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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN é&r den ledande tillverkaren av innovativa provtagnings- och
analystekniker som mdijliggér isolering och detektion av innehdllet i alla
biologiska prover. Vé&ra avancerade produkter och tiénster av hég kvalitet
garanterar framgéng fran prov till resultat.

QIAGEN skapar standarder inom:

B rening av DNA, RNA och proteiner

B nukleinsyra- och proteinanalyser

B mikroRNA-forskning och RNAI

B automatisering av provtagnings- och analystekniker

Vért uppdrag ér att géra det méjligt fér dig att uppné utomordentliga
framgdngar och genombrott. Det finns mer information pd www.qgiagen.com.







Innehall

Kitinnehall 6
Symboler 6
Foérvaring 7
Anvéndningsomrdde 7
Begrénsningar fér produktanvéndning 7
Varningar och férsiktighet 8
Kvalitetskontroll 8
Inledning 9
Princip 9
Information om patogen 9
Prestandaegenskaper 10
Utrustning och reagenser som ska tillhandahdllas av anvéndaren 18
Viktiga anmdrkningar 19
Allmanna férsiktighetsétgdrder 19
Insamling, férvaring och transport av prov 19
DNA-isolering 20
Intern kontroll 21
Instélining av tréskel f6r PCR-analysen 22
Kvantifiering 22
Protokoll: PCR och dataanalys 23
Fels6kningshandbok 32
Litteraturhénvisningar 35
Bestdllningsinformation 36

Handbok fér artus HBV RG PCR-kit  12/2014 5



Kitinnehall

artus HBV RG PCR Kit (24) (96)
Katalognr 4506263 4506265
Antal reaktioner 24 96
Blé HBY RG/TM Master reik)frilzer rezk)frilzer
Rod HBV RG/TM QS 1* (1 x 10° 1U/ul) Qs 200ul 200 ul
Rod HBV RG/TM QS 2* (1 x 10* 1U/ul) Qs 200ul 200 ul
Rod HBV RG/TM QS 3* (1 x 10° IU/ul) Qs 200ul 200 ul
Rad HBV RG/TM QS 4* (1 x 102 1U/ul) Qs 200 ul 200 ul
Rad HBV RG/TM QS 5* (1 x 10" 1U/ul) Qs 200ul 200 ul
Grén  HBV RG/TM ICT Ic 1000ul 2x1000ul
Vit Vatten (PCR-kvalitet) 1000 ul 1000 ul

Handbok 1

1

* Kvantifieringsstandard.

t Intern kontroll.

Symboler
Innehdller reagenser som récker fér <N> tester
<N>
E Utg@ngsdatum
IVvD Medicinteknisk produkt fér in vitro-diagnostik
Katalognummer
LOT Lotnummer

Materialnummer
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Komponenter

Innehaller

Antal

GTIN-artikelnummer (Global Trade ltem Number)
Temperaturbegransning

Tillverkare

Se bruksanvisningen

Viktig anmérkning

k= Ef}E

Férvaring

Komponenterna i artus HBV RG PCR-kitet maste férvaras vid =15 °C Hill

-30 °C och &r stabila fram till det utg@ngsdatum som anges pd etiketten.
Upprepad tining och frysning (>2 x) ska undvikas, eftersom detta kan minska
analyssensitiviteten. Om reagenserna endast ska anvéndas periodvis ska de
frysas ned i alikvoter. Férvaring vid 2-8 °C ska inte éverskrida 5 timmar.

Anvdndningsomrade

artus HBV RG PCR-kitet @r ett in vitro-nukleinsyraamplifieringstest fér
kvantifiering av hepatit B-virus (HBV)-DNA i human plasma. Fér detta
diagnostiska testkit anvénds polymeraskedjereaktion (PCR) och kitet &r
konfigurerat fér anvéndning med Rotor-Gene Q-instrument.

Begrdnsningar for produktanvéndning
Alla reagenser kan uteslutande anvéandas vid in vitro-diagnostik.

Produkten ska endast anvéndas av personal som har fatt specialinstruktioner
och som har utbildats i in vitro-diagnostiska férfaranden.

Anvandarhandboken maéste féljas strikt fér att uppnd optimala resultat fér PCR.
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Var noga med att uppmdrksamma de utg@ngsdatum som ér angivna pé asken
och pé& etiketterna fér alla komponenter. Anvand inte utgdngna komponenter.

