2. Genel tahlil parametrelerini kurma.
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8. Sonraki New Run Wizard (Yeni Calisma Sihirbazi) diyalog kutusunda Edit Profile (Profil
Duizenle) diigmesine tiklayin (Sekil 3) ve sicaklik profilini Sekil 3 ila Sekil 5'te gosterildigi

gibi programlayin.

New Run Wizard

Temperature Profile :

Channel Setup :

Mame | Source | Detector | Gain | Create New... I
Green  470nm  510nm
Yelow  530nm  555nm
Orange  585nm  B10nm
Red 625nm  B60nm
Crimson  680nm  710hp

Edit... |
Edit Gain... I
Remove I
Reset Defaults |

N

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Skipwizard | <«cBack f New>> |

Sekil 3. Profili diizenleme.

8 Edit Profile X

7 . € W @
Mew Open Save As Help

The fun will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the rin to be performed :

It cycle below to modify it :
1 = Insert after...

Insert before...
Remaove

Hold Temperature: g5 deg.
2- Hold Time : 10 |mins 0 |secs
e

Sekil 4. Hot-start enziminin baglangi¢ aktivasyonu.
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% Edit Profile 3

2 . ¢ W| e

MNew Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1 Insert befare...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stgbs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs / 5

65 deg. for 30 secs

ao-fE] s

x 6

Sekil 5. DNA amplifikasyonu. Baglanma adiminda touchdown islevini 10 déngii igin etkinlestirdiginizden
emin olun.

9. Floresans kanallari icin saptama araliginin PCR tiplerindeki floresans yogunluklarina
gore belirlenmesi gerekir. Auto-Gain Optimisation Setup (Otomatik Kazang
Optimizasyon Kurulumu) iletisim kutusunu agmak icin New Run Wizard (Yeni Calisma
Sihirbazi) iletisim kutusunda Gain Optimisation (Kazang Optimizasyonu) 6gesine
tiklayin (bkz. Sekil 3, énceki sayfa). Kalibrasyon sicakligini, amplifikasyon programinin
baglanma sicakligiyla eslesmesi icin 65°C olarak ayarlayin (Sekil 6, sonraki sayfa).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< >

2 "I Start I Manual.. Close Help

$Sekil 6. Floresans kanali duyarlihgini ayarlama.

10. Kanal kalibrasyonu tarafindan belirlenen kazang degerleri otomatik olarak kaydedilir ve
programlama isleminin son menl penceresinde liste halinde verilir (Sekil 7, sonraki
sayfa). Start Run (Calismayi Baslat) 6gesine tiklayin.
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

Save Template

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
beagin the un. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Sekil 7. Calismayi baslatma.
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Sonuclarin Yorumlanmasi

Kantitasyon

Saglanan kantitasyon standartlarina (CMV QS 1-4) daha 6nce saflastiriimis érneklerle ayni
sekilde muamele edilir ve ayni 20 pl hacim dogrudan PCR'de kullanilir (ilave ekstraksiyon
gerekmez). Rotor-Gene Q cihazlar lzerinde standart bir edri olusturmak igin 4 kantitasyon
standardinin hepsi kullaniimali ve belirtilen konsantrasyonlarla standartlar Edit Samples
(Ornekleri Diizenle) diyalog kutusunda tanimlanmaldir (bakiniz ilgili cihaz kullanim

kilavuzu).

Not: Dogru kantitasyon saglamak igin dahili kontroli kantitasyon standartlari igin kullanilan
CMV RG Master ve CMV Mg-Sol uriinlerine eklemeniz kuvvetle dnerilir. Bu uygulama igin
dahili kontroll bu protokolde adim 2b iginde (sayfa 15) tanimlandigi sekilde dogrudan CMV
RG Master ve CMV Mg-Sol Urlnlerine ekleyin ve bu master karisimi her kantitasyon
standardi (CMV QS 1-4) icin kullanin.

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

uygulanmasi gerekir:

Son (kopya) Sonug (kopya/ul) x Eliisyon Hacmi (pl)
u = =
™Y Ornek Hacmi (ml)

Prensip olarak baglangi¢ érnek hacmi yukaridaki denkleme girilmelidir. Ornek hacmi niikleik
asit ekstraksiyonu éncesinde degistirildiginde bunun dikkate alinmasi gerekir (6rn. hacmin
santrifjleme iglemiyle azaltiimasi veya izolasyon igin gerekli hacme ekleme yapilarak

hacmin arttiriimasi).
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Not: Kantifikasyon standartlari, Diinya Saglik Orgitii (DSO) tarafindan belirlenen sekliyle
insan Sitomegaloviriisii icin 1. Uluslararasi Standart'a (NIBSC kodu: 09/162) gore kalibre
edilmigtir.

QlAamp DSP Virus Kit dikkate alinarak kopya/ml'yi IU/ml'ye dénustirmek igin:

DSO (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (kopya/ml)

Not: QlAamp is akisl igin, kantifiye edilmis 6rnekler QS 1 x 10" ila 1 x 10* kopya/ul dogrusal

araligi dahilinde olmalidir. Bu aralik diginda kantitasyon glvencesi verilemez.

