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artus CMV TM PCR Kit

Zur Verwendung mit den ABI PRISM 7000, 7700 und 7900HT Sequenzdetektionssysteme
zum quantitativen Nachweis von CMV-DNA aus EDTA-Plasma.

Achtung: Das artus CMV TM PCR Kit kann weder in Verbindung mit dem GeneAmp® 5700
SDS noch mit dem 384er-Plattenformat des ABI PRISM 7900HT SDS verwendet werden.

1. Inhalt

Artikel-Nr. 4503163 Artikel-Nr. 4503165
Beschriftung und Inhalt
24 Reaktionen 96 Reaktionen
Blau CMV TM Master 2 x 12 Reaktionen 8 x 12 Reaktionen
Gelb CMV LC/RG/TM Mg-Sol® 1 x 600 pl 1 % 600 pl
CMV LC/RG/TM QS 1°
1 x 200 pl
Rot 1 x 10* Kopien/pl 12004 "
CMV LC/RG/TM QS 2°
1 % 200 pl
Rot 1 x 10° Kopien/pl 1200 -
CMV LC/RG/TM QS 3* 1 x 200 ul
Rot 1 x 102 Kopien/pl 12004 "
CMV LC/RG/TM QS 4°
1 x 200 pl
Rot 1 x 10* Kopien/pl 1x200u "
Griin CMV T™ IC*® 1 x 1.000 gl 2 x1.000 l
Weil Wasser (PCR-Qualitét) 1 x 1.000 pl 1 x1.000 pl
QS = Quantifizierungsstandard
IC = Interne Kontrolle
Mg-Sol = Magnesium-Lésung
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2. lagerung

Die Komponenten des artus CMV TM PCR Kit sollten bei —-30 bis -15 °C gelagert werden.
Sie sind unter diesen Lagerbedingungen bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Wiederholtes Auftauen und Einfrieren (> 2 x) sollte vermieden
werden, da dadurch die Sensitivitat verringert wird. Bei unregelmaRigem Gebrauch sollten
deshalb die Reagenzien aliquotiert werden. Die Reagenzien sollten nicht langer als funf
Stunden bei 4 °C gelagert werden.

3. Zusatzlich bendtigte Materialien und Geréate

® Puderfreie Einmal-Laborhandschuhe

® DNA:Isolierungskit (siehe 8.2  DNA-Isolierung)
® Pipetten (verstellbar)

® Sterile Pipettenspitzen mit Filter

® Vortex-Mischer

® Tischzentrifuge mit Rotor fur 2-ml-Reaktionsgefalie
e Zentrifuge mit Rotor fir Mikroplatten (optional)

® 96-well-Reaktionsplatte/Reaktionsgefalie fur optische Messungen mit entsprechenden
optischen Verschlussmaterialien* (siehe 8.5 Vorbereitung der PCR)

® Zweiteiliger 96-well-Halterahmen zur Verwendung mit optischen Reaktionsgefalien
(96-Well Tray/Retainer Set, Kat.- Nr. 403 081, Applied Biosystems), sieche 8.5
Vorbereitung der PCR)

* Die Verwendung von Reaktionsgefaflen fur optische Messungen mit gewdlbten Deckeln ist nur fir das Instrument
ABI PRISM 7700 SDS zuléassig und erfordert eine Umstellung der Belichtungszeit (siehe 8.6.2 Programmieren des
ABI PRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Wichtige Zusatzeinstellungen).
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e Kompressionsmatte zur Verwendung mit optischen Klebefolien (Optical Cover Compression
Pads, Kat.- Nr. 4 312 639, Applied Biosystems), siche 8.5  Vorbereitung der PCR.

® Applikator zum VerschlieRen der Reaktionsplatten unter Verwendung von optischen
Klebefolien (Adhesive Seal Applicator Kit, Kat.- Nr. 4 333 183, Applied Biosystems)

® ABI PRISM 7000 (Software-Version 1.0.1), 7700 (Software-Version 1.9.1) oder 7900HT
SDS (Software-Version 2.1)

Achtung: Eine vorliegende gultige Kalibrierung der Reinfarbstoffe (Pure Spectra Component
File [Reinspektrumskomponenten-Datei]) und des Hintergrundes (Background Component File
[Hintergrundkomponenten-Datei]) ist bei Inbetriebnahme der Geréate unbedingt erforderlich.

4. Allgemeine Vorsichtsmaflinahmen

Achten Sie stets auf folgende Punkte:

e Verwenden Sie sterile Pipettenspitzen mit Filter.

® Positivmaterial (Proben, Kontrollen, Amplifikate) raumlich getrennt von den tbrigen
Reagenzien aufreinigen, lagern und zur Reaktion zusetzen.

e Alle Komponenten vor Testbeginn vollstandig bei Raumtemperatur auftauen.
® AnschlieBend die Komponenten grindlich durchmischen und kurz zentrifugieren.

® Zigig auf Eis oder im Kuhlblock arbeiten.

5. Informationen zu den Erregern

Das humane Zytomegalievirus (CMV, engl. cytomegalovirus) wird bei infizierten Menschen
im Blut, im Gewebe und in nahezu allen Korperfliissigkeiten gefunden. Die Ubertragung
kann oral oder sexuell erfolgen, durch Bluttransfusionen und Organtransplantationen sowie
intrauterin oder perinatal. Die Infektion mit CMV verlauft in den meisten Fallen symptomfrei
und das Virus persistiert dann lebenslang im Kérper.
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Wenn Symptome bei Jugendlichen oder Erwachsenen auftreten, &hneln sie denen des
Pleiffer'schen Drisenfiebers, mit Fieber, einer leichten Hepatitis und allgemeinem
Unwohlsein. Schwere Verlaufe einer CMV-Infektion werden besonders bei intrauterin
infizierten und bei immundefizienten Patienten beobachtet.

6. Prinzip der Real-Time-PCR

Bei der Diagnostik mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) werden spezifische Bereiche aus
dem Erregergenom amplifiziert. Bei der Real-Time-PCR wird das entstandene Amplifikat mit
Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen detektiert. Diese sind in der Regel an Oligonukleotid-Sonden
gekoppelt, die spezifisch an das PCR-Amplifikat binden. Die Beobachtung der
Fluoreszenzintensitaten wahrend des PCR-Laufs (d. h. in Echtzeit, daher ,Real-Time-PCR)
ermoglicht den Nachweis und die Quantifizierung des sich anreichernden Produkts, ohne
die Reaktionsgefal’e nach dem PCR-Lauf wieder 6ffnen zu missen (Mackay, 2004).

7. Produktbeschreibung

Das artus CMV TM PCR Kit ist ein gebrauchsfertiges System fir den Nachweis von CMV-
DNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) im ABI PRISM 7000, 7700 und 7900HT
Sequenzdetektionssystem. Der CMV TM Master enthalt Reagenzien und Enzyme fir die
spezifische Amplifikation eines 105 bp langen Abschnitts des CMV-Genoms. Die Detektion
des Amplifikats erfolgt durch die Messung der FAM™-Fluoreszenz im ABI PRISM SDS.
Zusatzlich enthalt der artus CMV TM PCR Kit zum Nachweis einer méglichen PCR-Inhibition
ein zweites heterologes Amplifikationssystem. Dieses wird als Interne Kontrolle (IC) durch die
Messung der VIC®/JOE™.-Fluoreszenz nachgewiesen. Dabei wird die Nachweisgrenze der
analytischen CMV-PCR (siehe 11.1 Analytische Sensitivitat) nicht beeintrachtigt. Externe
Positivkontrollen (CMV LC/RG/TM QS 1-4) werden mitgeliefert und ermdglichen die
Bestimmung der Erregerlast. Lesen Sie dazu bitte den Absatz 8.4 Quantifizierung.

Achtung: Das Temperaturprofil fir den Nachweis des Zytomegalievirus mit dem artus CMV TM PCR Kit
entspricht den Profilen des artus EBV TM PCR Kit und des artus HSV-1/2 TM PCR Kit.
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Daher kdnnen die PCR-Assays dieser artus Systeme in einem einzigen Lauf ausgefiihrt und
analysiert werden. Bitte beachten Sie die Empfehlungen zur PCR-Analyse in den Kapiteln
8.4 Quantifizierung und 9. Auswertung.

8. Protokoll

8.1 Praanalytik: Entnahme, Lagerung und Transport von Proben
Achtung: Alle Proben sind als potenziell infektits zu behandeln.

Achtung: Nach aktuellen Daten ist EDTA- oder Citrat-Plasma das am besten geeignete
Probenmaterial zum CMV-Nachweis. Wir empfehlen daher die Verwendung dieser
Materialien mit dem artus CMV TM PCR Kit.

Die Validierung des artus CMV TM PCR Kit wurde mit humanem EDTA-Plasma durchgefuhrt.
Andere Probenmaterialien sind nicht validiert. Bitte nutzen Sie nur empfohlene Kits zur
Nukleinséuren-lsolierung (siehe 8.2 DNA-Isolierung ) flr die Probenvorbereitung.

Bei Verwendung von bestimmtem Probenmaterial sind besondere Anweisungen zu
Probennahme, Transport und Lagerung streng einzuhalten.

8.1.1 Probennahme

Jede Blutentnahme fiihrt zu einer Verletzung der BlutgefaRe (Arterien, Venen, Kapillaren). Es darf
nur einwandfreies und steriles Material eingesetzt werden. Fir die Blutentnahme stehen geeignete
Einmal-Artikel zur Verfligung. Bei der Venenpunktion sollten nicht zu feinlumige Kanilen
verwendet werden. Die vendse Blutentnahme sollte an geeigneten Stellen im Bereich der
Ellenbeuge, des Unterarms oder des Handriickens erfolgen. Das Blut muss mit Standard-
Blutenthahmeréhrchen entnommen werden (rote Kappe, Sarstedt oder entsprechende Rohrchen
eines anderen Herstellers). Es sollten 5 bis 10 ml EDTA-Blut entnommen werden. Die Réhrchen
sollten direkt nach der Blutentnahme tiber Kopf gemischt werden (8 x, nicht schiitteln).
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Achtung: Proben von Patienten unter Heparintherapie durfen nicht verwendet werden (siehe

8.1.4  Storsubstanzen).

8.1.2 Probenlagerung

Das Vollblut sollte innerhalb von sechs Stunden in Plasma und zellulare Bestandteile durch
Zentrifugieren bei 800 bis 1.600 x g fir 20 Minuten getrennt werden. Das abgetrennte Plasma
muss in sterile Polypropylen-Rdhrchen tberfiihrt werden. Die Sensitivitét des Assays kann durch
wiederholtes Einfrieren oder durch eine langere Lagerung der Proben beeintrachtigt werden.

8.1.3 Probentransport

Probenmaterial sollte grundsatzlich in einem bruchsicheren Transportbehéalter transportiert
werden, um einer moéglichen Infektionsgefahr durch Auslaufen der Probe vorzubeugen. Die
Proben sind nach den geltenden lokalen und staatlichen Vorschriften fir den Transport von

Stoffen, die Krankheitserreger enthalten kdnnten, zu transportieren.*

Die Proben sollten innerhalb von sechs Stunden verschickt werden. Eine Lagerung am Ort der
Abnahme wird nicht empfohlen. Ein Transport auf dem Postweg ist moglich, wenn dabei die
Rechtsvorschriften zum Transport von Stoffen, die Krankheitserreger enthalten kdnnten, beachtet
werden. Wir empfehlen den Probentransport mit einem Kurier. Blutproben sollten gekiihlt (+2 bis
8 °C) und die abgetrennten Plasmaproben tiefgefroren (-20 °C) versandt werden.