Aven om det i séllsynta fall kan uppkomma mutationer inom virusgenomets i
hég grad bevarade omréden, vilka técks av satsens primrar och/eller prob, kan
dessa kvantifieras i underkant eller kan befintligheten av virus i dessa fall
missas att upptdckas. Darfér granskas analysens giltighet och prestanda med
jGmna mellanrum.

Varningar och forsiktighet

Anvand alltid lamplig laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon
vid hantering av kemikalier. Mer information finns i ldmpligt sékerhetsdatablad
(SDS). Dessa ar tillgangliga online i praktiskt och kompakt PDF-format pé
www.giagen.com/safety dar du kan hitta, granska och skriva ut datablad fér
alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN®.

Kassera prov- och analysavfall enligt lokala sékerhetsregler.

Kvalitetskontroll

| enlighet med QIAGEN:s ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem testas varje
lot av artus HBY RG PCR-kitet mot férutbestémda specifikationer fér att
garantera foljdriktig produkikvalitet.

Handbok fér artus HBV RG PCR-kit  12/2014 8



Inledning

artus HBV RG PCR-kitetutgdr ett bruksfardigt system fér detektionen av HBV-
DNA med anvdndning av polymeraskedjereaktion (PCR) i Rotor-Gene Q-
instrument. HBY RG/TM master innehéller reagenser och enzymer fér den
specifika amplifieringen av en 134 bp-region av HBV-genomet, och for direkt
detektering av den specifika amplikonen i fluorescenskanalen Cycling Green i
Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene 6000, eller Cycling A.FAM™ i Rotor-Gene
3000.

Dessutom innehdller artus HBV RG PCR-kitet ett andra heterologt
amplifieringssystem fér detektion av en eventuell PCR-inhibering. Denna
detekteras som en intern kontroll (IC) i fluorescenskanalen Cycling Yellow i
Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene 6000, eller A JOE™ i Rotor-Gene 3000.
Detektionsgransen fér analytisk HBV-PCR (se “Analytisk sensitivitet”, sida 10)
minskas inte. Externa positiva kontroller (HBV RG/TM, QS 1-5) medfsljer, vilka
gor det mojligt att faststalla andelen virus-DNA. Mer information: se
“Kvantifiering”, sidan 22.

Princip

Patogen detektion med polymeraskedjereaktion (PCR) baseras pé
amplifieringen av specifika regioner i den patogena organismens genom. |
realtids-PCR detekteras den amplifierade produkten via fluorescerande
fargémnen. Dessa &r vanligtvis kopplade till sékfragment av oligonukleotider,
vilka binder specifikt till den amplifierade produkten. Overvakning av
fluorescensintensiteterna under PCR-kérningen (det vill séga i realtid) majliggér
detektion och kvantifiering av den ackumulerande produkten utan att man
behéver dppna reaktionsréren pé nytt efter PCR-kérningen.*

Information om patogen

Hepatit-B-virus (HBV) éverférs huvudsakligen via blod eller blodprodukter.
Sexuella, orala och perinatala infektioner &r emellertid Gven majliga. Efter
allman sjukdomskénsla, inklusive aptitléshet, krékningar och problem med
buken utvecklar cirka 10 till 20 procent av patienterna feber, exantem
(hudutslag), sdvél som reumatoida led- och muskelproblem. Tvé till fjorton
dagar senare utvecklas ikterus, vilket kan &tféljas av kldda. Fulminant hepatit
uppstér hos cirka 1 % av alla infekterade patienter och &r ofta dédlig. 5—

10 procent av alla hepatit-B-patienter utvecklar kronisk leverinflammation,
vilken kan fortskrida till levercirros eller primart levercellkarcinom.

* Mackay, .M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Prestandaegenskaper

Analytisk sensitivitet

Den analytiska detektionsgrénsen s@vdal som den analytiska detektionsgrénsen
med hénsyn till reningen (sensitivitetsgrdnser) bedémdes fér artus HBV RG PCR-
kitet. Den analytiska detektionsgransen, med hansyn till reningen, bestémdes
med hjdlp av HBV-positiva kliniska prover i kombination med en sarskild
extraktionsmetod. Som kontrast bestémdes den analytiska detektionsgrénsen
utan kliniska prover och oberoende av den valda extraktionsmetoden, med
hjaglp av en standard med k&énd koncentration.