EZ1 Advanced XL cihazi Gizerinde EZ1 DSP Virus Kit dikkate alinarak kopya/ml'yi lU/ml'ye

donustirmek igin:
DSO (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (kopya/ml)

Not: EZ1 is akigl icin, kantifiye edilmis 6rnekler 3,16E+02 ila 1,00E+08 kopya/ml| dogrusal

araligi dahilinde olmalidir. Bu aralik diginda kantitasyon glivencesi verilemez.

Sonuglar

Pozitif ve negatif PCR reaksiyonlari érnekleri Sekil 8 ve Sekil 9'da verilmistir, (sonraki sayfa).
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07

QS4
QS3

0,6

05
Qs2

i
Y

/

Norm. Flore,
o
w

e~ /

/

/ /
0,2 / / y /
/
o / / = NTC
\
o| Esik_] ke AN
2 5 10 15 20 2 30 35 40 45
Dongii

Sekil 8. Kantitasyon standartlarinin (CMV QS 1-4) floresans kanali Cycling Green iginde saptanmasi.

NTC: No Template Control (Sablon kontrolii yok) (negatif kontrol).

0,3 ]
éz
0,25 |
0,2 |
o
s QS 1-QS 4 +NTC
i 0,15 |
£
o
z
0,1 |
0,05 |
Esik
0 = 7
ﬁ 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Dongii

Sekil 9. Kantitasyon standartlarinin (CMV QS 1-4) es zamanh amplifikasyonu ile dahili kontroliin (internal
control. IC) floresans kanali Cycling Yellow icinde saptanmasi. NTC: No Template Control (Sablon kontrolii

yok) (negatif kontrol).
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Floresans kanal Cycling Green icinde bir sinyal saptanir.

Analizin sonucu pozitiftir: drnek CMV DNA igerir.

Bu durumda Cycling Yellow kanalinda bir sinyalin saptanmasi kullaniimayabilir ¢lnku
yuksek baslangic CMV DNA konsantrasyonlari (Cycling Green kanalinda pozitif sinyal)

Cycling Yellow kanalinda dahili kontrol floresans sinyalinin azalmis olmasi veya olmamasina

neden olabilir (rekabet).

Floresans kanali Cycling Green iginde sinyal saptanmaz. Ayni zamanda Cycling Yellow
kanalinda dahili kontrolden bir sinyal belirir.

Ornekte hichir CMV DNA's| saptanamaz. Negatif kabul edilebilir.

Negatif CMV PCR durumunda dahili kontroliin saptanan sinyali PCR inhibisyonu olasilidini
ortadan kaldirir.

Cycling Green veya Cycling Yellow kanallarinda sinyal saptanmaz.

Bir sonuca varilamaz.

Hata kaynaklari ve ¢6zUmleriyle ilgili bilgi "Sorun Giderme Kilavuzu", sayfa 41 iginde

bulunabilir.
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Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca her artus CMV RG PCR Kit tutarli

ariin kalitesini saglamak lizere 6nceden belirlenmis spesifikasyonlara gore test edilir.
Sinirlamalar

Tum reaktifler sadece in vitro tani amagl kullanim igindir.

Uriin in vitro diagnostik prosediirler konusunda ézel olarak talimat ve egitim almig personel

tarafindan kullanima yoneliktir.
Optimum PCR sonuglari igin ilgili cihaz kullanim kilavuzuna kati olarak uymak gerekir.

TUm bilesenlerin kutu ve etiketlerinde basili son kullanma tarihlerine dikkat edilmelidir. Son
kullanma tarihi ge¢cmis bilesenleri kullanmayin.

Nadir olsa da kitin primerleri ve/veya probun kapsadigi viral genomun yiksek &lglide
korunmus bodlgelerinde mutasyonlar olmasi bu vakalarda virls varliginin saptanmamasi
veya eksik kantitasyonla sonuglanabilir. Tahlil tasariminin gegerliligi ve performansi diizenli
araliklarla revize edilmektedir.
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Performans Ozellikleri

Analitik Duyarhlik

Analitik tespit sinirt ve ayrica saflastirma dikkate alinarak analitik tespit siniri (duyarhhk
sinirlar) artus CMV RG PCR Kit igin degerlendirilmistir. Saflastirma dikkate alinarak analitik
tespit sinir belirli bir ekstraksiyon yontemiyle kombinasyon halinde CMV pozitif klinik
numuneler kullanilarak belirlenir. Analitik tespit sinin ise bunun aksine bilinen
konsantrasyonda CMV DNA kullanilarak segilen ekstraksiyon ydnteminden bagimsiz olarak
belirlenir.

artus CMV RG PCR Kit'in analitik duyarliligini belirlemek i¢in 10 ila nominal 0,00316 kopya/ul
seklinde bir CMV genomik DNA dillisyon serisi olusturulmus ve arfus CMV RG PCR Kit ile
kombinasyon halinde Rotor-Gene Cihazlar (izerinde analiz edilmistir. Testler 8 replikatta 3
farkli ginde yapilmistir. Sonuglar probit analiziyle belirlenmistir. Rotor-Gene 6000 Uizerinde
probit analizinin grafik bir temsili Sekil 10'da verilmistir (sonraki sayfa). Rotor-Gene Q
MDx/Q/6000 ve Rotor-Gene 3000 ile kombinasyon halinde artus CMV RG PCR Kit'in analitik
tespit sinin sirasiyla 0,36 kopya/ul (p = 0,05) ve 0,24 kopya/ul (p = 0,05) seklindedir. Bu
0,36 kopya/ul veya 0,24 kopya/ul saptanmasi olasilhiginin %95 oldugu anlamina gelir.
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Sekil 10. Probit analizi: CMV (Rotor-Gene 6000). Rotor-Gene 6000 iizerinde artus CMV RG PCR Kit'in analitik
duyarlihgr.