8.1.4 Storsubstanzen

Erhohte Bilirubin- (< 4,5 mg/dl) und Lipid-Werte (< 1100 mg/dl) sowie hamolytische Proben
fuhren zu keiner Beeinflussung des analytischen CMV-Systems. Heparin beeintrachtigt die
PCR. Proben, die mit Réhrchen gewonnen wurden, die Heparin als Antikoagulationsmittel
enthalten, sind nicht zu verwenden. Auch Proben von Patienten unter Heparintherapie diirfen

nicht verwendet werden.

* International Air Transport Association (internationaler Luftverkehrsverband IATA).
Dangerous Goods Regulations (Regelungen zum Transport gefahrlicher Giiter), 41, Auflage, 2000.704.
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8.2 DNA:-Isolierung

Zum Isolieren von CMV-DNA wird der folgende Isolierungskit empfohlen:

Probenmaterial Nukleinsaure-Isolierungskit Katalognummer Hersteller Carrier-RNA

EDTA-Plasma QlAamp® DSP Virus Kit (50) 60704 QIAGEN enthalten

® Der Einsatz von Carrier-RNA ist fiir die Effizienz der Aufreinigung und damit fir die
DNA-/RNA-Ausbeute von entscheidender Bedeutung. Um eine hdhere Stabilitat der im
QIlAamp DSP Virus Kit mitgelieferten Carrier-RNA zu erzielen, folgen Sie bitte den
Anweisungen zur Handhabung und Lagerung der Carrier-RNA (siehe ,Preparing
reagents and buffers” im QlAamp DSP Virus Kit Handbuch).

e Das Isolierungskit enthalt Ethanol-haltige Waschpuffer. Stellen Sie unbedingt sicher, dass vor
der Elution ein zusatzlicher Zentrifugationsschritt (3 Minuten, 13.000 U/min) zur Beseitigung
von Ethanol-Rickstédnden durchgefiihrt wird. Dies verhindert eine mogliche PCR-Inhibition.

Wichtig: Die Interne Kontrolle des artus CMV TM PCR Kit kann bei der Aufreinigung direkt
verwendet werden. Bitte achten sie darauf, bei der Aufreinigung eine negative Plasmaprobe
mitzuflhren. Das entsprechende Signal der Internen Kontrolle ist die Grundlage der
Evaluierung der Aufreinigung (siehe 8.3 Interne Kontrolle).

8.3 Interne Kontrolle

Eine Interne Kontrolle (CMV TMIC) wird mitgeliefert. Diese ermdglicht lhnen, sowohl die
Aufreinigung der DNA als auch eine mégliche Inhibition der PCR zu kontrollieren (siehe Abb. 1). Fir
diese Anwendung geben Sie die Interne Kontrolle in einem Verhdltnis von 0,1l pro 1 pl
Elutionsvolumen zur Aufreinigung hinzu. Wenn das QIAamp DSP Virus Kit verwendet wird, wird die
DNA beispielsweise in 60 pl Puffer AE eluiert. Folglich missen 6 pl der Internen Kontrolle zugesetzt
werden. Die Menge an verwendeter Interner Kontrolle héangt nur vom Elutionsvolumen ab.
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Die Interne Kontrolle und Carrier-RNA (siehe 8.2 DNA-Isolierung ) dirfen nur:

® zur Mischung aus Lysepuffer und Probenmaterial oder

e direkt zum Lysepuffer zugesetzt werden.

Die Interne Kontrolle darf nicht direkt zum Probenmaterial gegeben werden. Bei Zugabe zum
Lysepuffer ist zu beachten, dass das Gemisch aus Interner Kontrolle und Lysepuffer/Carrier-
RNA frisch angesetzt werden muss und sofort einzusetzen ist (Lagerung des Gemischs bei
Raumtemperatur oder im Kihlschrank kann bereits nach wenigen Stunden zum Ausfall der
Internen Kontrolle und zu einer Verminderung der Aufreinigungseffizienz fiihren). Geben Sie
die Interne Kontrolle und die Carrier-RNA nicht direkt zum Probenmaterial.

Um eine Aufreinigung als erfolgreich zu werten, muss der Ct-Wert der Internen Kontrolle
einer in der Aufreinigung mitgefiihrten negativen Plasmaprobe (QlAamp DSP Virus Kit) auf
dem ABI PRISM 7000, 7700 und 7900HT SDS einen Ct-Wert von 25,3-31,3 (threshold
ABI PRISM 7000: 0,2; ABI PRISM 7700 und 7900HT SDS: 0,2) erreichen. Die angegebene
Streuung ist durch die Geréte- und Aufreinigungsvarianz bedingt. Eine hohere Abweichung
weist auf Probleme mit der Aufreinigung hin. In diesem Fall muss diese Uberprift und
gegebenenfalls ein zweites Mal validiert werden. Sollten weitere Fragen oder Probleme
auftreten, kontaktieren Sie bitte unseren Technischen Service.

Optional kann die Interne Kontrolle ausschlieBlich zur Kontrolle einer mdglichenPCR-
Inhibition verwendet werden (siehe Abb. 2). Geben Sie fir diese Anwendung pro Reaktion
2yl der Internen Kontrolle und 5pl CMVLC/RG/TM Mg-Sol direkt zu 25 pl
CMV TM Master hinzu. Verwenden Sie fiir jede PCR-Reaktion 30 pl der so* hergestellten
Master-Mischung und fiigen Sie anschliefend 20 pl der aufgereinigten Probe hinzu. Sollten
Sie einen PCR-Lauf fur mehrere Proben ansetzen, so erh6hen Sie die bendtigten Mengen

* Die durch die Zugabe der Internen Kontrolle bedingte Volumenerhdhung wird beim Ansetzen der PCR-Reaktion
vernachlassigt. Die Sensitivitat des Detektionssystems wird dadurch nicht beeintrachtigt.
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CMV TM Master, CMV LC/RG/TM Mg-Sol und Interne Kontrolle entsprechend der
Probenzahl (siehe 8.5 Vorbereitung der PCR).

8.4 Quantifizierung

Die mitgelieferten Quantifizierungsstandards (CMV LC/RG/TM QS 1-4) werden wie eine
bereits aufgereinigte Probe behandelt und im gleichen Volumen eingesetzt (20 ul). Um in
einem ABI PRISM Sequenzdetektionssystem eine Standardkurve zu erstellen, setzen Sie bitte
alle vier mitgelieferten Quantifizierungsstandards ein und definieren Sie diese als Standards
unter Angabe der entsprechenden Konzentrationen (siehe 8.6 Programmieren des
ABI PRISM SDS). Der Import von Standardkurven aus vorangegangenen Laufen ist mit der
Software des ABI PRISM 7000, 7700 und 7900HT SDS nicht méglich.

Sollten Sie mehr als ein Herpes artus System in den PCR-Lauf integriert haben, dann
analysieren Sie diese verschiedenen Systeme bitte mit den entsprechenden
Quantifizierungsstandards separat.

Achtung: Um eine genaue Quantifizierung sicherzustellen, wird dringend empfohlen, der fiir die
Quantifizierungsstandards verwendeten Master-Mischung die entsprechende Menge Interne
Kontrolle zuzusetzen. Geben Sie bitte zu diesem Zweck zu jedem Quantifizierungsstandard
(CMV LC/RG/TM QS 1-CMV LC/RG/TM QS 4) 2l der Internen Kontrolle und 5pl
CMV LC/RG/TM Mg-Sol direkt zu 25 pl CMV TM Master hinzu (siehe schematischer Uberblick
in Abb. 2). Dieses Pipettierschema ist allgemein fir die CMV-Quantifizierungsstandards
anwendbar und unabhéangig von der Anzahl verwendeter Quantifizierungsstandards.

Die Quantifizierungsstandards sind in Kopien/pl definiert. Zur Umrechnung der anhand der
Standardkurve ermittelten Werte in Kopien/ml Probenmaterial muss die folgende Gleichung
angewendet werden:
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Ergebnis (Kopien/ml) =

Ergebnis (Kopien/pl) x Elutionsvolumen (ul)

Probenvolumen (ml)

Bitte beachten Sie, dass grundsatzlich das urspriingliche Probenvolumen

in die oben

stehende.Gleichung einzusetzen ist. Das ist zu beriicksichtigen, wenn das Probenvolumen vor der

Nukleinséure-Aufreinigung verandert worden ist (z. B. Einengung durch Zentrifugieren oder

Erhéhung durch Auffullen auf das fiir die Aufreinigung geforderte Volumen).

Wichtig: Ein Leitfaden fur die quantitative Analyse von artus Systemen auf dem ABI PRISM

7000 SDS finden Sie unter www.giagen.com.

8.5 Vorbereitung der PCR

Stellen Sie die fiir die geplanten Reaktionen erforderliche Anzahl an Reaktionsgefalien bzw.

eine 96-well-Reaktionsplatte bereit.

Materialien aufgefuhrt:

In der

nachfolgenden Tabelle

sind empfohlene

Artikel Beschreibung Katalognummer  Hersteller Halterahmen Kompressionsmatte
e dbunh MM sz A -
(K-)ISEZ?SI?en ;(A)c‘i)rtli:;l/e Covers 4311971 ggES;st - Ja
geiist?::sgeférse ﬁjﬂ;ﬁlghﬁuggi/csalmp 4316 567 :izgl/i;gms ja N
Roer;[:(sticc?:sgeféﬁe g;ﬁ?ﬁies N8010933 Qircjfs):/i:tgms ja N
Artikel Beschreibung Katalognummer  Hersteller Halterahmen Kompressionsmatte
waktonpine recton e 4307 Giem e -
(KJIEEZ(;Sﬁen 2gkt1i::i1:/e Covers 4311971 l;zrs)lliggms - Ja
Roer;t:(sticc?:sgefél}e %Bgez'?lzl\'l/'lugepstr:ltrip 4316 567 II:ilc))Fs)yl/i;gms ja -
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http://www.qiagen-diagnostics.com/

Achtung: Die Benutzung von ReaktionsgefaRen fiir optische Messungen mit gewdlbten
Deckeln ist nur fur das Instrument ABIPRISM 7700 SDS =zulassig und erfordert eine
Umstellung der Belichtungszeit (siehe 8.6.2 Programmieren des ABIPRISM 7700 SDS,
8.6.2.5 Wichtige Zusatzeinstellungen).

Beachten Sie beim Ansetzen der PCR, dass pro PCR-Lauf mindestens ein
Quantifizierungsstandard sowie eine Negativkontrolle (Wasser, PCR-Qualitat) mitgefiihrt
werden. Zum Erstellen einer Standardkurve verwenden Sie pro PCR-Lauf bitte alle
mitgelieferten Quantifizierungsstandards (CMV LC/RG/TM QS 1-4).

Achtung: Um die Standardkurve zu erstellen, wird dringend empfohlen, der fur die
Quantifizierungsstandards verwendeten Master-Mischung die entsprechende Menge Interne
Kontrolle zuzusetzen (siehe 8.4 Quantifizierung). Alle Reagenzien sollten vor Testbeginn
vollstandig bei Raumtemperatur aufgetaut, gut durchmischt (mehrfaches Auf- und
Abpipettieren oder kurzes Vortex-Mischen) und anschlieBend anzentrifugiert werden.