For bestémning av den analytiska sensitiviteten fér artus HBV RG PCR-kitet,
bereddes en spadningsserie frédn 10 till nominellt 0,0003 HBV IU/ul och
analyserades med artus HBY RG PCR-kitet i Rotor-Gene-instrument. Testningen
utférdes under 3 olika dagar med 8 replikat. Resultaten faststélldes genom en
probitanalys. Den analytiska detektionsgrdnsen fér artus HBV RG PCR-kitet i
kombination med Rotor-Gene 3000 é&r 0,02 IU/ml (p = 0,05). Detta innebdr
att det finns en 95-procentig sannolikhet att 0,02 IU/ml kommer att detekteras.

Likvardighet mellan Rotor-Gene 3000 och Rotor-Gene Q/6000 visades pé
basis av tekniska specifikationer som bekréftades genom jémférelse av
analytiska prestanda. Probitanalyser utférdes parallellt i bdda systemen. Den
analytiska detektionsgrdnsen i Rotor-Gene Q/6000 ligger inom
konfidensintervallet fér Rotor-Gene 3000. Dérfér kan artus HBV RG PCR-kitet
anvandas fér detektion av HBV-DNA i Rotor-Gene Q/6000 med likartad
sensitivitet.

Den analytiska sensitiviteten med hansyn till reningen (QIAamp® DSP Virus-kit)
av artus HBV RG PCR-kitet faststélldes med anvéndning av en spadningsserie
av “1st International HBV standard” (WHQO) frdn 158 till nominellt

0,4 HBV IU/ml som ftillsatts i kliniska plasmaprover. Dessa genomgick en DNA-
extraktion med QIAamp DPS Virus-kitet (extraktionsvolym: 0,5 ml,
elueringsvolym: 26 ul). Var och en av de 7 spddningarna analyserades med
artus HBV RG PCR-kitet p& 3 olika dagar och med 8 replikat. Resultaten
faststélldes genom en probitanalys. En grafisk bild av probitanalysen visas i
figur 1. Den analytiska detektionsgrdnsen med hdnsyn till reningen av artus
HBV RG PCR-kitet i kombination med Rotor-Gene 3000 &r 3,8 IU/ml

(p = 0,05). Detta innebdr att det finns en 95-procentig sannolikhet att 3,8
IU/ml kommer att upptéckas.
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Figur 1. Probitanalys: HBV (Rotor-Gene 3000). Analytisk sensitivitet med hénsyn till
reningen (QIAamp DSP Virus-kit, QIAGEN) av artus HBV RG PCR-kitet i Rotor-Gene 3000.

Specificitet

Specificiteten fér artus HBV RG PCR-kitet garanteras i férsta hand genom val av
primrar och prober samt val av strikta reaktionsférhdllanden. Primrarna och
proberna kontrollerades betraffande eventuella homologier i alla sekvenser
som publicerats i genbanker genom sekvensjamférande analys. Méjligheten att
detektera alla relevanta genotyper har pé det viset garanterats genom en
justering av databasen och genom en PCR-kérning pé Rotor-Gene-instrument
med nedanst@ende genotyper (se tabell 1).
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Tabell 1. Testning av specificiteten fér relevanta genotyper

Intern

HBV kontroll

(Cycling (Cycling

Green eller  Yellow eller

Virus Genotyp Kélla A.FAM) A. JOE)
HBV A (USA) Teragenix* + +
HBV B (Indonesien) Teragenix o =
HBV  C (Indonesien) Teragenix + +
HBV  C (Venezuela) Teragenix + +
HBV D (USA) Teragenix + +
HBV  E (Elfenbenskusten)  Teragenix + +
HBV  F (Venezuela) Teragenix + +
HBY G (USA) Teragenix + +
HBV  H (Nicaragua) Teragenix + +

* Teragenix Corporation, Florida, USA.

For fortsatta specificitetstester anvéndes HBV stammar med kdnda
sekvensskillnader i HBV genomets férkarneomréde (HBV-férkérna i mutant
panel, Teragenix, Forida, USA). Alla 9 mutanta stammar i férkdrnan i denna
panel kunde detekteras med artus HBV RG PCR-kitet.

Dessutom utvarderades specificiteten med hundra olika negativa plasmaprover

av HBV. Dessa alstrade inga signaler med HBV:ets specifika primrar och
sékfragment, vilka @r inkluderade i HBV RG/TM Master.