Rotor-Gene Cihazlar Gzerinde artus CMV RG PCR Kit'in saflastiriimasi (QlIAamp DSP Virus
Kit) dikkate alinarak analitik duyarlilik klinik plazma numunelerine eklenen 1000 ile nominal
0,316 CMV kopya/ml arasinda CMV virlis materyali diliisyon serisi kullanilarak belirlenmistir.
Bunlar su trinle DNA ekstraksiyonuna tabi tutulmustur: QlAamp DSP Virus Kit (ekstraksiyon
hacmi: 0,5 ml eltisyon hacmi: 60 pl). 8 dilisyonun her biri artus CMV RG PCR Kit'te 3 farkli
glinde 8 replikat ile analiz edilmistir. Sonuglar probit analiziyle belirlenmistir. Probit analizinin
grafik bir temsili Sekil 11 icinde gosterilmektedir (sonraki sayfa). Rotor-Gene 3000 ile
kombinasyon halinde artus CMV RG-PCR Kit'in saflagtirimasi agisindan analitik tespit siniri
57,1 kopya/ml seklindedir (p = 0,05). Bu 57,1 kopya/ml saptanmasi olasiliginin %95 oldugu

anlamina gelir.
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Sekil 11. Probit analizi: CMV (Rotor-Gene 3000). Rotor-Gene 3000 iizerinde artus CMV RG PCR Kit'in
saflagtinimasi (QlIAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) dikkate alinarak analitik duyarhlik.

EZ1 DSP Virus Kit (ekstraksiyon hacmi: 0,4 ml elliisyon hacmi: 60 pl) ile saflastirma
agisindan analitik duyarlihk Rotor-Gene 6000 (zerinde artus CMV RG PCR Kit'in EZ1
Advanced XL cihazi kullanilarak 68,75 kopya/ml (p = 0,05) seklindedir. Bu 68,75 kopya/ml
saptanmasi olasiliginin %95 oldugu anlamina gelir.

Dogrusal Aralik

EZ1 DSP Virus Kit (ekstraksiyon hacmi: 0,4ml eliisyon hacmi: 60 pl) ile saflastirma agisindan
dogrusal aralik EZ1 Advanced XL cihazi kullanilarak ve 3,16E+01 ile 1,00E+08 kopya/ml
arasinda bir diliisyon serisinde CMV virlis materyalinin 4 ila 6 replikati test edilerek
belirlenmistir.

Probit analizinin grafik bir temsili Sekil 12 iginde gdsteriimektedir (sonraki sayfa).
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Sekil 12. EZ1 Advanced XL cihazi iizerinde saflagtirma (EZ1 DSP Virus Kit) dikkate alinarak artus CMV RG
PCR Kit veri setinin polinomiyal regresyonu. Dogrusal, karesel ve kiibik regresyon modelleri dahildir.

artus CMV RG PCR Kit'in EZ1 DSP Virus Kit (ekstraksiyon hacmi: 0,4ml elisyon hacmi:
60ul) ile saflastirma dikkate alinarak dogrusal arahdi EZ1 Advanced XL cihazi
kullanildiginda 3,16E+02 ila 1,00E+08 kopya/ml'dir.

Not: artus CMV RG PCR Kit'in QlAamp DSP Virus Kit (ekstraksiyon hacmi: 0,4 ml eliisyon
hacmi: 60 pl) ile saflastirma dikkate alinarak dogrusal araligi 1,00E+01 ila 1,00E+04
kopya/ul'dir.

Ozgullik

artus CMV RG PCR Kit 6zgulligu o6ncelikle primer ve problarin segilmesi ve ayrica siki
reaksiyon kosullarinin segilmesiyle saglanir. Primerler ve problar gen bankalarinda
yayimlanmig tim dizilere olasi homolojiler agisindan sekans karsilastirma analiziyle kontrol
edilmistir. Tdm ilgili suslarin saptanabilirligi boylece saglanmistir.
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Ayrica 6zgullik 100 farkli CMV negatif plazma 6rnegiyle dogrulanmistir. Bu érneklerden 99'u
CMV RG Master'a dahil edilen CMV'ye spesifik primerler ve problarla herhangi bir sinyal
olusturmamistir.