Wenn Sie mit der Internen Kontrolle sowohl die Aufreinigung der DNA als auch eine
maogliche Inhibition der PCR kontrollieren mdchten, so muss zuvor die Interne Kontrolle zur
Aufreinigung zugegeben werden (siehe 8.3 Interne Kontrolle). Verwenden Sie in diesem
Fall das folgende Pipettierschema (siehe schematische Ubersicht in Abb. 1):
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Anzahl Proben 1 12
1. Ansetzen der Master- CMV TM Master 254l 300 pl
Mischung
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5ul 60 pl
CMV TM IC ol ol
Gesamtvolumen 30 ul 360 pl
2. Ansetzen der PCR- Master-Mischung 30l je 30 ul
Reaktion )
Probe 20 ul je20ul
Gesamtvolumen 50 pl je 50 pl

Wenn Sie die Interne Kontrolle ausschliellich zum Kontrollieren einer Inhibition der PCR

verwenden mochten, so muss die Interne Kontrolle direkt zum CMV TM Master zugegeben

werden. Verwenden Sie in diesem Fall das folgende Pipettierschema (siehe schematische

Ubersicht in Abb. 2):

Anzahl Proben 1 12
1. Ansetzen der Master- CMV TM Master 25 4l 300 pl
Mischung
CMV LC/RG/TM Mg-Sol 5 ul 60 pl
CMVTM IC 2l 24 ul
Gesamtvolumen 32 ui* 384
2. Ansetzen der PCR- Master-Mischung 30 je 30 pl
Reaktion
Probe/CMV LC/RG/TM QS 1-4 20 pl je 20 ul
Gesamtvolumen 50 ul je 50 pl

* Die durch die Zugabe der Internen Kontrolle bedingte Volumenerhéhung wird beim Ansetzen der PCR-Reaktion

vernachlassigt. Die Sensitivitat des Detektionssystems wird dadurch nicht beeintrachtigt.
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Pipettieren Sie in jedes Reaktionsgefal bzw. in jede benétigte Vertiefung der 96-well-
Reaktionsplatte 30 pl der Master-Mischung. AnschlieBend geben Sie 20 ul des Eluats aus
der DNA:-Isolierung hinzu. Achten Sie darauf, dass die Losung durch mehrfaches Auf- und
Abpipettieren gut durchmischt wird. VerschlieBen Sie die Reaktionsgefae mit den
dazugehdrigen Deckeln bzw. bei Benutzung einer 96-well-Reaktionsplatte alternativ mit Hilfe
optischer Klebefolien (Optical Adhesive). Um das Ansatzvolumen im Rohrchen- bzw. Well-
Boden zu sammeln, zentrifugieren Sie die ReaktionsgefaRe (in einem fir PCR-R6hrchen
vorgesehenen Aufbewahrungs-Rack) bzw. die 96-well-Reaktionsplatte in einer Zentrifuge mit
Mikroplattenrotor fiir 30 Sekunden bei 1.780 x g (4.000 U/min). Sollten Sie nicht liber eine
solche Zentrifuge verfiigen, so achten Sie beim Ansetzen der PCR-Reaktionen bitte darauf,
sowohl die Master-Mischung als auch das Probenvolumen auf den Boden der
Reaktionsgefalle bzw. der Reaktionseinheiten (wells) zu pipettieren. Lagern Sie die
Reaktionsansétze bei +4°C bis das Instrument ABI PRISM SDS programmiert ist (siehe 8.6

Programmieren des ABI PRISM SDS) und uberfiihren Sie diese anschlieBend in das
Gerat.

Achtung: Setzen Sie bei Verwendung optischer Reaktionsgefafe in Kombination mit
optischen Deckeln bitte stets einen Halterahmen (96-Well Tray/Retainer Set) in das
Instrument (ABI PRISM 7000, 7700 und 7900HT SDS) ein. Wenn der zweiteilige
Halterahmen verwendet wird, ist es notwendig, die ReaktionsgefaRe beim Einsetzen und
beim Herausnehmen zu 6ffnen. Zur Vermeidung von dadurch bedingten Kontaminationen
benutzen Sie bitte nur den unteren Teil des Halterahmens.

Bei Verwendung von optischen 96-well-Reaktionsplatten mit optischen Klebefolien ist
Abdecken mit einer Kompressionsmatte (Optical Cover Compression Pads) notwendig.

16 artus CMV TM PCR Kit Handbuch 11/2018



Zugabe der Internen Kontrolle zur Aufreinigung

e
NS

~
~

Abb. 1: Schematischer Arbeitsablauf zur Kontrolle des Aufreinigungsverfahrens und der PCR-Inhibition.

*Achten Sie darauf, dass die zu verwendenden Lésungen vollstandig aufgetaut, gut durchmischt und kurz zentrifugiert sind.
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Zugabe der Internen Kontrolle zum artus Master

Abb. 2: Schematischer Arbeitsablauf zur Kontrolle der PCR-Inhibition.

*Achten Sie darauf, dass die zu verwendenden Losungen vollstédndig aufgetaut, gut
durchmischt und kurz zentrifugiert sind.
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8.6 Programmieren des ABI PRISM SDS

Die Software der ABI PRISM 7000, 7700 und 7900HT Sequenzdetektionssysteme (SDS)
bendtigt vor dem Starten des PCR-Laufs einige Zusatzinformationen. Die Vorgehensweise
beim Programmieren der Gerate weicht allerdings erheblich voneinander ab, weshalb diese
im Folgenden in getrennten Kapiteln behandelt werden.

8.6.1 Programmieren des ABI PRISM 7000 SDS

Zur Detektion von CMV-DNA erstellen Sie auf lhrem ABI PRISM 7000 SDS ein Profil geman
den folgenden sechs Arbeitsschritten (8.6.1.1 bis 8.6.1.6). Alle Angaben beziehen sich auf
die ABI PRISM 7000 SDS Software-Version 1.0.1. Einzelheiten zum Programmieren des
ABI PRISM 7000 SDS entnehmen Sie bitte dem ABI PRISM 7000 SDS Benutzerhandbuch.
Zur besseren Ubersicht sind die vorzunehmenden Einstellungen in den Abbildungen durch
schwarze Rahmen hervorgehoben.

8.6.1.1 Voreinstellungen beim Erstellen eines neuen PCR-Laufs

Wahlen Sie auf dem ABI PRISM 7000 SDS das unter File (Datei) befindlichen Menielement
New (Neu) aus und stellen Sie fir das neue Dokument die folgenden Grundeinstellungen ein
(siehe Abb. 3). Eine zuvor abgespeicherte Vorlage (SDS Template (SDS-Vorlage) [*.sdt])
steht lhnen in der Liste Template (Vorlagen) oder durch Auswahl mittels der Funktion Browse
(Durchsuchen) zur Verfugung (siehe 8.6.1.5 Speichern des PCR-Laufs). Bestatigen Sie lhre
Voreinstellungen (OK).

X
Assay IAbsqule Quantitation L‘
Container: [6:Well Clear - 1
Template : IBIanancument |

Browse ...

2
I 0K I Cancel |

Abb. 3: Voreinstellungen zum Erstellen eines neuen PCR-Laufs (New Document [Neues Dokument]).
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8.6.1.2 Erstellen/Auswéahlen der Detektoren

Mit Hilfe des unter dem Menielement Tools (Werkzeuge) befindlichen Untermeniis Detector
Manager (Detektormanager) ordnen Sie der Datei die entsprechenden Detektorfarbstoffe zu. Zum
Nachweis von CMV-DNA sowie der Internen Kontrolle mit Hilfe des artus CMV TM PCR Kit sind
die in der folgenden Tabelle angegebenen Reporter/Quencher zu definieren:

Nachweis Reporter Quencher
CMV-DNA FAM none (keine)
Interne Kontrolle (CMV TM IC) viC none (keine)

Zum Erstellen dieser Detektoren wahlen Sie links unten im Detector Manager
(Detektormanager) die Option File (Datei) und anschlieRend die Option New (Neu) aus.

rewDetector S EI( v petector x|
Name: |artus CMV Name: [artus CMV IC
1 Description: [artus CMV TM PCR Kit Description: [artus CMV TM PCR Kt
s
e 1

Reporter Dye: |FAM v Reporter Dye: (VIC bt

Quencher Dye: |(none) v [Quencher Dye: |(none) -
cor I cue g
Notes Notes:

] ~ 2
Create Ancther | [ Cancel | Create Another | 0K Cancel |

Abb. 4: Erstellen des CMV-spezifischen Detektors ~ Abb. 5: Erstellen des IC-spezifischen Detektors
(Detector Manager [Detektormanager]). (Detector Manager [Detektormanager]).

Fur den Nachweis von CMV-DNA definieren Sie in dem neuen Fenster die Reporter/Quencher-
Kombination FAM/none (FAM/keine). Fir den Nachweis der Internen Kontrolle wéhlen Sie die
Kombination VIC/none (VIC/keine) aus (wie in Abb.4 und Abb.5 dargestell). Durch die
Bestatigung der Eingaben (OK) kehren Sie zuriick zum Detector Manager (Detektormanager).
Markieren Sie die soeben erstellten Detektoren und transferieren Sie jede Auswahl durch Anklicken
der Option Add to Plate Document (Zum Plattendokument hinzufiigen) zum Well Inspector (Well-
Inspektor) (sieche Abb. 6). SchlieRen Sie das Fenster (Done [Fertig]).
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Detector Manager I x|

[~ Detector List

s -]
Detector Hame | Description | Reporter |Quencher| Color Hotes
artus CMY artus CMY TM PCR Kit FAM (none)

artus CMV IC artus CMV TM PCR Kit VIC (none)

< | »

Fie | [ AddToPiate Documert }

13

Abb. 6: Auswahlen der Detektoren (Detector Manager [Detektormanager]).

8.6.1.3 Zuordnen der notwendigen Informationen zu den Plattenpositionen

Offnen Sie nun die unter View (Ansicht) befindliche Option Well Inspector (Well-Inspektor), so
finden Sie dort die von Ihnen unter 8.6.1.2 ausgewahlten Detektoren wieder (sieche Abb. 7).

E|
Wells). B3

Sample Name: IQS1

Use Detector Reporter | Quencher Task I Quantity Color
[Standard v |

V latusCMVIC VIC (none)

I~ Omitwel -
Passive Reference:
Add Detector... Remove ROX ~Ir 2

Abb. 7: Zuordnen der notwendigen Informationen zu den Plattenpositionen (Well Inspector [Well-Inspektor]).

Markieren Sie die fur den Nachweis von CMV-DNA belegten Positionen der Platte. Ordnen
Sie diesen Positionen die ausgewahlten Detektoren zu, indem Sie die Option Use
(Verwenden) beider Detektoren aktivieren. Dort wird dann ein Hakchen angezeigt. Zur
Benennung der einzelnen Reaktionsansatze wahlen Sie die entsprechende Position auf der

Platte aus und tragen Sie den Namen unter Sample Name (Probenname) ein. Bedenken Sie
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dabei, dass Ansatze mit identischem Sample Name (Probenname) und identischer
Detektorzuweisung von der Software als Replikat identifiziert und hinsichtlich ihrer
quantifizierten Erregerlast gemittelt werden. Wahlen Sie dann fiir jeden Probentyp unter Task
(Aufgabe) die entsprechende Funktion gemanR der folgenden Tabelle aus:

Probentyp Funktion (Task [Aufgabe]) ~ Konzentration (Quantity [Quantitét]) Reporter  Quencher

Probe Unknown (Unbekannt) - FAM none (keine)
Kontrolle ohne Vorlage ~ NTC - FAM none (keine)
Standard Standard siehe 1. Inhalt FAM none (keine)

Zum Erstellen einer Standardkurve nutzen Sie pro PCR-Lauf alle mitgelieferten
Quantifizierungsstandards  (CMV LC/RG/TM QS 1-4) und geben die zugehérigen
Konzentrationen (siehe 1. Inhalt) fiir jeden Standard ein (Quantity [Quantitat]). Achten Sie darauf,
dass fir einen PCR-Lauf mit dem artus CMV TM PCR Kit, ROX™ qls eine Passive Reference
(Passive Referenz) eingestellt sein muss. Die gleichmé&fige Verteilung des ROX-Farbstoffes auf alle
PCR-Ansatze einer Charge mittels Durchmischung des CMV TM Master gewabhrleistet das
Erkennen und Berechnen von tubetotube-Variationen (Fluoreszenzunterschiede zwischen
verschiedenen PCR-Ansatzen) durch die Sequenzdetektionssoftware (Normalisierung).