En potentiell kors-reaktivitet i artus HBY RG PCR-kitet testades med hjélp av den
kontrollgrupp som anges i tabell 2 (sida 13). Ingen av de testade patogenerna

har varit reaktiv. Inga korsreaktiviteter visade sig med blandade infektioner.

Linjart omréde

Det linjara omr&det (analytisk métning) fér artus HBV RG PCR-kitetbestémdes
genom analys av en spédningsserie av en HBV-kvantifieringsstandard mellan

1 x 108 IU/ul och 1 x 102 1U/ul. Spédningsserien kalibrerades mot WHO:s “1st

International HBV DNA Standard”.

Varje spédning testades i replikat (n = 8 fér koncentrationer = 1 x 10° 1U/ul;
n = 16 t6r koncentrationer < 1 x 10° IU/ul) med anvéndning av artus
HBV RG PCR-kitet i Rotor-Gene-instrument.
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Tabell 2. Testning av kitets specificitet med potentiellt korsreaktiva
patogener

HBV Intern kontroll
(Cycling Green  (Cycling Yellow
eller Cycling eller Cycling
Kontrollgrupp A.FAM) A.JOE)
Humant herpesvirus 1
. . — +
(Herpes simplex-virus 1)
Humant herpesvirus 2
. . — +
(Herpes simplex-virus 2)
Humant herpesvirus 3
. . - +
(Varicella zoster-virus)
Humant herpesvirus 4 "
(Epstein-Barr-virus) -
Humant herpesvirus 5
- - +
(Cytomegalovirus)
Humant herpesvirus 6 —~ +
Humant immunbristvirus 1 - +
Hepatit A-virus — +
Hepatit C-virus - +
Parvovirus B19 - i
Gula febern-virus - +
Humant T-cell leukemivirus, typ 1
- +
och typ 2
Coxsackie-virus B3 —
Denguevirus 1-4 -
Escherichia coli - +

Det linjgra omrédet f6r artus HBV RG PCR-kitet faststalldes till att tdcka
koncentrationer fran 0,02 1U/ul till minst 1 x 108 1U/ul (figur 2).
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Med antagandet att QIAamp DSP Virus-kitet anvénds fér DNA-extraktion técker
artus HBV RG PCR-kitet ett linjart omréde frén 1,1 IU/ml till minst
4 x 107 1U/ml.

y = 0.995x + 0.2373
R? = 0.9991

log;o estimated concentration (1U/ul)

& 1

log;o nominal concentration (IU/ul)

9
7
5
3
14
/ { 3 5 7 5
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Figur 2. Linjért omréde fér artus HBV RG PCR-kitet. Berékning av det linjéra omrédet.
Den raka linjen faststélldes genom en linjér regression av de log,o-beréknade
koncentrationerna jémfért med de log;o-nominella koncentrationerna. Ekvationen fér
regressionslinjen &r inkluderad i figuren.

Precision

Precisionsdata f6r artus HBV RG PCR-kitet gér det mojligt att faststélla analysens
totala varians. Den totala variansen bestér av intraanalysvariabilitet (variabilitet
for flera provresultat med samma koncentration inom ett experiment),
interanalysvariabilitet (variabilitet fér flera analysresultat som genererats pé
olika instrument av samma typ av olika operatérer inom ett laboratorium) och
interbatchvariabilitet (variabilitet fér flera analysresultat med anvéndning av
olika batcher). De uppgifter som erhélls anvéndes f6r att faststélla
standardavvikelsen, variansen, variationskoefficienten fér den specifika
sjukdomsalstraren och den interna kontrollen fér PCR.

Precisionsdata fér artus HBV RG PCR-kitet samlades in med anvéndning av
kvantifieringsstandarden med den lagsta koncentrationen (QS 5;10 1U/ul).
Testning utférdes med 8 replikat. Precisionsdata beréknades med utgdngspunkt
frdn Ci-vardena fér amplifieringskurvorna (C;: tréskelcykel, se tabell 3, sida
15). Dessutom faststélldes precisionsdata fér kvantitativa resultat i IU/ul med
hjalp av motsvarande C;-varden (tabell 4). Baserat pd dessa resultat ér den
totala statistiska spridningen t6r ett givet prov med némnd koncentration
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1,29 % (C4) eller 8,99 % (koncentration) och 1,87 % (C;) fér detektionen av den
interna kontrollen. Dessa vérden baseras pé slutsumman f6r alla enskilda
varden av de faststéllda variabiliteterna.