Not: CMV'ye 6zgl primerler ve problarda bir sinyal olusturan ve ayni zamanda artus CMV
LC ve TM RG PCR Kit'lerinde de CMV pozitif test sonucu veren 1 érnegin pozitif olmasi
muhtemeldir. 100 miinferit dondr 6rneginin test edilmesine dayal nihai 6zgullik %99,00
(99/100) olarak dogrulanmistir.

artus CMV RG PCR Kit olasi ¢apraz reaktivitesi Tablo 5'te liste halinde verilen kontrol grubu
kullanilarak test edilmigtir. Test edilen patojenlerin higbiri reaktif bulunmamistir. Karigik
enfeksiyonlarla ¢apraz reaktivite gérilmemistir.

Tablo 5. Kitin 6zgiilliigiiniin potansiyel ¢apraz reaktif patojenlerle test edilmesi

CMV (Cycling Green
veya Cycling Dahili kontrol (Cycling
Kontrol grubu A.FAM) Yellow veya Cycling A.JOE)
insan herpes viriisii 1 (Herpes simpleks viriisii 1) - *
insan herpes viriisii 2 (Herpes simpleks viriisii 2) - &
insan herpes viriisii 3 (Varicella-zoster viriisii) - *
insan herpes viriisii 4 (Epstein-Barr viriisii) - &
insan herpes viriisii 6A - +
insan herpes viriisii 6B - i
insan herpes viriisii 7 - +
insan herpes virlisti 8 _ o
(Kaposi sarkomu iligkili herpes virlsti)
Hepatit A virlisl - +
Hepatit B virtist - =
Hepatit C virlisi - +

(devami bir sonraki sayfadadir)
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Tablo 5 (bir 6nceki sayfadan devam etmektedir)

CMV (Cycling Green

veya Cycling Dahili kontrol (Cycling
Kontrol grubu A.FAM) Yellow veya Cycling A.JOE)
insan immiinyetmezlik viriisii 1 - +
insan T hiicresi I6semi viriisii 1 - “
insan T hiicresi I6semi viriisii 2 - +
Bati Nil virlst - w
Enteroviriis - +
Parvovirlis B19 - w

Kesinlik

Rotor-Gene Cihazlar yoluyla arfus CMV RG PCR Kit'in kesinlik verileri toplanmistir ve
tahlilin total varyansinin belirlenmesini mimkin kilar. Toplam varyans, tahlil i¢i degiskenlik
(bir deneyde ayni konsantrasyondan orneklerin birden fazla sonucunun degiskenligi),
tahliller arasi degiskenlik (bir laboratuvarda farkli kullanicilar tarafindan ayni tipte farkl
aletlerde olusturulan birden fazla tahlil sonucunun degiskenligi) ve partiler arasi
degdiskenlikten (gesitli partiler 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 kullaniimistir.

artus CMV RG PCR Kit'in kesinlik verileri en dusuk konsantrasyonun (QS 4; 10 kopya/ul)
kantitasyon standardi kullanilarak toplanmistir. Testler 8 replikatla yapiimistir. Kesinlik
verileri amplifikasyon egrilerinin Ct degerleri temelinde hesaplanmistir (Crt: esik dongusu,
bakiniz Tablo 6, sonraki sayfa). Ayrica, kopya/ul olarak kantitatif sonuglar icin kesinlik verileri
karsilik gelen Cr degerleri kullanilarak belirlenmistir (bakiniz Tablo 7, sonraki sayfa). Bu
sonuglar temelinde belirtilen konsantrasyonun bulundugu herhangi bir érnekte genel
istatistiksel dagilim %1,21 (Cr) veya %14,38 (konsantrasyon) ve dahili kontroliin saptanmasi
icin %1,93 (Cr) seklindedir. Bu degerler belirlenmis degiskenliklerin tim tek degerlerinin

toplami temelindedir.
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Tablo 6. Ct degerleri temelinde kesinlik verileri

Standart sapma Varyans Varyasyon katsayisi (%)
'(I;ﬁ\l}lg;isd‘legmkenlik: 017 0,03 0,57
'(I;ﬁ\l}llgrsa;ag degiskenlik: 038 014 127
-I[—)aawii|lil?(:)?1;?os|l degiskenlik: 047 022 177
gm\elgsar“am degiskenlik: 033 0.1 110
Toplam varyans: 051 0.26 193

Dahili kontrol

Tablo 7. Kantitatif sonuglar (kopya/pl olarak) temelinde kesinlik verileri

Standart sapma Varyans Varyasyon katsayisi (%)
'é?/?\ljl (i'g:isd“egiskenlik: 1,34 1,80 13,30
gﬁ\l}llgrsazam degiskenlik: 1,54 238 15,25
gm\elgsaza& degiskenlik: 1,46 2.12 14,41
Toplam varyans: 1,45 211 14,38

CMV QS 4
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Olumsuz Etkileyen Maddeler

Farkh antikoagllanlara sahip ve piyasada bulunabilen farkli kan toplama sistemlerinde
negatif plazmaya CMV DNA'si eklenmistir. Hesaplanan konsantrasyon, kopya/ml,
Cr ortalama degeri, standart sapma, varyans ve %CV Tablo 8'de raporlanmaktadir. Standart
sapma ve varyasyon katsayisi %5'lik kapsam icindedir ve dolayisiyla tolerans aralgi
dahilindedir. PCR Uzerinde ¢esitli maddelerden kaynakli, anlamh bir etki saptanmamisgtir.