8.6.1.4 Erstellen des Temperaturprofils

Zum Erstellen des Temperaturprofils wechseln Sie in der Software bitte von der Ebene Setup
auf die Ebene Instrument. Geben Sie entsprechend Abb. 8 das fur die Detektion von CMV-
DNA gliltige Temperaturprofil ein. Zum Entfernen des in den Voreinstellungen gespeicherten
50 °C-Schritts markieren Sie diesen bitte mit Hilfe der linken Maustaste unter gleichzeitigem
Gedruckthalten der Shift(Umstell)-Taste und |6schen Sie ihn anschliefend unter Benutzung der
Backspace(Rick)-Taste. Kontrollieren Sie, ob das Reaktionsvolumen auf 50 pl eingestellt ist.
Die Option 9600 Emulation sollte aktiviert sein, die Voreinstellungen von Auto Increment
(Automatische  Steigerung) unverédndert bleiben (Auto Increment [Automatische
Steigerung]: 0.0°C, 0.0 Seconds [Sekunden]).
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- Thermal Cycler Protocol-

Thermal Profile I Auto Increment l

Stage 1 Stage 2
Reps:{i | Reps:s |
E5.0 a5.0 I 1
10:00 0:15 I
50 |
Add Cycle | AddHold | Add Step [ [Samele Volume [50 (ul) 2

™ Dissociation Protocol Im o C

IW 9600 Emulation : 3

Abb. 8: Erstellen des Temperaturprofils.

8.6.1.5 Speichern des PCR-Laufs

Sie kdnnen die Einstellungen unter Setup als Vorlage speichern, um sie firr spatere Anwendungen
in veranderter oder unveranderter Form erneut zu nutzen. Durch das Speichern der Einstellungen
als ein SDS Template (SDS-Vorlage) (*.sdt) im Template Directory (Vorlagenverzeichnis) (Lokales
Verzeichnis [C:]\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates, angelegt von Applied Biosystems)
ist diese Datei aus der Dropdown-Liste Template (Vorlagen) im Fenster New Document (Neues
Dokument) direkt auswéhlbar. In anderen Ordnern gespeicherte Vorlagen mussen uber Browse
(Durchsuchen) geoffnet werden. Vor dem Starten des PCR-Laufs achten Sie bitte darauf, diesen
erneut als SDS Document (*.sds) zu speichern. Damit stellen Sie das Speichern der sich im Verlauf
der PCR ansammelnden Daten sicher.

8.6.1.6 Starten des PCR-Laufs

Starten Sie den PCR-Lauf durch Auswéhlen der Option Start unter dem Meniielement
Instrument oder des Feldes Start auf der Ebene Instrument.
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8.6.2 Programmieren des ABI PRISM 7700 SDS

Zum Nachweis von CMV-DNA erstellen Sie auf lhrem ABIPRISM 7700 SDS ein Profil
gemaf den folgenden sieben Arbeitsschritten (8.6.2.1 - 8.6.2.7). Alle Angaben beziehen
sich auf die ABI PRISM 7700 SDS Software-Version 1.9.1. Einzelheiten zum Programmieren
des ABIPRISM 7700 SDS entnehmen Sie bitte dem ABIPRISM 7700 SDS
Benutzerhandbuch. Zur besseren Ubersicht sind die vorzunehmenden Einstellungen in den
Abbildungen durch schwarze Rahmen hervorgehoben.

8.6.2.1 Voreinstellungen beim Erstellen eines neuen PCR-Laufs
Wabhlen Sie auf dem ABI PRISM 7700 SDS das unter File (Datei) befindliche Menielement

New Plate (Neue Platte) aus und stellen Sie fur das neue Dokument die folgenden
Grundeinstellungen ein (siehe Abb. 9). Bestatigen Sie die Voreinstellungen (OK).

New Plate
Plate Type: [ Single Reporter =]
—Data Acquisition 1

Plate Format: [ Standard Plate 3|

Run: Real Time 4

T | o o:

Abb. 9: Voreinstellungen zum Erstellen eines neuen PCR-Laufs (New Plate [Neue Platte]).

8.6.2.2 Auswahlen der Fluoreszenzfarbstoffe und Zuordnen des Probentyps

Mit Hilfe der Ebene Sample Type Setup (Probentyp-Setup) (Setup: Sample Type/Sample Type
Setup [Probentyp/Probentyp-Setup]) konnen Sie der Datei die entsprechenden
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Detektorfarbstoffe und den entsprechenden Probentyp zuordnen. Zum Nachweis von CMV-
DNA sowie der Internen Kontrolle mit Hilfe des artus CMV TM PCR Kit sind die in der

folgenden Tabelle angegebenen Reporter/Quencher zu definieren:

Nachweis Reporter Quencher

CMV-DNA FAM none (keine)

Interne Kontrolle (CMV TM IC) JOE none (keine)

Fur die Messung von CMV-DNA mit Hilfe des artus CMV TM PCR Kit wahlen Sie analog zur
Tabelle den Reporterfarbstoff FAM aus. Dies gilt sowohl fir Standards (STANDARD, STND),
Proben (UNKONWN, UNKN) als auch fir Kontrollen ohne Vorlage (UNKN). Fir die
Messung der Internen Kontrolle (IPC+) definieren Sie JOE als Reporter. Stellen Sie none
(keine) als Quencher ein. Die Zuordnung der Farbstoffe und Probentypen im Fenster Sample

Type Setup (Probentyp-Setup) ist in Abb. 10 dargestellt.

=Sample Type Setup
Acronym Name Color Reporter
IPC+ Internal Positive [ ((JoE ] =
STND | [Standard | (Fam Bl — 1
UNKN | [Unknown | (Fam 3)
-~

UNKN | [No Template Control ||| (FaM =] =

Reference E Quencher

Rox (hone 3 — 2
—
S [ ox )3

Abb. 10: Auswéhlen der Fluoreszenzfarbstoffe und Zuordnen des Probentyps (Sample Type Setup [Probentyp-Setup]).

Die Zuordnung des Probentyps zu einer entsprechenden Funktion Acronym (Akronym) erfolgt

nach der folgenden Tabelle:
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Probentyp Funktion (Acronym [Akronym]) I[(Sﬂzilt]itg;on (Quantity Reporter Quencher

Probe UNKN - FAM none (keine)
Kontrolle ohne Vorlage UNKN - FAM none (keine)
Standard STND Siehe 1. Inhalt FAM none (keine)

8.6.2.3 Zuordnen der notwendigen Informationen zu den Plattenpositionen

Fir die Zuordnung der Detektoren und Probentypen zu den einzelnen Plattenpositionen wahlen Sie
die entsprechenden Felder aus. Offnen Sie dann auf der Ebene Setup das Dialogfenster Dye Layer
(Farbstoffschicht) und ordnen Sie den zugehorigen Reporter zu. Aktivieren Sie nun das
Popup-Menu Sample Type (Probentyp), so finden Sie in der angezeigten Liste die dem Reporter im
Sample Type Setup (Probentyp-Setup) zugeordneten Probentypen wieder (siehe Abb. 11). Wahlen
Sie den passenden Probentyp aus (siehe Tabelle unter 8.6.2.2) und bestimmen Sie nun mit Hilfe
von Dye Layers (Farbstoffschichten) und des Meniis Sample Type (Probentyp) die Zuordnung zu
den restlichen Plattenpositionen. In dem Feld Sample Name (Probenname) kann jeder Probe ein
Name zugeordnet werden. Als Replicates (Replikate) definierte Felder (Eingabe des Namens der
Bezugsprobe in die Spalte Replicate [Replikat]) werden von der Software hinsichtlich ihrer
quantifizierten Erregerlast gemittelt und ihre Standardabweichung wird berechnet.

Bau'h Type: [ STND - Standard 3

~ " UNKN - Unknown ;
4 ol MAMEE  UNKN - o Templste Control Fample Name: [051 1
Replicate:  Sample Type Setup... Replicate: |
BT A LT —— —H""“y’ [toevos
2 Show Analysis I Dye Layer: | FAM B Show Analysis IW' Layer: | FAM 2 I 2

2 | 3 | &« | s T 220 e s

Abb. 11/12: Zuordnen der notwendigen Informationen zu den Plattenpositionen.

Zum Erstellen einer Standardkurve nutzen Sie pro PCR-lauf alle mitgelieferten
Quantifizierungsstandards  (CMV LC/RG/TM QS 1-4) und geben die zugehérigen
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Konzentrationen (siehe 1. Inhalt) fiir jeden einzelnen Standard in das Feld Quantity (Quantitat)
ein (siehe Abb. 12). Dies ist jedoch nur mdglich, wenn die mit Standards belegten Positionen
zuvor mit Hilfe des Meniis Sample Type (Probentyp) als solche definiert wurden.

8.6.2.4 Erstellen des Temperaturprofils

Zum Erstellen des Temperaturprofils wechseln Sie bitte zum Menl Thermal Cycler Conditions
(Thermocycler-Zustédnde) auf der Ebene Setup. Geben Sie entsprechend Abb. 13 das fur die
Detektion von CMV DNA qgiltige Temperaturprofil ein. Kontrollieren Sie, ob das
Reaktionsvolumen auf 50 pl eingestellt ist. Die Voreinstellungen fur Ramp Time (Flankenzeit) und
fir Auto Increment (Automatische Steigerung) bleiben unverédndert (Ramp Time
[Flankenzeit]: 0:00, Auto Increment (Automatische Steigerung): 0.0°C, 0.0 Seconds [Sekunden]).

Thermal Cycler Conditions =

Stagel Stage2
Repeat
95.0 95.0
10:00 0:15 1
550 |
1:00
[«[*]
Auto Increment Sample Yolume Show Data Collection I
| 5 op [E A ——2
St ¥ | | {5 Seconds
P T | o

Abb. 13: Erstellen des Temperaturprofils.

Des Weiteren befindet sich im Menl Thermal Cycler Conditions (Thermocycler-Zustinde) die
Option Show Data Collection (Datenaufnahme anzeigen). Durch Auswahlen dieser Option wird
das in Abb. 14 dargestellte Fenster angezeigt. Jede Flanke und jede Plateau-Temperatur ist mit
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einem Data Collection Icon (Datenaufnahme-Symbol) versehen, das die Aufnahme der Daten zu
diesem Zeitpunkt des Laufs veranschaulicht. Entfernen Sie alle Symbole bis auf das zum Zeitpunkt
des Schritts Annealing (Stage2/Step2 [Phase 2/Schritt 2]), um unnétige Fluoreszenzmessungen
auszusparen. Damit werden Gesamtlaufzeit und Datenmenge so gering wie méglich gehalten.

Thermal Cycler Conditions=———————

Stagel Stage2
Repeat

[«[»]
Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp I

8 °C S0 M
I {2 Seconds

Abb. 14: Data Collection (Datenaufnahme).