Tabell 3. Precisionsdata pa grundval av C;-véardena

Variationskoefficient

Intern kontroll

Standardavvikelse Varians (%)
Intraanalysvariabilitet:
HBV RG/TM QS 5 0,09 0,01 0,32
Intraanalysvariabilitet: 0,10 0,01 1,06
Intern kontroll
Interanalysvariabilitet:
HBV RG/TM QS 5 0,14 0,02 0,49
Interanalysvariabilitet: 0,29 0,08 1,00
Intern kontroll
Interbatchvariabilitet:
HBV RG/TM QS 5 0,38 0,15 1,39
Interbatchvariabilitet: 0,62 0,39 223
Intern kontroll
Total varians:
HBV RG/TM QS 5 0,36 0,13 1.29
Total varians: 0,52 0,27 1 87
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Tabell 4. Precisionsdata pé& grundval av kvantitativa resultat (i 1U/ul)

Variationskoefficient

Standardavvikelse Varians (%)

::g\t;%rg)}ll_ixaggbsili’re’r: 0,93 0.87 0 28

:—rl]lgi/mRrg/l)%si\\//\G(ggbgﬁet 8 0,63 7,92

Y RO/ QS5 1,03 1,05 10,21

HEV RO/ @S 5 0,90 081 8,99
Robusthet

Med hjélp av verifieringen av robustheten gér det att faststélla den totala
felfrekvensen for artus HBV RG PCR-kitet. Fér att verifiera robustheten spetsades
100 HBV-negativa plasmaprover med 0,05 1U/ul elueringsvolym av HBV
kontroll-DNA (ungefdr en tre génger sé stor koncentration av den analytiska
sensitivitetsgrdnsen). Efter extraktion med anvéndning av QlAamp DSP Virus-
kitet (se “DNA-isolering”, sida 20) analyserades dessa prover med artus HBV
RG PCR-kitet. Felfrekvensen fér HBV var 0% fér alla proven. Den interna
kontrollens robusthet prévades dessutom genom rening och analys av 100
HBV-negativa plasmaprover. Den totala felfrekvensen var 0%. Inhibitioner
observerades inte. Robustheten fér artus HBV RG PCR-kitet &r séledes >99 %.

Reproducerbarhet

Med hjélp av reproducerbarhetsdata ar det méjligt att regelbundet utvardera
artus HBV RG PCR-kitet och att géra en effektivitetsjgmférelse med andra
produkter. Dessa uppgifter erhélls vid deltagande i etablerade

kunskapsprogram.

Diagnostisk utvdardering

| en studie p& 2 oberoende laboratorier j@mférdes artus HBV RG PCR-kitet med
COBAS® TagMan® HBV Assay. Fér detta syfte undersdktes 287 retrospektiva
och prospektiva plasmaprover.

HBV-DNA for testning av artus HBY RG PCR-kitet isolerades med QlAamp DSP
Virus-kitet, och analysen utférdes i Rotor-Gene 3000-instrumentet. For
[@mférande testning med COBAS TagMan HBV Assay, isolerades HBV-DNA
enligt tillverkarens anvisningar som ingick i bipacksedeln. Resultaten som
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erhdlls med artus HBV RG PCR-kitet jdmférdes med resultaten féor COBAS
TagMan HBV Assay.

Jadmftért med resultaten med COBAS TagMan HBV Assay som referens, var den
diagnostiska sensitiviteten 100 % och den diagnostiska specificiteten 97 % t6r
det totala antalet undersékta plasmaprover med artus HBV RG PCR-kitet. Dessa
resultat visas i tabell 5.

Tabell 5. Resultat frdn den jémférande valideringsstudien

COBAS TagMan HBV Assay
+ - Totalsumma
artus HBV RG + 186 3 189
PCR-kit _ 0 08 08

Ytterligare tester av de 3 diskrepanta proverna bekréftade resultaten fér artus
HBV RG PCR-kitet. Man kan déarfér utgd frén att diskrepansen beror p& hégre
sensitivitet hos artus HBV RG PCR-kitet.