Tablo 8. Piyasada bulunabilen kan toplama sistemlerinin ve antikoagiilanlarin verileri

Cr

Konsantrasyon Cr Cr Cr

Madde Standart
(kopya/ml) ortalama sapma Varyans CV (%)

Potasyum EDTA, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36
Becton Dickinson®
Potasyum EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97
Sarstedt
Potasyum EDTA, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58
Greiner Bio-One®
Potasyum EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52
Springe (referans)
Potasyum EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47
Sarstedt (referans)
Potasyum EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(gebelik)

CMV pozitif EDTA plazma &rneklerine 3 x LOD ve 10 x LOD'de endojen maddeler (Tablo 9,
sonraki sayfa) eklenmigstir. Tum 6rnekler basariyla saptanmis ve yiksek endojen inhibitor
seviyeleri (bilirubin, hemoglobin, trigliserit ve alblimin) igeren érnekler igin higbir interferans
g6zlemlenmemisgtir.
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Tablo 9. Test edilen endojen maddeler

Olumsuz etkileyen maddeler

Olumsuz etkileyen maddelerin konsantrasyonu

Bilirubin
Hemaoglobin
Trigliserit

Albimin

30 mg/dl
2 g/dl
1.g/di
6 g/dl

Nakil ortamlarinda sik kullanilan ilaglar CLSI® Yonergesi EP07-A2 (11) igerisinde tavsiye
edilen sekilde terapdtik bir ilag tedavisini takiben akut pik konsantrasyonun 3 kati seviyede
test edilmistir (Tablo 10'a bakin). Bu maddelerin her biri 4 replikat olarak test edilen CMV
negatif ve CMV pozitif érneklere eklenmistir.

Test edilen eksojen maddelerin higbiri artus CMV RG PCR Kit performansi tizerinde anlamli

etki gostermemistir.

Tablo 10. Eksojen madde olarak test edilen ilaglarin listesi

Olumsuz etkileyen maddeler

Test Konsantrasyonu

Antibiyotikler
Stlfametoksazol
Trimetoprim
Claforan® (Sefotaksim)

Tazobac® (Piperasilin+Tazobaktam)

Tikarsilin

Augmentin® (Amoksisilin + Klavulanik asit)

Vankomisin

Antifungal
Flukonazol

Bagisiklik baskilayici ilaglar
Rapamisin

Mikofenolat sodyum

200 mg/l
5,2 mg/l
149/

Piperasilin: 1 g/l
Tazobaktam:125 mg/I

14/

Amoksisilin:125 mg/I
Klavulanik asit: 25 mg/I

125 mg/l

1 mgl/l

100 mg/l
80 mg/l
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Gucliilik

Guglaligin  dogrulanmasi  arfus CMV RG PCR Kit  toplam  basarisizlik  oraninin
belirlenmesini mimkin kilar. 100 CMV negatif plazma 0Ornedine 170 kopya/ml son
konsantrasyonda CMV eklenmistir (analitk duyarlilk [limitinin yaklasik G¢ kati
konsantrasyon). QIAamp DSP Virus Kit ekstraksiyonundan sonra bu &rnekler
artus CMV RG PCR Kit ile analiz edilmistir. Tim CMV 6rnekleri igin basarisizlik orani %0'dir.
Ayrica dahili kontroliin gicliligiu 100 CMV negatif plazma 6rneginin saflastiriimasi ve analizi
ile degerlendirilmistir. Boylece artus CMV RG PCR Kit'in glgluligi >%99'dur.

Yeniden Uretilebilirlik

Yeniden Uretilebilirik verileri arfus CMV RG PCR Kit'in dizenli performans
degerlendirmesine ve ayrica baska uUrunlerle etkinlik karsilagstirmasina izin verir. Bu veriler
belirlenmis yeterlik programlarina katilimla elde edilir.

Yerlesik yeterlik programlarina katilima ek olarak, 10 Gyeli bir CMV paneli (Tablo 11) nikleik
asidin saflastirilmasi igin EZ1 Advanced XL cihazi (izerinde EZ1 DSP Virus Kit ve DNA
eltatinin test edilmesi icin artus RG PCR Kit kullanilarak 3 dis laboratuvarda test edilmistir.

Tablo 11. CMV Panel Uyelerinin Ozeti

Panel Uyesi (Panel Uyesi tiirii) Panel Uyesi Diliisyon Etkisi
1001 (1) Negatif Negatif Havuz 1
1002 (1) Negatif Negatif Havuz 2
1003 (2) Yiksek Negatif %50 Pozitif

1004 (2) Yiiksek Negatif %50 Pozitif

1005 (3) Dustik Pozitif 200 kopya/ml
1006 (3) Dusuk Pozitif 200 kopya/ml
1007 (4) Orta Pozitif 2.000 kopya/ml
1008 (4) Orta Pozitif 2.000 kopya/ml
1009 (5) Yiksek Pozitif 200.000 kopya/ml
1010 (5) Yiksek Pozitif 200.000 kopya/ml
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10 uyeli panel 3 reaktif lotuyla her bir alanda 6 gliin boyunca her gun 2 farkli operatérden

yararlanilarak ikili sekilde test edilmistir. Dolayisiyla, 20 6rnek 3 alanda 6 glin boyunca 2

operatorle garpildiginda 720 veri noktasina esit olmaktadir.