8.6.2.5 Wichtige Zusatzeinstellungen

Zur Einstellung der Belichtungszeit (Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe), sowie zur Auswahl
der Dateien Pure Spectra/Background (Kalibrierspektren/Hintergrund) wechseln Sie bitte
von der Ebene Setup zur Ebene Analysis (Analyse). Wéhlen Sie das nun aktivierte, im Meni
Instrument unter Diagnostics (Diagnostik) befindliche Unterelement Advanced Options
(Erweiterte Optionen) aus. Nehmen Sie die Einstellungen gemafR Abb. 15vor. Durch das
Inaktivieren der Wabhlfunktion Spectra Components (Analysis) (Spektralkomponenten
[Analyse]) werden bei der erneuten Auswertung bereits analysierter Ldufe automatisch die
zum Zeitpunkt der Datenerstellung in der Datei Spectra Components (Spektralkomponenten)
gespeicherten aktuellen Kalibrierungsdateien genutzt. Fir eine Analyse alter Laufe unter
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Verwendung neu eingelesener Spectra Components (Spektralkomponenten) aktivieren Sie
bitte diese beiden Felder. Achten Sie darauf, dass fir einen PCR-Lauf mit dem
artus CMV TM PCR Kit als eine Passive Reference (Reference [Referenz]) ROX eingestellt sein
muss. Die gleichmaRBige Verteilung des ROX-Farbstoffes auf alle PCR-Ansétze einer Charge
mittels Durchmischung des CMV TM Masters gewéhrleistet das Erkennen und Berechnen von
tube-to-tube-Variationen (Fluoreszenzunterschiede zwischen verschiedenen PCR-Ansatzen)
durch die Sequenzdetektionssoftware (Normalisierung).

Achtung: Die Belichtungszeit bei Verwendung von 96-well-Reaktionsplatten fiir optische
Messungen in Verbindung mit optischen Klebefolien oder optischen Reaktionsgeféafien mit flachen
Deckeln betragt zehn Millisekunden. Sollten Sie optische Reaktionsgeféfie mit gewdlbten Deckeln
verwenden, so stellen Sie die Belichtungszeit bitte auf 25 Millisekunden ein.

Advanced Options

—Yiewer
1 isplay mse in Multicomponent View

isplay best fit in Raw Spectra View
——Analysis: Spectra Components

2 H::se background in “Spectra Components" folder

se pure spectra in "Spectra Components™ folder

——Miscellaneous

et 7700 Exposure Time for Plates | 4

3 se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint

-6

Abb. 15: Wichtige Zusatzeinstellungen (Advanced Options [Erweiterte Optionen]).

artus CMV TM PCR Kit Handbuch 11/2018 29



8.6.2.6 Speichern des PCR-Laufs

Sie kénnen die Einstellungen unter Setup als Vorlage speichern, um sie fur spatere
Anwendungen in veranderter oder unveranderter Form erneut zu nutzen. Dafir speichern Sie
diese Datei im Stationary File Format (Stationdres Dateiformat). Vor dem Starten des aktuell
programmierten PCR-Laufs achten Sie bitte darauf, diesen erneut im Normal File Format
(Normalem Dateiformat) abzuspeichern. Damit stellen Sie die Speicherung der sich im
Verlauf der PCR ansammelnden Daten sicher.

8.6.2.7 Starten des PCR-Laufs

Starten Sie den PCR-Lauf durch Auswahlen der Option Run (Lauf) unter dem Menielement
Instrument oder des Feldes Run (Lauf) auf der Ebene Analysis (Analyse).

8.6.3 Programmieren des ABI PRISM 7900HT SDS

Zur Detektion von CMV-DNA erstellen Sie auf lhrem ABIPRISM 7900HT SDS ein Profil
gemal den folgenden sechs Arbeitsschritten (8.6.3.1 bis 8.6.3.6). Alle Angaben beziehen
sich auf die ABI PRISM 7900HT SDS Software-Version 2.1. Einzelheiten zum Programmieren
des ABIPRISM 7900HT SDS entnehmen Sie bitte dem ABIPRISM 7900HT SDS
Benutzerhandbuch. Zur besseren Ubersicht sind die vorzunehmenden Einstellungen in den
Abbildungen durch schwarze Rahmen hervorgehoben.

8.6.3.1 Voreinstellungen beim Erstellen eines neuen PCR-Laufs

Wahlen Sie auf dem ABI PRISM 7900HT SDS das unter File (Datei) befindliche Menuelement
New (Neu) aus und stellen Sie fir das neue Dokument die folgenden Grundeinstellungen ein
(siehe Abb. 16). Eine zuvor gespeicherte Vorlage (ABIPRISM SDS Template Document
(ABI PRISM SDS-Vorlagendokument) [*.sdt]) steht Ihnen in der Liste Template (Vorlagen) oder
durch Auswahl mittels der Funktion Browse (Durchsuchen) zur Verfugung (siehe
8.6.3.5 Speichern des PCR-Laufs). Bestatigen Sie die Voreinstellungen (OK).

Achtung: Der artus CMV TM PCR Kit kann nicht in Verbindung mit dem 384er-Plattenformat
des ABI PRISM 7900HT SDS verwendet werden.
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New Document m

Assay: |Abso|ute Quantification (Standard Curve) Y I
Container: |96 Wells Clear Plate LI -1
Template: IBIankTemplate LI

Browse... |

Barcode: |
[ 2
,_,I OK Cancel |

Abb. 16: Voreinstellungen zum Erstellen eines neuen PCR-Laufs (New Document [Neues Dokument]).

8.6.3.2 Erstellen/Auswéhlen der Detektoren

Mithilfe des Untermenis Detector Manager (Detektormanager) im Meni Tools (Werkzeuge)
(alternativ: Setup Ebene/Add Detector (Detektor hinzufiigen) und Auswahlen der Funktion)
kdnnen Sie der Datei die entsprechenden Detektorfarbstoffe zuordnen. Zum Nachweis von
CMV-DNA sowie der Internen Kontrolle mit Hilfe des artus CMV TM PCR Kit sind die in der
folgenden Tabelle angegebenen Reporter/Quencher zu definieren:

Nachweis Reporter Quencher
CMV-DNA FAM Non Fluorescent (Nicht fluoreszierend)
Interne Kontrolle (CMV TM IC) VIC Non Fluorescent (Nicht fluoreszierend)

Zum Erstellen dieser Detektoren wahlen Sie unten links im Detector Manager
(Detektormanager) die Option New (Neu) aus.
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Add Detector [ x] Add Detector [ ¥]

Name: | artus CMV Neme: | artus CMV IC
[Description: | artus CMV TM PCR Kit Descrigtion: | artus CMV TM PCR Kit
S 1
1 Reporter: [FAM | Repotter: iC 7]
GQuencher: [Non Fluorescent =] Guencher: [Non Fluorescent =]

Ndes’— Nmes.’—
2 o (2] =]

Abb. 17: Erstellen des CMV-spezifischen Abb. 18: Erstellen  des  IC-spezifischen
Detektors  (Detector ~Manager Detektors  (Detector ~Manager
[Detektormanager]). [Detektormanager]).

-2

Fir den Nachweis von CMV-DNA definieren Sie in dem neuen Fenster die
Reporter/Quencher-Kombination FAM/Non Fluorescent (FAM/Nicht fluoreszierend). Fir den
Nachweis der Internen Kontrolle wahlen Sie die Kombination VIC/Non Fluorescent
(VIC/Nicht fluoreszierend) aus (wie in Abb. 17 und Abb. 18 dargestellt). Durch die
Bestatigung der Eingaben (OK) kehren Sie zurlick zum Detector Manager
(Detektormanager). Markieren Sie die soeben erstellten Detektoren und transferieren Sie jede
Auswabhl durch Klicken auf die Option Copy to Plate Document (In Plattendokument kopieren)
zur Ebene Setup (siehe Abb. 19). Schliel3en Sie das Fenster (Done [Fertig]).

Detector Manager x|
Find: A=
Name Reporter Quencher Color I Modification Date
artus CMV lon Fluorescent 1
p—
fartus CMV IC VIC Non Fluorescent
—_———

New... | ; | Ve fiS I Import... | Export | I Copy To Plate Document I——2

Abb. 19: Auswéhlen der Detektoren (Detector Manager [Detektormanager]).
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8.6.3.3 Zuordnen der notwendigen Informationen zu den Plattenpositionen

Nach dem SchlieRen des Detector Managers (Detektormanager) (Done [Fertig]) finden Sie
die von lhnen unter 8.6.3.2 ausgewahlten Detektoren auf der Ebene Setup tabellarisch
aufgefuhrt wieder (siehe Abb. 20).

Setup | Instrument |

Well(s): B2 2]
Sample Name: I 1
FUse] Detector | Reporter | Task | Quantity | Color

% | artus CMY_ | FAM |Standard K | 1E4) I

Standard
Add Detector... ear py to Manager

Passive Reference: [ROX I 2
[ Omit Welk(s)

Abb. 20: Zuordnen der notwendigen Informationen zu den Plattenpositionen.

Markieren Sie die fir den Nachweis von CMV-DNA belegten Positionen der Platte. Ordnen
Sie diesen Positionen die ausgewahlten Detektoren zu, indem Sie die Option Use
(Verwenden) beider Detektoren aktivieren. Dort wird dann ein Kreuz angezeigt. Zur
Benennung der einzelnen Reaktionsansétze wahlen Sie die entsprechende Position auf der
Platte aus und tragen Sie den Namen unter Sample Name (Probenname) ein. Bedenken Sie
dabei, dass Ansatze mit identischem Sample Name (Probenname) und identischer
Detektorzuweisung von der Software als Replikat identifiziert und hinsichtlich ihrer
quantifizierten Erregerlast gemittelt werden. Wahlen Sie dann fiir jeden Probentyp unter Task
(Aufgabe) die entsprechende Funktion gemaf der folgenden Tabelle aus:

Probentyp Funktion (Task [Aufgabe]) Konzentration (Quantity [Quantitét]) Reporter ~ Quencher

Non Fluorescent

Probe Unknown (Unbekannt) - FAM (Nicht fluoreszierend)
Kontrolle ohne Non Fluorescent
Vorlage NTC - AN (Nicht fluoreszierend)

. Non Fluorescent
Standard Standard siehe 1. Inhalt FAM

(Nicht fluoreszierend)
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Zum Erstellen einer Standardkurve nutzen Sie pro PCR-lauf alle mitgelieferten
Quantifizierungsstandards  (CMV LC/RG/TM QS 1-4) und geben die zugehérigen
Konzentrationen (siehe 1 Inhalt) fir jeden einzelnen Standard ein (Quantity [Quantitét]). Achten
Sie darauf, dass fur einen PCR-Lauf mit dem artus CMV TM PCR Kit als eine Passive Reference
(Passive Referenz) ROX eingestellt sein muss. Die gleichmé&fige Verteilung des ROX-Farbstoffes
auf alle PCR-Ansatze einer Charge mittels Durchmischung des CMV TM Master gewahrleistet das
Erkennen und Berechnen von tube-totube-Variationen (Fluoreszenzunterschiede zwischen
verschiedenen PCR-Ansatzen) durch die Sequenzdetektionssoftware (Normalisierung).