Korrelationen av de kvantitativa resultaten fér b&da testsystemen analyserades
med hjdlp av en linjér regression. Resultaten fér bada kiten visas i j@mférelse i
figur 3.

y = 1.0738x + 0.1928
R? = 0.9556

Roche, HBV log;o concentration (1U/ml)

6 8 10
QIAGEN, HBYV log;, concentration (IU/ml)
Figur 3. Jamférelse mellan COBAS TagMan HBV Assay (Roche, HBV; med provrening
uiférd med High Pure-systemet) och artus HBV RG PCR-kitet (QIAGEN, HBV; med
provrening utférd med QlAamp DSP Virus-kitet). Korrelationen av de kvantitativa

resultaten fér b&da testsystemen (tabell 5) analyserades med linjér regression. Resultaten frén
de ba&da kiten visas i en XY-kurva (scatterplot) med log-log-skala.
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Utrustning och reagenser som ska tillhandahéllas
av anvéndaren

Anvéand alltid lamplig laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon
vid hantering av kemikalier. Mer information finns i tillémpliga
sékerhetsdatablad (SDS) som kan erhéllas frdn produktleverantéren.

B DNA-isoleringskit (se “DNA-isolering”, sidan 20)

B Pipetter (justerbara)*

B Sterila pipettspetsar med filter

B Vortexblandare*

B Bdnkcentrifug* med rotor f6r 2 ml-reaktionsrér

B Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene-instrument* med fluorescenskanaler fér
Cycling Green och Cycling Yellow eller fluorescenskanaler f6r Cycling
A.FAM och Cycling A.JOE

M Rotor-Gene Q-programvaruversion 1.7.94 (Rotor-Gene 6000-

programvaruversion 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94, Rotor-Gene 3000-
programvaruversion 6.0.23) eller senare

M Strip-rér och lock, 0,1 ml, fé6r anvandning med 72-brunnars rotor (kat.nr
981103 eller 981106)

B Alternativt: PCR-rér, 0,2 ml, f6r anvéandning med 36-brunnars rotor (kat.nr
981005 eller 981008)

B Kylblock (laddningsblock 72 x 0,1 ml rér, kat.nr 9018901, eller
laddningsblock 96 x 0,2 ml rér, kat.nr 9018905)

* Séikerstall att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens
rekommendationer.
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Viktiga anmérkningar

Allménna forsiktighetsatgérder
Anvandaren ska alltid vara uppmdrksam om féljande:
B Anvénd sterila pipettspetsar med filter.

B Fdrvara och extrahera positiva material (prover, positiva kontroller och
amplikoner) separerade frén alla andra reagenser och tillsétt dem till
reaktionsblandningen pé en separat plats.

B Tina alla komponenter noggrant vid rumstemperatur (15-25 °C) innan du
startar en analys.

B Nar komponenterna ar tinade blandar du dem (pipettera upprepade
génger upp och ned eller genom pulsvortexblandning) och centrifugera
kortvarigt.

B Arbeta snabbt och férvara komponenter pé is eller i kylblocket (72/96-
brunnars laddningsblock).

Insamling, férvaring och transport av prov
® Alla prover méste behandlas som potentiellt infektiést material.

@ Tidigare féreliggande data visar att EDTA- eller citratplasma &r bést
ldmpade som provmaterial f6r pdvisandet av HBV. Dérfér rekommenderar vi
att dessa material anvands tillsammans med artus HBY RG PCR-kitet.

Den interna valideringen av artus HBY RG PCR-kitet utférdes med human
EDTA-plasma. Annat provmaterial har inte utvérderats. Anvand endast det
rekommenderade nukleinsyraisoleringskitet (se “DNA-isolering”, sida 20) fér
provférberedelsen.

Om du anvénder vissa provmaterial méste du strikt iaktta speciella instruktioner
om insamling, transport och férvaring.

Insamling av prov

Varje tappning av blod skadar blodkérl (artdrer, vener och kapillarer). Anvénd
endast harmlést och sterilt material. Det finns Iémpliga engdngsférpackningar
foér tappning av blod. Fér provtagning i ven ska du inte anvénda kapillérnélar
som &r for tunna. Tappa venblod pd Iémpliga stdllen i armvecket, pé
underarmen eller p& handens baksida. Blod méste tappas med
standardprovinsamlingsrér (réd hétta, Sarstedt eller motsvarande rér frén
annan tillverkare). Tappa en volym motsvarande 5-10 ml EDTA-blod. Rér ska
blandas ovanfér huvudet direkt efter blodinsamling (&tta génger, rér inte om).
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® Prover frén hepariniserade manniskor far inte anvéndas (se
“Interfererande substanser”, nedan).