artus CMV RGQ MDx testinin toplam yeniden Uretilebilirligi 200 kopya/ml ve 200.000 kopya/ml
arasinda konsantrasyona sahip ornekler igin <%12 CV olarak bulunmustur (Table 12)

Tablo 12. Genel Ozet (her bir Panel Uyesi tiirii) — g6zlemlenen ortalamalar

Gozlem Standart
panel_iiyesi_tirii Sayisi Ortalama Medyan Sapma Yiizde CV Minimum
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00
2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98
4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16
5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

5 panelin her birinin lot, alan, operatér, gin kosullari ve galismalar arasi ve galisma igi

kosullar agisindan log10 IU/ml degerleri igin ylizde varyansinin ve standart sapmasinin

genel Ozeti Tablo 13'te sunulmaktadir (sonraki sayfa).
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Tablo 13. Varyans ve standart sapmanin genel 6zeti

Ornek 1 2 3 4 5
Ornek tipi negatif ylksek diisiik pozitif  orta pozitif  Yiksek pozitif
negatif
Gozlemlenen ortalama 03
|°g10 IUImI 0,02 0,68 1,91 2,96 5:
Test sayisi 144 144 144 144 144
- %varyans
e S.S.
0 3,10 0 0 3,00
Lot :
0 0,113 0 0 0,016
Alan 0 0 0 0,90 0
0 0 0 0,016 0
“ 43 46 0 18,8 15,4
Operator : ’ g
P 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Varyans Giin 0 0 8,60 6,00 48,10
Bileseni 0 0 0,067 0,042 0,065
Cahsmalar 0 0 4,40 10,90 7,90
arasi 0 0 0,048 0,057 0,026
| i 95,7 92,3 87 63,40 25,60
Gahsma igi 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
100 100 100 100 100
Toplam
P 0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Diagnostik Degerlendirme

artus CMV RG PCR Kit, artus CMV RG PCR Kit'i COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR®
Test ile kargilastiran bir ¢calismada degerlendirilmistir. 156 retrospektif ve prospektif klinik

EDTA plazma 6rnegi analiz edilmistir. TiUm numune 6rnekleri daha 6nce rutin diagnostik igin
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR kullanimiyla pozitif veya negatif olarak analiz edilmisti.

38
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artus CMV RG PCR Kit'i test etmek icin CMV DNA, QlAamp DSP Virus Kit kullanilarak,
artus CMV RG PCR Kit'in dahili kontrolii izolasyona eklenerek ve Rotor-Gene 3000 lzerinde
analiz edilerek gergeklestiriimistir. COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test icin numuneler
prospektlste saglanan Uretici talimatina gore islenmis ve analiz edilmigtir.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test ile pozitif test sonucu veren 11 drnegin tima ayni
zamanda artus CMV RG PCR Kit ile pozitif test sonucu vermigtir. COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test ile negatif test sonucu veren 145 Ornegin 123'U ayni zamanda
artus CMV RG PCR Kit ile negatif test sonucu vermistir. 22 uyumsuz sonug elde edilmistir
(Tablo 14).

Tablo 14. Karsilastirmali dogrulama ¢alismasi sonuglari

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR

Test
+ _ Toplam
+ 11 22 33
artus CMV RG PCR Kit
— 0 123 123

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test sonuglari referans olarak alinirsa, artus CMV RG
PCR Kit'in tim &érnekleri i¢in diagnostik duyarlilik %100 ve diagnostik 6zgullik %84,8'dir.

22 uyumsuz Ornekle yapilan ek testler artus PCR Kit'lerin sonuglarini dogrulamistir. Bu
nedenle uyumsuzlugun artus CMV RG PCRKitin daha yiksek duyarlihindan

kaynaklandigi varsayilabilir.
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Sorun Giderme Kilavuzu

Bu sorun giderme kilavuzu ortaya ¢ikabilecek sorunlarin ¢éziiminde yardimci olabilir. Daha
fazla bilgi icin ayrica Teknik Destek Merkezimizdeki Sik Sorulan Sorular sayfasina da bakin:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Yorum ve oneriler

Floresans kanali Cycling Green iginde pozitif kontrollii sinyal yok (CMV QS 1-4)

a) PCR veri analizi i¢in segilen floresans Veri analizi agisindan analitik CMV PCR igin floresans kanali
kanali protokole uymamaktadir Cycling Green ve dahili kontrol PCR igin floresans kanali Cycling
Yellow segin.
b) Rotor-Gene Cihazinin sicaklik profilinin Sicaklik profilini protokolle karsilastirin. Bkz. "Protokol: PCR ve
yanlis programlanmasi Veri Analizi", sayfa 14.
¢) PCR'nin yanlis yapilandiriimasi Calisma adimlarinizi pipetleme semasi yoluyla kontrol edin ve
gerekirse PCR'l tekrarlayin. Bkz. "Protokol: PCR ve Veri Analizi",
sayfa 14.
d) Bir veya daha fazla kit bilesenine ait Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini
saklama kosullari "Reaktif Saklama ve (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Kullanma", sayfa 10 bélimuinde verilen
talimatlara uymamigtir

e) artus CMV RG PCR Kit'in son kullanma Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini
suresi gegmistir (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Cycling Yellow floresans kanali icinde QlAamp DSP Virus Kit (Ct = 27 % 3; esik, 0,03) kullanilarak
saflastirma yapilmig bir negatif plazma 6rneginin dahili kontroliiniin sinyalinin zayif olmasi veya hig
olmamasi ve ayni zamanda Cycling Green kanalinda sinyal bulunmamasi

a) PCR kosullari protokole uymamaktadir PCR kosullarini kontrol edin (yukariya bakin) ve gerekirse PCR'i
dizeltilmis ayarlarla tekrarlayin.