8.6.3.4 Erstellen des Temperaturprofils

Zum Erstellen des Temperaturprofils wechseln Sie in der Software bitte von der Ebene Setup
auf die Ebene Instrument. Geben Sie entsprechend der Abb. 21 das firr die Detektion von
CMV-DNA glltige Temperaturprofil ein. Kontrollieren Sie, ob das Reaktionsvolumen auf
50 ul eingestellt ist. Die Option 9600 Emulation sollte aktiviert sein, die Voreinstellungen fir
Ramp Time (Flankenzeit) und fur Auto Increment (Automatische Steigerung) unver&ndert
bleiben (Ramp Time (Flankenzeit): 0:00, Auto Increment (Automatische Steigerung): 0.0°C,
0.0 Seconds [Sekunden]).
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Setup  Instrument ]

2
Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto Increment | Rarnp Rate I Data Collection I
Stage 1 Stage 2
Repeats IE
95.0 95.0
10:00 0:15
55.0
1:00
Add Cycle | Add Hold | Add Step Delete Step I Sample Volume (uL): |50 2
Add Dissociation Stage |
[V 9600 Emulation = 3

Abb. 21: Erstellen des Temperaturprofils.

Des Weiteren befindet sich auf der Ebene Instrument die Option Data Collection
(Datenaufnahme). Durch Auswahlen dieser Option wird das in Abb. 22 dargestellte Fenster
angezeigt. Jede Flanke und jede Plateau-Temperatur ist mit einem Data Collection Icon
(Datenaufnahme-Symbol) versehen, das die Aufnahme der Daten zu diesem Zeitpunkt des Laufs
veranschaulicht. Entfernen Sie durch Anklicken alle Symbole bis auf das zum Zeitpunkt des
Schritts Annealing (Stage2/Step2 [Phase 2/Schritt 2]), um unndtige Fluoreszenzmessungen

auszusparen. Damit werden Gesamtlaufzeit und Datenmenge so gering wie moglich gehalten.
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Setup Instrument I

Thermal Cycler Protocol

Thermal Promel Auto Incremerﬁl Ramp Rate Data Collection I

Stage 1 Stage 2
Repeats [E

950 950

550

A Cyole Lol siisien | | poesen | Sample Volume (uL): [50

[V 9600 Emulation

Abb. 22: Data Collection (Datenaufnahme).

8.6.3.5 Speichern des PCR-Laufs

Sie koénnen die Einstellungen unter Setup als Vorlage speichern, um sie fur spéatere
Anwendungen in veranderter oder unverdnderter Form erneut zu nutzen. Durch das
Speichern der Einstellungen als ABI PRISM SDS Template Document (ABIPRISM SDS-
Vorlagendokument) (*.sdt) in dem Template Directory (Vorlagenverzeichnis) ([D:]\Program
Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates, angelegt von Applied Biosystems) ist diese
Datei aus der Liste Template (Vorlagen) im Fenster New Document (Neues Dokument) direkt
auswahlbar. In anderen Ordnern gespeicherte Vorlagen missen uber Browse (Durchsuchen)
geoffnet werden. Vor dem Starten des aktuellen PCR-Laufs achten Sie bitte darauf, diesen
erneut als ABI PRISM SDS Document (ABI PRISM SDS-Dokument) (*.sds) zu speichern. Damit
stellen Sie das Speichern der sich im Verlauf der PCR ansammelnden Daten sicher.

8.6.3.6 Starten des PCR-Laufs

Starten Sie den PCR-Lauf durch Auswéhlen der Option Start unter dem Menuelement Instrument.
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9. Auswertung

Eine vorliegende, giiltige Kalibrierung der Farbstoffe (Pure Spectra Component File
[Reinspektrumskomponenten-Datei]) und des Hintergrundes (Background Component File
[Hintergrundkomponenten-Datei]) ist bei Inbetriebnahme der Gerate unbedingt erforderlich. Diese
Kalibrierungsdateien werden wie folgt zur exakten Berechnung der Ergebnisse benétigt:

Samtliche die Messung beeinflussenden geratebedingten Storsignale werden von der
Sequenzdetektionssoftware der ABI PRISM  Sequenzdeketionssysteme mit Hilfe des
Background Component File [Hintergrundkomponenten-Datei] eliminiert.

Zudem treten bei Multicolor-Analysen Interferenzen zwischen den Emissionsspekiren der einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe auf. Die Software des ABI PRISM SDS kompensiert diese Interferenzen durch
Berechnungen mit den im Pure Spectra Component File (Reinspekirumskomponenten-Datei)
gespeicherten Spektraldaten der einzelnen Farbstoffe. Die Zuordnung der im Verlauf der PCR (iber
das gesamte messbare Spektrum gesammelten Fluoreszenzdaten zu den programmierten
Detektoren nimmt die Software ebenfalls mit Hilfe der gleichen Datei vor. AnschlieRend werden die
Fluoreszenzdaten der einzelnen Farbstoffe zur Berechnung von tube-totube-Variationen
(Fluoreszenzunterschiede zwischen verschiedenen PCR- Ansétzen) durch das Signal der passiven
Referenz (ROX) geteilt. Die auf diese Weise normalisierten Signale konnen mit Hilfe der
Amplification Plot (Amplifikationskurve) bestimmt werden.

Die bei der Auswertung eines PCR-Laufs genutzten Kalibrierungsdateien werden beim Speichern
des Laufs automatisch ebenfalls gespeichert. Sollten keine Kalibrierungsdateien installiert sein,
erstellen Sie diese Dateien bitte unter Beachtung der Anleitung im ABIPRISM SDS
Benutzerhandbuch.

Sollten Sie mehr als ein artus TM PCR-System in lhren PCR-Lauf integriert haben
(Temperaturprofil beachten), so werten Sie diese Testsysteme bitte getrennt voneinander aus.
Proben mit identischem Sample Name (Probenname) und Detektorzuweisung werden von
der Software des ABI PRISM 7000 und 7900HT SDS automatisch als Replikat identifiziert
und hinsichtlich ihrer quantifizierten Erregerlast gemittelt.

artus CMV TM PCR Kit Handbuch 11/2018 37



Zur Vereinfachung der quantitativen Auswertung befolgen Sie bitte die Anweisungen unter
8.4 Quantifizierung und in der Technical Note zur Quantifizierung am ABI PRISM 7000
SDS unter www.giagen.com.

Sollten Sie mehr als ein Herpes artus System in den PCR-Lauf integriert haben, dann
analysieren Sie diese verschiedenen Systeme bitte mit den entsprechenden
Quantifizierungsstandards separat. Wahlen Sie bitte die Positionen der Proben zur Analyse
entsprechend aus.

Folgende Ergebnisse sind moglich:

1. Ein FAM-Fluoreszenzsignal wird detektiert.
Das Ergebnis der Auswertung ist positiv: Die Probe enthalt CMV-DNA.

In diesem Fall ist die Detektion eines VIC/JOE-Fluoreszenzsignals (Interne Kontrolle)
unwesentlich, da hohe Ausgangskonzentrationen an CMV-DNA (positives FAM-
Fluoreszenzsignal) zu einem reduzierten oder ausbleibenden Fluoreszenzsignal der

Internen Kontrolle fihren kénnen (Kompetition).

2. Es wird kein FAM-Fluoreszenzsignal detektiert. Gleichzeitig erscheint ein VIC/JOE-

Fluoreszenzsignal der Internen Kontrolle.
In der Probe ist keine CMV-DNA nachweisbar. Sie kann daher als negativ angesehen werden.

Bei negativer CMV-PCR schlielt das detektierte Signal der Internen Kontrolle die

Maglichkeit einer PCR-Inhibition aus.
3. Weder ein FAM-Fluoreszenzsignal noch ein VIC/JOE-Fluoreszenzsignal wird detektiert.
Eine Diagnose ist nicht mdglich.

Hinweise zu Fehlerquellen und deren Beseitigung sind unter 10 Fehlerbehebung aufgefiihrt.
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Beispiele fur positive und negative PCR-Reaktionen sind in den Abbildungen 23/24
(ABI PRISM 7000 SDS), 25/26 (ABI PRISM 7700 SDS) und 27/28 (ABI PRISM 7900HT
SDS) wiedergegeben.
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Abb. 23: Nachweis der Quantifizierungsstandards (CMV LC/RG/TM QS 1-4) durch die Detektion
eines FAM-Fluoreszenzsignals (ABI PRISM 7000 SDS). NTC: No template control (Kontrolle
ohne Vorlage) (Negativkontrolle).
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Abb. 24: Nachweis der Internen Kontrolle (IC) durch Messung eines VIC-Fluoreszenzsignals
(ABI PRISM 7000 SDS) bei gleichzeitiger Amplifikation der Quantifizierungsstandards
(CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: No template control (Kontrolle ohne Vorlage)
(Negativkontrolle).
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Abb. 25: Nachweis der Quantifizierungsstandards (CMV LC/RG/TM QS 1-4) durch die Detektion

eines FAM-Fluoreszenzsignals (ABI PRISM 7700 SDS). NTC: No template control (Kontrolle
ohne Vorlage) (Negativkontrolle).
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Abb. 26: Nachweis der Internen Kontrolle (IC) durch die Detektion eines JOE-Fluoreszenzsignals
(ABI PRISM 7700 SDS) bei gleichzeitiger Amplifikation der Quantifizierungsstandards
(CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: No template control (Kontrolle ohne Vorlage)
(Negativkontrolle).

£
1000 1
- NTC

Abb. 27: Nachweis der Quantifizierungsstandards (CMV LC/RG/TM QS 1-4) durch die Messung des
FAM-Fluoreszenzsignals (ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: No template control (Kontrolle
ohne Vorlage) (Negativkontrolle).
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Abb. 28: Nachweis der Internen Kontrolle (IC) durch Messung eines VIC-Fluoreszenzsignals (ABI PRISM
7900HT  SDS) bei  gleichzeitiger ~ Amplifikation  der  Quantifizierungsstandards
(CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: No template control (Kontrolle ohne Vorlage) (Negativkontrolle).

10. Fehlerbehebung

Kein FAM-Fluoreszenzsignal bei den Positivkontrollen (CMV LC/RG/TM QS 1-4):

Die Wahl des Detektorfarbstoffs bei der PCR-Datenanalyse entspricht nicht den

Protokollangaben.

= Wabhlen Sie fiir die Auswertung den Detektorfarbstoff FAM fiir die analytische CMV-
PCR und den Detektorfarbstoff VIC/JOE fiir die PCR der Internen Kontrolle aus.

Die zur Auswertung verwendeten Einstellungen unter Options (Optionen) (Extension
Phase Data Extraction [Datenextraktion der Zusatzphase]) stimmen nicht mit den
Einstellungen der Data Collection (Datenaufnahme) Uberein (fir ABI PRISM 7700 SDS
siehe 8.6.2.4 Erstellen des Temperaturprofils, fir ABI PRISM 7900HT SDS siehe 8.6.3.4

Erstellen des Temperaturprofils).

42
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-> Analysieren Sie den PCR-Lauf mit korrigierten Einstellungen und wiederholen Sie die

Auswertung (Analysis [Analyse]).

e Die Programmierung des Temperaturprofils des ABI PRISM Sequenzdetektionssystems ist
fehlerhaft.
- Vergleichen Sie das Temperaturprofii mit dem Protokoll (siehe 8.6
Programmieren des ABI PRISM SDS).
* Fehlerhaftes Zusammenstellen der PCR-Reaktion.
> Uberprifen Sie Ihre Arbeitsschritte mithilfe des Pipettierschemas (siehe 8.5

Vorbereitung der PCR) und wiederholen Sie gegebenenfalls die PCR.

* Die Lagerungsbedingungen firr eine oder mehrere Kitkomponenten entsprachen nicht den in
2. Lagerung aufgefuhrten Vorschriften oder das Verfallsdatum des artus CMV TM PCR Kit war

abgelaufen.