Provférvaring

Helblod méste separeras i plasma- och celluléra komponenter genom
centrifugering under tjugo minuter vid 800-1600 x g inom sex timmar. Den
utskilda plasman méste éverféras till sterila provrér av polypropylen. Analysens
sensitivitet kan minska, om du fryser proven som ett rutinférfarande eller
férvarar dem under en léngre tid. Virusinkapslad DNA ér stabil i flera dagar,
om du férvarar det vid 4 °C, i flera veckor, om du férvarar det vid =20 °C, och
dven i flera m&nader eller &r, om du férvarar det vid =70 °C.*

Provtransport

Provmaterial ska rutinméssigt transporteras i en splitterfri transportbehdllare. P&
s@ satt undviker du att en infektion uppstér pé& grund av lackande prov.
Proverna ska séndas i enlighet med géllande lokala och statliga féreskrifter fér
transport av potentiellt smittsamma édmnen.f

Proven mdste levereras inom sex timmar. Vi avr@der frén lagring pé
upphé&mtningsorten. Du kan leverera proven via post, om du féljer de lagenliga
instruktionerna fér transport av patogen material. Vi rekommenderar
proviransport via bud. Blodproven mdste transporteras kylférvarade (2-8 °C),
och den separerade plasman djupfryst (=15 till =30 °C).

Interfererande substanser

Forhojda varden av bilirubin (< 15 mg/dl) och lipider (< 800 mg/dl) eller
hemolytiska prover leder inte till ndgon péverkan av systemet. Heparin
(=10 IU/ml) péverkar PCR. Prover som har insamlats i rér innehdllande
heparin som antikoagulant far inte anvédndas. Prover fr@n hepariniserade
patienter far inte heller anvéndas.

DNA-isolering

QIAsymphony DSP Virus-kit (QIAGEN, kat. nr 60704) har utvérderats fér virus-
DNA-rening frdn human plasma fér anvandning med artus HBV RG PCR-kitet.
Utfér virus-DNA-reningen enligt anvisningarna i handbok till QlAamp DSP
Virus-kit.

* Arbeitskreis Blut, V17 (09.1997), Bundesgesundheitsblatt 11/1997, p. 452-456.

International Air Transport Association (Internationellt samarbetsorgan fér flygbolag) (IATA).
Dangerous Goods Regulations (Féreskrifter om farligt gods).
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® Anvéndning av bdrar-RNA &r nédvéandig fér extraheringseffektiviteten
och félidaktligen fér DNA/RNA-utbytet. Fér att uppné en hégre stabilitet av det
barar-RNA som medfslier QlAamp DSP Virus-kitet rekommenderar vi att du
foljer anvisningarna i bruksanvisningen angéende rekonstitution och lagring av
barar-RNA (“Beredning av reagens och buffertar”).

® Den interna kontrollen f6r artus HBV RG PCR-kitet kan anvéndas direkt i
isoleringsférfarandet (se “Intern kontroll”, nedan). Se till att samtidigt behandla
ett negativt plasmaprov vid reningen. Dess motsvarande intern kontroll-signal
bildar underlag fér utvardering av reningen.

Intern kontroll

En intern kontroll (HBV RG/TM IC) medféljer. Detta gér att anvdndaren béde
kan kontrollera DNA-isoleringsférfarandet och kontrollera om det finns en
mojlig inhibering av PCR. Fér denna anvéndning tillsétter man den interna
kontrollen till isolatet i férhallandet 0,1 ul per 1 ul elueringsvolym. Till exempel,
vid anvandning av QlAamp DSP Virus-kitet elueras DNA i 60 ul elueringsbuffert
(AVE). Déarfor ska 6 ul av den interna kontrollen tillsattas initialt. Méngden av
intern kontroll som anvénds beror endast pd elueringsvolymen.

@ Den interna kontrollen och bérar-RNA (se “DNA-isolering”, sidan 20) ska
endast tillséttas blandningen av lyseringsbuffert och provmaterial eller direkt till
lyseringsbufferten.

Den interna kontrollen far inte tillséttas direkt till provmaterialet. Om den
tillsétts till lyseringsbufferten ska man observera att blandningen av intern
kontroll och lyseringsbuffert-béarar-RNA méste beredas férsk och anvéndas
omedelbart (férvaring av blandningen vid rumstemperatur eller i kylskédp under
bara n&gra timmar kan leda till utebliven funktion av den interna kontrollen och
en minskad extraheringseffektivitet).