b) PCR inhibe olmustur Onerilen izolasyon yéntemini kullandiginizdan emin olun ve
Ureticinin talimatini yakindan izleyin.

c) Ekstraksiyon sirasinda DNA kaybolmustur ~ Dahili kontrol ekstraksiyona eklenmigse, dahili kontrol sinyalinin
olmamasi ekstraksiyon sirasinda DNA kaybina isaret edebilir.
Onerilen izolasyon yéntemini (bakiniz "DNA Izolasyonu", sayfa 12)
kullandiginizdan emin olun ve ureticinin talimatini yakindan
izleyin.
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Yorum ve oneriler

d) Bir veya daha fazla kit bilesenine ait Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (bkz. kit
saklama kosullar "Reaktif Saklama ve etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.
Kullanma", sayfa 10 bélimuinde verilen
talimatlara uymamistir

e) artus CMV RG PCR Kit'in son kullanma Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma tarihlerini (bkz. kit
slresi gegmistir etiketi) kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.

Analitik PCR'de floresans kanali Cycling Green iginde negatif kontrollii sinyaller

a) PCR hazirlama sirasinda kontaminasyon PCR'l replikatlar halinde yeni reaktiflerle tekrarlayin.

olugmustur Miimkiinse PCR tiiplerini test edilecek drnegdin eklenmesinden
hemen sonra kapatin.

Pozitif kontrolleri en son pipetlediginizden emin olun.

Calisma alani ve cihazlarin diizenli araliklarla dekontamine
edildiginden emin olun.

b) Ekstraksiyon sirasinda kontaminasyon Test edilecek 6rnegin ekstraksiyonu ve PCR'sini yeni reaktifler
olusmustur kullanarak tekrarlayin.

Calisma alani ve cihazlarin dizenli araliklarla dekontamine
edildiginden emin olun.
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Semboller

<N> test igin yeterli reaktif icermektedir

Son kullanma tarihi

in vitro tani amagh tibbi cihaz

Katalog numarasi

Lot numarasi

Materyal numarasi
Bilesenler
icindekiler
Numara

Kiresel Ticaret Parga Numarasi

Sicaklik sinirlamasi

Uretici

Kullanma talimatlarina bakin
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Siparig Bilgisi

Uriin icerik Kat. no.

artus CMV RG 24 reaksiyon i¢in: Master, Magnezyum Sollsyonu, 4 4503263
PCR Kit (24) Kantitasyon Standardi, Dahili Kontrol, Su (PCR sinifi)

artus CMV RG 96 reaksiyon icin: Master, Magnezyum Soliisyonu, 4 4503265
PCR Kit (96) Kantitasyon Standardi, Dahili Kontrol, Su (PCR sinifi)

EZ1 DSP Virus Kit — viral DNA ve RNA'nin 1-14 serum, plazma veya
BOS orneginden otomatik, es zamanli saflastiriimasi igin

EZ1 DSP Virus 48 viral niikleik asit hazirlama icin: Onceden 62724
Kit (48) Doldurulmus Reaktif Kartuslari, Tek Kullanimlik Ug

Tutucular, Tek Kullanimlik Filtre Uglari, Ornek Tupleri,

Ellsyon Tupleri, Tamponlar, Tasiyict RNA

QlAamp DSP Virus Kit — in vitro diagnostik amaglarla insan
plazmasindan viral niikleik asitlerin saflastirilmasi igin

QlAamp DSP 50 hazirlik igin: QlAamp MinElute® Déndirme Kolonlari, 60704
Virus Kit Tamponlar, Reaktifler, Tipler, Kolon Uzaticilari ve
VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx ve aksesuarlari

Rotor-Gene Q 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) real- 9002022
MDx 5plex time PCR donguleyici, dizlstu bilgisayar, yazilim,
Platform aksesuarlar: pargalar ve iggilik icin 1 yilhik garanti dahildir,

kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q 5 kanalli (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) real- 9002023
MDx 5plex time PCR dongleyici, dizistu bilgisayar, yazilim,
System aksesuarlar: pargalar ve isgilik icin 1 yilhk garanti dahildir,

kurulum ve egitim dahildir
Rotor-Gene Q 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) arti 9002032
MDx 5plex HRM kanalli real-time PCR dénguleyici ve Yiksek

HRM Platform CozUnurlGkIG Eritme analizord, dizlsta bilgisayar,
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Uriin

igerik

Kat. no.

yazilim, aksesuarlar: pargalar ve iggilik icin 1 yillik garanti
dahildir, kurulum ve egitim dahil degildir