-> Bitte Uberprifen Sie sowohl Lagerungsbedingungen als auch das Verfallsdatum (siehe

Kit-Etikett) der Reagenzien und verwenden Sie ggf. ein neues Kit.

Schwaches oder ausbleibendes Signal der Internen Kontrolle einer in der Aufreinigung (QlAamp
DSP Virus Kit) mitgefiihrten negativen Plasmaprobe (VIC/JOE-Fluoreszenzsignal, Abweichung
groRer als Ct = 25,3-31,3; (threshold ABI PRISM 7000: 0,2, ABI PRISM 7700 und 7900HT SDS:

0,2) bei gleichzeitiger Abwesenheit eines FAM-Fluoreszenzsignals der spezifischen CMV-PCR:
* Die PCR-Bedingungen entsprechen nicht dem Protokoll.

> Uberprifen Sie die PCR-Bedingungen (siche oben) und wiederholen Sie

gegebenenfalls die PCR mit korrigierten Einstellungen.
* Die PCR wurde inhibiert.

-> Stellen Sie sicher, dass Sie das von uns empfohlene Aufreinigungsverfahren benutzen

(siehe 8.2 DNA-Isolierung) und halten Sie sich exakt an die Herstellervorschrift.
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Ein

- Vergewissern Sie sich, dass bei der DNA-Aufreinigung der zusétzliche empfohlene
Zentrifugationsschritt zur vollstdndigen Entfernung von Ethanol-Resten vor der Elution

durchgefuhrt wurde (siehe 8.2 DNA-Isolierung).
DNA ging bei der Aufreinigung verloren.

- Sollte die Interne Kontrolle zur Aufreinigung zugegeben worden sein, kann ein
Ausbleiben des Signals der Interne Kontrolle den Verlust der DNA bei der Aufreinigung
bedeuten. Stellen Sie sicher, dass Sie ein von uns empfohlenes Aufreinigungsverfahren

benutzen (siehe 8.2 DNA-Isolierung) und halten Sie sich exakt an die Herstellervorschrift.

Die Lagerungsbedingungen fur eine oder mehrere Kitkomponenten entsprachen nicht den
in  2.lagerung aufgefiihrten  Vorschriften oder das Verfallsdatum  des

artus CMV TM PCR Kit war abgelaufen.

-> Bitte Uberprifen Sie sowohl Lagerungsbedingungen als auch das Verfallsdatum (siehe

Kit-Etikett) der Reagenzien und verwenden Sie ggf. ein neues Kit.

FAM-Fluoreszenzsignal der analytischen PCR bei den Negativkontrollen:

Beim Ansetzen der PCR ist eine Kontamination aufgetreten.
= Wiederholen Sie die PCR mit Replikaten mit noch unbenutzten Reagenzien.

= VerschlieRen Sie die einzelnen PCR-Gefalle nach Moglichkeit jeweils direkt nach

Zugabe der zu untersuchenden Probe.
-> Pipettieren Sie die Positivkontrollen grundsétzlich zuletzt.
-> Achten Sie darauf, dass Arbeitsflachen und Geréte regelméfig dekontaminiert werden.
Bei der Aufreinigung ist eine Kontamination aufgetreten.

- Wiederholen Sie Aufreinigung und PCR der zu untersuchenden Proben unter

Verwendung noch unbenutzter Reagenzien.

- Achten Sie darauf, dass Arbeitsflachen und Gerate regelmailiig dekontaminiert werden.

44
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Sollten weitere Fragen oder Probleme auftreten, kontaktieren Sie bitte unseren Technischen

Service.

11. Spezifikationen

11.1 Analytische Sensitivitat

Fir die Validierung des artus CMV TM PCR Kit wurde sowohl die analytische
Nachweisgrenze als auch die analytische Nachweisgrenze unter Beriicksichtigung der
Aufreinigung (Sensitivitatsgrenzen) bestimmt. Die analytische Nachweisgrenze unter
Beriicksichtigung der Aufreinigung wurde anhand CMV-positiver klinischer Proben und unter
Beriicksichtigung des verwendeten Aufreinigungsverfahrens bestimmt. Die analytische
Nachweisgrenze wurde hingegen ohne Kklinische Proben und unabh&angig von dem
Aufreinigungsverfahren anhand von CMV-DNA bekannter Konzentration bestimmt.

Zur Bestimmung der analytischen Sensitivitit des artus CMV TM PCR Kit wurde eine
Verdiinnungsreihe genomischer CMV-DNA von 10 bis nominal 0,00316 CMV-Kopien/pl erstellt.
Diese wurde anschlieffend unter Benutzung des artus CMV TM PCR Kit mit den ABI PRISM 7000,
7700 und 7900HT Sequenzdetektionssysteme analysiert. Die Untersuchungen wurden fiir jedes
Gerat an drei verschiedenen Tagen in Form von Achtfach-Bestimmungen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse sind mit Hilfe einer Probit-Analyse ermittelt worden.

Analytische Nachweisgrenze (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,20 Kopien/pl
ABI PRISM 7700 SDS 0,20 Kopien/ul
ABI PRISM 7900HT SDS 0,17 Kopien/Zpl

Dies bedeutet, dass 0,20 Kopien/ul (ABI PRISM 7000 SDS), 0,20 Kopien/ul (ABI PRISM
7700 SDS) bzw. 0,17 Kopien/Zul (ABI PRISM 7900HT SDS) mit einer Wabhrscheinlichkeit
von 95 % detektiert werden kénnen.
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Die analytische Sensitivitat unter Beriicksichtigung der Aufreinigung (QIAamp DSP Virus Kit)
des artus CMV TM PCR Kit wurde mit einer Verdiinnungsreihe aus CMV-Virusmaterial von
1.000 bis nominal 0,316 CMV-Kopien/ml in klinischen Plasmaproben bestimmt. Diese
wurden einer DNA-Aufreinigung mit dem QlAamp DSP Virus Kit unterzogen
(Extraktionsvolumen: 0,5 ml, Elutionsvolumen: 70 pl). Die einzelnen der insgesamt acht
Verdlinnungsstufen wurden an drei verschiedenen Tagen in Form von Achtfach-
Bestimmungen unter Verwendung des artus CMV TM PCR Kit mit dem ABI PRISM 7000,
7700 und 7900HT SDS analysiert. Die Ergebnisse wurden durch eine Probit-Analyse
bestimmt und sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt:

Nachweisgrenze (p = 0,05) unter Berlicksichtigung der Aufreinigung

ABI PRISM 7000 SDS 64,2  Kopien/ml
ABI PRISM 7700 SDS 100,5 Kopien/ml

ABI PRISM 7900HT SDS 53,5  Kopien/ml

Die grafische Darstellung wird in Abb. 29 fir das ABIPRISM 7000 SDS gezeigt.
Demzufolge liegt die analytische Nachweisgrenze unter Berticksichtigung der Aufreinigung
des artus CMV TM PCR Kit bei 64,2 Kopien/ml (p = 0,05). Dies bedeutet, dass 64,2

Kopien/ml mit einer Wabhrscheinlichkeit von 95 % detektiert werden kdnnen.
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Probit-Analyse: Zytomegalievirus (ABI PRISM 7000 SDS)
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Abb. 29: Analytische Sensitivitat unter Beriicksichtigung der Aufreinigung (QlAamp DSP Virus Kit) des
artus CMV TM PCR Kit (ABI PRISM 7000 SDS).

11.2 Spezifitat

Die Spezifitat des artus CMV TM PCR Kit wird in erster Linie durch die Auswahl der Primer
und Sonden sowie die Wabhl stringenter Reaktionsbedingungen gewaéhrleistet. Die Primer
und Sonden sind anhand einer Sequenzvergleichs-Analyse auf eventuelle Homologien zu
allen in Genbanken publizierten Sequenzen uberpruft worden. Die Nachweisbarkeit aller
relevanten Stamme ist dadurch sichergestellt.

Die Validierung der Spezifitat erfolgte zudem an 100 verschiedenen CMV-negativen
Plasmaproben. Bei diesen wurde mit den im CMV TM Master enthaltenen CMV-spezifischen
Primern und Sonden kein Signal erzeugt.

Zur Bestimmung der Spezifitdtt des artus CMV TM PCR Kit wurde die in der folgenden
Tabelle (siehe Tabelle 1) aufgefiihrte Kontrollgruppe auf eine Kreuzreaktivitat untersucht. Bei
keinem der getesteten Erreger trat eine Reaktion auf. Bei Mischinfektionen traten keine
Kreuzreaktivitaten auf.
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Tabelle 1: Spezifitatstest des Kits mit potentiell kreuzreaktiven Erregern.

Kontrollgruppe CMV (FAM) Interne Kontrolle (VIC)
Humanes Herpesvirus 1 (Herpes-simplex-Virus 1) - +
Humanes Herpesvirus 2 (Herpes-simplex-Virus 2) - +
Humanes Herpesvirus 3 (Varizella-Zoster-Virus) - +
Humanes Herpesvirus 4 (Epstein-Barr-Virus) - i
Humanes Herpesvirus 6A - +
Humanes Herpesvirus 6B = +
Humanes Herpesvirus 7 - +

Humanes Herpesvirus 8 (Kaposi-Sarkom-assoziiertes

- +
Herpesvirus)
Hepatitis-A-Virus - +
Hepatitis-B-Virus - +
Hepatitis-C-Virus - +
Humanes Immundefizienz-Virus 1 - E
Humanes T-Zell-Leukamievirus 1 - +
Humanes T-Zell-Leuk&mievirus 2 - i
West-Nil-Virus - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
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11.3 Prazision

Die Prazisionsdaten des artus CMV TM PCR Kit wurden mit dem ABI PRISM 7000 SDS erhoben
und ermdglichen die Bestimmung der Totalvarianz (Gesamtstreuung) des Testsystems. Diese
Totalvarianz setzt sich aus der Intra-Assay-Variabilitdt (Streuung der Ergebnisse von Proben
derselben Konzentration innerhalb eines Versuchsansatzes), der Inter-Assay-Variabilitat (Streuung
aufgrund der Anwendung durch verschiedene Personen und unter Benutzung verschiedener
Geréte des gleichen Typs innerhalb eines Labors) und der Inter-Chargen-Variabilitat (Streuung
unter Verwendung unterschiedlicher Chargen) zusammen. Dabei werden jeweils die
Standardabweichung, die Varianz und der Variationskoeffizient sowohl fur die Erreger-
spezifische als auch fir die PCR der Internen Kontrolle berechnet.

Diese Daten wurden fiir den artus CMV TM PCR Kit anhand des Quantifizierungsstandards mit der
niedrigsten Konzentration (QS 4; 10 Kopien/pl) ermittelt. Die Untersuchungen wurden in Form von
Achtfach-Bestimmungen durchgefiihrt. Die Auswertung der Ergebnisse wurde anhand der Ct-Werte
der Amplifikationskurven (Ct: threshold cycle, siehe Tabelle 2). Zusétzlich wurden auch die
Prézisionsdaten der quantitativen Werte in Kopien/pl mittels der entsprechenden CtWerte ermittelt
(siehe Tabelle 3). Demnach betragt die Gesamtstreuung einer beliebigen Probe der genannten
Konzentration 1,06 % (Ct) bzw. 12,93 % (Konz.), fur den Nachweis der Internen Kontrolle
1,14 % (Ct). Diese Werte basieren auf der Gesamtheit aller Einzelwerte der ermittelten
Variabilitaten.
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Tabelle 2: Prazisionsdaten auf Grundlage der Ct-Werte.