Rotor-Gene Q 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) arti 9002033
MDx 5plex HRM kanalli real-time PCR déngdleyici ve Yiksek
HRM System CozUnUrlGkIG Eritme analizérd, dizdsti bilgisayar,
yazilim, aksesuarlar: pargalar ve iscilik icin 1 yillik garanti
dahildir, kurulum ve egitim dahildir
Rotor-Gene Q 6 kanalli (mavi, yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) 9002042
MDx 6plex real-time PCR cihazi; dizUstl bilgisayar, yazilim,
Platform aksesuarlar dahildir: pargalar ve isgilik icin 1 yillik garanti
dahildir; kurulum ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q 6 kanalli (mavi, yesil, sari, turuncu, kirmizi, koyu kirmizi) 9002043
MDx 6plex real-time PCR cihazi; dizustl bilgisayar, yazilim,
System aksesuarlar dahildir: pargalar ve isgilik icin 1 yillik garanti
dahildir, kurulum ve egitim dahildir
Rotor-Gene Q 2 kanalli (yesil, sar) real-time PCR donguleyici, dizUstl 9002002
MDx 2plex bilgisayar, yazilim, aksesuarlar: parcalar ve iscilik igin 1
Platform yillik garanti dahildir, kurulum ve egitim dahil degildir
Rotor-Gene Q 2 kanalli (yesil, san) real-time PCR donglleyici, dizistu 9002003
MDx 2plex bilgisayar, yazilim, aksesuarlar: pargalar ve isgilik igin 1
System yillik garanti dahildir, kurulum ve egitim dahildir
Rotor-Gene Q 2 kanal (yesil, sari) artt HRM kanalli real-time PCR 9002012
MDx 2plex donguleyici ve yuksek ¢6zUnurlukll eritme analizérd,
HRM Platform dizUstu bilgisayar, yazilim, aksesuarlar: parcalar ve isgilik
icin 1 yilhik garanti dahildir, kurulum ve egitim dahil
degildir
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Uriin icerik Kat. no.
Rotor-Gene Q 2 kanal (yesil, sari) artt HRM kanalli real-time PCR 9002013
MDx 2plex donguileyici ve yiksek ¢ozindrlikli eritme analizérd,

HRM System dizusti bilgisayar, yazilim, aksesuarlar: pargalar ve isgilik

icin 1 yillik garanti dahildir, kurulum ve egitim dahildir
Loading Block 72 x 0,1 ml tiplerde tek kanalli pipetle manuel reaksiyon 9018901
72x 0.1 ml kurulumu i¢in aliminyum blok
Tubes
Loading Block 96 x 0,2 ml tplerde standart 8 x 12 dizide manuel 9018905
96 x 0.2 ml reaksiyon kurulumu igin aliiminyum blok
Tubes
Strip Tubes and 1000 reaksiyon igin 4 tiip ve kapakli 250 strip 981103
Caps, 0.1 ml
(250)
Strip Tubes and  10.000 reaksiyon igin 4 tip ve kapakli 10 x 250 strip 981106
Caps, 0.1 ml
(2500)
PCR Tubes, 1000 reaksiyon i¢in 1000 ince duvarl tip 981005
0.2 ml (1000)
PCR Tubes, 10.000 reaksiyon igin 10 x 1000 ince duvarl tip 981008

0.2 ml (10000)

Glncel lisanslama bilgisi ve Uriine 6zgu ret beyanlari icin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabi veya
kullanim kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qiagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servisleri veya yerel distributérinizden

istenebilir.
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Belge Revizyon Gegmisi

Revizyon Degisiklikler

R6, Mart 2021 Dogrusal Aralik, Olumsuz Etkileyen Maddeler ve

Yeniden Uretilebilirlik bélimlerinin eklenmesi.

Kullanim Amaci ve Kantitasyon bélimlerinde
glincellemeler.

Artik desteklenmeyen QIAGEN cihazlarina
referanslarin kaldiriimasi.

artus CMV RG PCR Kit igin Sinirli Lisans Sozlegsmesi

Bu Uriintn kullanimi herhangi bir alicinin veya iriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

1.

o s 0N

Uriin yalnizca iriinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN, bu
kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.qgiagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin diginda bu kitin icinde yer almayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestirilmesi icin kendi fikri milkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari
QIAGEN kullanicilan tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN (glincii taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

Acikca belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin {iglinc taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri tek kullanim igin lisanslanmistir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez veya tekrar satilamaz.
QIAGEN aglkga ifade edilenlerin diginda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikga reddeder.

Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamayi veya
bagkasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirli lisans
anlagmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat tcreti dahil tim
sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Guncellenmis lisans sartlari igin bkz. www.giagen.com.

Bu Uriiniin satin alinmasi, satin alanin, iriinli insanda in vitro tani amaciyla tani amagl hizmetlerde kullanmasina izin verir. Aimdan kazanilan bu 6zel kullanim hakki
disinda genel patent veya higbir tiirde baska lisans burada verilmemektedir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, EZ1®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™
(Thermo Fisher Scientific).

HB-0046-008 1123965 R6 03/2021© 2021 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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