Standardabweichung Varianz Variationskoeffizient [%]

Intraassay-Variabilitat:

0,10 0,01 0,33
CMV LC/RG/TM QS 4
Intraassay-Variabilitat:

0,12 0,01 0,50
Interne Kontrolle
Interassay-Variabilitat:

0,21 0,04 0,67
CMV LC/RG/TM QS 4
Interassay-Variabilitat:

0,30 0,09 1,23
Interne Kontrolle
Inter-Chargenvariabilitat:

0,32 0,10 1,01
CMV LC/RG/TM QS 4
Inter-Chargenvariabilitat:

0,26 0,07 1,05
Interne Kontrolle
Totalvarianz:

0,33 0,11 1,06
CMV LC/RG/TM QS 4
Totalvarianz:

0,28 0,08 1,14

Interne Kontrolle

Tabelle 3: Prazisionsdaten auf Grundlage der quantitativen Werte (in Kopien/pl).

Standardabweichung Varianz Variationskoeffizient [%]

Intraassay-Variabilitat:

0,72 0,52 7,20
CMV LC/RG/TM QS 4
Interassay-Variabilitat:

1,25 1,57 12,45
CMV LC/RG/TM QS 4
Inter-Chargenvariabilitat:

1,53 2,33 15,10
CMV LC/RG/TM QS 4
Totalvarianz:

1,30 1,70 12,93

CMV LC/RG/TM QS 4
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11.4 Robustheit

Die Uberprifung der Robustheit dient der Ermitlung der Gesamtausfallrate des
artus CMV TM PCR  Kit. Hierzu wurden 100 CMV-negative Plasmaproben auf eine
Endkonzentration von 170 Kopien/ml mit CMV-DNA dotiert (ca. dreifache Konzentration der
analytischen Sensitivitétsgrenze). Nach der Aufreinigung mit dem QIAamp DSP Virus Kit (siehe
8.2 DNA-Isolierung) wurden diese Proben mit dem artus CMV TM PCR Kit analysiert. Die
Ausfallrate fur CMV betrug fir die Gesamtheit der Proben O %. Die Robustheit der Internen
Kontrolle wurde zusétzlich durch die Aufreinigung und Analyse von 100 CMV-negativen
Plasmaproben Uberpriift. Damit betrégt die Robustheit des artus CMV TM PCR Kit > 99 %.

11.5 Reproduziertbarkeit

Die Daten zur Reproduzierbarkeit erlauben eine regelmaRige Leistungsbewertung des artus
CMV TM PCR Kit sowie einen Effizienzvergleich mit anderen Produkten. Diese Daten werden

durch die Teilnahme an etablierten Ringversuchsprogrammen erhoben.
11.6 Diagnostische Evaluierung

Der artus CMV TM PCR Kit wurde in einer Studie evaluiert. Bei einem Vergleich des
artus CMV TM PCR Kit mit dem COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test wurden
154 klinische EDTA-Plasmaproben retrospektiv und prospektiv analysiert. Alle Proben
wurden mit dem COBAS AMPLICOR CMV MONITOR zur Routinediagnose positiv oder

negativ voranalysiert.

Die Proben zum Testen des artus CMV TM PCR Kit wurden unter Zugabe der Internen
Kontrolle des artus CMV TM PCR Kit mit dem QlAamp DSP Virus Kit aufgereinigt und dann
durch das ABI PRISM 7000 SDS analysiert. Die Proben fiir den COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test wurden nach den Herstelleranweisungen auf der Packungsbeilage
aufgereinigt und analysiert.
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Alle 11 Proben, die mit dem COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test positiv getestet
wurden, wurden auch mit dem artus CMV TM PCR Kit positiv getestet. Insgesamt 125
Proben, die mit dem COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test negativ getestet wurden,
wurden auch mit dem artus CMV TM PCR Kit negativ getestet. 18 unvereinbare Ergebnisse

wurden erhalten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 gezeigt.

Tabelle 4: Ergebnisse der vergleichenden Validierungsstudie.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Insgesamt
artus CMV TM + 11 18 29
PCR Kit
_ 0 125 125

Wenn die Ergebnisse des OBAS AMPLICOR CMV MONITOR Tests als Referenz genommen
werden, betrdgt die diagnostische Sensitivitdt aller Proben des artus CMV TM PCR Kit
100 % und die diagnostische Spezifitat 87,4 %.

Weitere Tests der 18 unvereinbaren Proben bestétigten die Ergebnisse des artus PCR Kit.
Folglich kann angenommen werden, dass die Diskrepanz auf der htheren Sensitivitat des

artus CMV TM PCR Kit beruht.
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12. Anwendungseinschrankungen

® Alle Reagenzien durfen ausschlieBlich zur In-vitro-Diagnostik verwendet werden.

® Die Anwendung sollte durch Personal erfolgen, das speziell in In-vitro-Diagnostika-
Verfahren unterrichtet und ausgebildet wurde.

® Die genaue Einhaltung der Anweisungen des Benutzerhandbuchs ist erforderlich, um
optimale PCR-Ergebnisse zu erhalten.

e Die auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten angegebenen
Verfallsdaten sind zu beachten. Abgelaufene Reagenzien dirfen nicht benutzt werden.

® Selten auftretende Mutationen innerhalb der von den Primern und/oder der Sonde des
Kits abgedeckten hochkonservierten Bereichen des Virengenoms kdnnen, wenn sie
vorliegen, zu einer Unterbestimmung fihren oder dazu, dass die Anwesenheit des Virus
nicht detektiert wird. Validitat und Leistung des Tests werden regelmafig uberpruft, um
bei Bedarf Veranderungen vornehmen zu kénnen.

13. Sicherheitshinweise

Tragen Sie beim Umgang mit Chemikalien immer einen geeigneten Laborkittel,
Einmalhandschuhe und eine Schutzbrille. Weitere Informationen finden Sie in den jeweiligen
Sicherheitsdatenblattern (Safety Data Sheets, SDS). In unserer Online-Sammlung der
Sicherheitsdatenblatter unter www.giagen.com/safety finden Sie zu jedem QIAGEN® Kit und
zu jeder Kit-Komponente das jeweilige SDS als PDF-Datei, die Sie einsehen und ausdrucken
kdnnen.

Proben- und Testabfalle sind gemaR den ortlichen Sicherheitsbestimmungen zu entsorgen.
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14. Qualitatskontrolle

GemaR dem umfassenden Qualitatssicherungssystem (TQM) von QIAGEN wird jede Charge
des artus CMV TM PCR Kit nach festgelegten Prifkriterien getestet, um eine einheitliche

Produktqualitat sicherzustellen.
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16. Erklarung der Symbole

2 Verfallsdatum

LOT
Chargennummer
u Hersteller
REF
Katalognummer
MAT Materialnummer

GTIN Global Trade Item Number (GTIN)

; <N> Inhalt ausreichend fiir <N> Tests

/ﬂ/ Zulassiger Temperaturbereich

Qs Quantifizierungsstandard

iC Interne Kontrolle
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17. Bestellinformationen

Produkt Inhalt Kat.-Nr.

artus® CMV TM PCR Kit (24) Fir 24 Reaktionen: 2 Master, 4503163
4 Quantifizierungsstandards, interne
Kontrolle, Wasser (PCR-Qualitat)

artus® CMV TM PCR Kit (96) Fir 96 Reaktionen: 8 Master, 4503165
4 Quantifizierungsstandards, 2 interne
Kontrollen, Wasser (PCR-Qualitét)

QIlAamp® DSP Virus Kit (50) Fur 50 Praparationen: QlAamp 60704

MinElute® Spin Columns, Puffer,
Reagenzien, Réhrchen,
Saulenerweiterungen und
VacConnectors

Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechtliche Haftungsausschlisse finden

Sie im Handbuch oder der Gebrauchsanweisung des jeweiligen QIAGEN-Kit. Handbiicher

und Gebrauchsanweisungen zu QIAGEN Kit finden Sie im Internet unter www.giagen.com

oder kdnnen beim Technischen Service von QIAGEN oder bei lhrem ortlichen Handler

angefordert werden.
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Bearbeitungshistorie des Dokuments

R4 Die QK-Versionsspezifikationen fiir IC wurden aktualisiert. Ein Bestellinformationsabschnitt
11/2018 wurde hinzufiigt. Das Layout wurde aktualisiert.

Eingeschrénkte Lizenzvereinbarung fiir das Handbuch zum artus CMV TM PCR Kit
Mit der Nutzung dieses Produkts erkennen Kaufer oder Anwender des Produkts die folgenden Bedingungen an:

1. Das Produkt darf nur gemaR den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen und nur mit den Komponenten, die im Kit mitgeliefert
werden, verwendet werden. QIAGEN gewahrt im Rahmen seiner Eigentumsrechte keinerlei Lizenz, Kit-Komponenten zusammen mit anderen Komponenten (die
nicht zu diesem Kit gehoren) zu verwenden, mit Ausnahme der Anwendungen, die in den mit dem Produkt und diesem Handbuch bereitgestellten Protokollen
oder in zusétzlichen, unter www.giagen.com verfligbaren Protokollen beschrieben werden. Einige dieser zusatzlichen Protokolle wurden von QIAGEN-
Anwendern fir andere QIAGEN-Anwender zur Verfiigung gestellt. Diese Protokolle wurden von QIAGEN nicht eingehend gepriift oder optimiert. QIAGEN
ubernimmt fur diese Protokolle keine Garantie und garantiert auch nicht, dass sie keine Rechte Dritter verletzen.

2. Uber die ausdriicklich erwéhnten Lizenzanwendungen hinaus (ibernimmt QIAGEN keinerlei Garantie dafiir, dass dieses Kit und/oder die mit diesem Kit
durchgefiihrten Anwendungen die Rechte Dritter nicht verletzen.

3. Dieses Kit und seine Komponenten sind fir den einmaligen Gebrauch lizenziert und dtirfen nicht wiederverwendet, aufgearbeitet oder weiterverkauft werden.
4. QIAGEN lehnt auBer der ausdriicklich gewéhrten Lizenzgewéahrung jede weitere Lizenzgewahrung ab, sowohl ausdriicklich als auch konkludent.

5. Kéaufer und Nutzer des Kits stimmen zu, keinerlei Schritte zu unternehmen oder anderen die Einleitung von Schritten zu gestatten, die zu unerlaubten Handlungen
im obigen Sinne filhren oder solche erleichtern kdnnten. QIAGEN kann die Verbote dieser eingeschrankten Nutzungsvereinbarung an jedem Ort gerichtlich
geltend machen und wird samtliche Ermittlungs- und Gerichtskosten, inklusive Anwaltsgebiihren, zuriickfordern, die ihr bei der Geltendmachung dieser
eingeschréankten Nutzungsvereinbarung oder irgendeines ihrer geistigen Eigentumsrechte im Zusammenhang mit dem Kit und/oder seinen Komponenten
entstehen.

Aktualisierte Nutzungs- und Lizenzbedingungen finden Sie im Internet unter www.giagen.com.

Marken: QIAGEN®, QlAamp®, artus® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applera Corporation); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics GmbH); FAM™,
GeneAmp®, JOE™, MicroAmp®, ROX™, VIC® (Life Technologies).

Bei eingetragenen Namen, Marken usw., die in diesem Dokument genannt werden, ist nicht davon auszugehen, dass sie gesetzlich nicht geschiitzt sind, auch wenn
sie nicht ausdriicklich als eingetragener Name bzw. eingetragene Marke gekennzeichnet sind.

11/2018 HB-0069-006 1115297DE © 2018 QIAGEN, alle Rechte vorbehalten.
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