® Tillsatt inte den interna kontrollen och bérar-RNA direkt till
provmaterialet.

For att en rening ska betraktas som framgéngsrik méste Ci-vardet fér den
interna kontrollenfér ett negativt plasmaprov som har behandlats med rening
(QIAamp DSP Virus-kit) uppnd C; = 29 + 3 (grénsvarde: 0,03) i Rotor-Gene Q-
instrument. Spridningen beror p& variansen hos instrumentet och reningen. En
stérre avvikelse tyder p& problem med reningen. S&ledes méste reningen
kontrolleras och eventuellt utvérderas pé& nytt. Om du skulle ha ytterligare
fragor eller om andra problem upptréder, ber vi dig kontakta QIAGEN:s
tekniska service.

Den interna kontrollen kan édven anvéndas uteslutande fér att kontrollera
eventuell PCR-inhibering. Fér denna anvandning ska man tillsétta den interna
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kontrollen direkt till HBY RG/TM Master, enligt beskrivning i steg 2b i
protokollet (sidan 24).

Instdllning av tréskel for PCR-analysen

De optimala tréskelinstéliningarna fé6r en viss kombination av Rotor-Gene Q-
instrument och artus RG PCR-kitet ska faststéllas empiriskt genom testning av
varje enskild kombination, d& detta &r ett relativt vérde som beror pé det
dvergripande diagnostiska arbetsfléddet. Som utgdngspunkt kan tréskeln stéllas
in pd ett preliminért vérde av 0,04 f6r analysen av den férsta PCR-kérningen,
men detta varde ska finjusteras genom komparativ analys av féljonde
kérningar i arbetsflédet. Troskeln ska stallas in manuellt strax dver
bakgrundssignalen frdn de negativa kontrollerna och negativa proverna. Det
genomsnittliga troskelvérde som berdknas genom dessa experiment kommer
sannolikt att fungera fér de flesta av de kommande kérningarna, men
anvdndaren mdste inte desto mindre granska det genererade tréskelvardet
regelbundet. Tréskelvardet ligger oftast inom omrédet 0,03-0,05 och ska
rundas av till hégst tre decimaler.

Kvantifiering

De medféljande kvantifieringsstandarderna (HBV RG/TM QS 1-5) behandlas
p& samma sétt som redan isolerade prover och anvénds i samma volym (20
ul). Fér att generera en standardkurva pd Rotor-Gene Q-instrument ska alla 5
kvantifieringsstandarder anvéandas och definieras i dialogrutan “Edit Samples”
(Redigera prover) som standarder med specificerade koncentrationer (se
instrumentets anvdndarhandbok).

@ Kvantifieringsstandarderna definieras som 1U/ul.* Vid omrékning av de
varden som framtagits med hjalp av standardkurvan i lU/ml provmaterial
anvands féljande formel:

resultat (IU/ul) x elueringsvolymen (ul
Resultat (IU/ml) — (10/ul) gsvoly (ul)

Provvolym (ml)

Principiellt ska den inledande provvolymen ifyllas i ekvationen ovan. Tag
h&nsyn till denna nér provvolymen har féréndrats fére extraheringen av
nukleinsyra (till exempel reducering av volymen genom centrifugering eller
dkning av volymen genom aft tillsétta den volym som krévs fér isoleringen).

* Standarden har kalibrerats med hjélp av “1st International HBV standard” (WHO).
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Protokoll: PCR och dataanalys

® Viktigt att tanka pa fore start

Innan du startar férfarandet laser du “Viktiga anmérkningar”, sidorna 19—
22.

Ta dig tid att bekanta dig med Rotor-Gene Q innan du startar protokollet.
Se instrumentets anvédndarhandbok.

Sakerstall att minst en kvantifieringsstandard s&vdl som en negativ kontroll
(vatten, PCR-kvalitet) ingdr i varje PCR-kérning. Om du vill alstra en
standardkurva anvénder du alla fem kvantifieringsstandarder som
levererats (HBV RG/TM QS 1-5) fér varje kérning av PCR.

Saker som ska utforas fore start

B Sckerstall att kylblocket (tillbehér till Rotor-Gene Q-instrumentet) ér férkylt
till 2-8 °C.

M Fore varje anvéndning méste alla reagenser tinas helt, blandas (pipettera
upprepade gdnger upp och ned eller vortex-blanda snabbt) och
centrifugeras under kort tid.

Procedur

1. Placera énskat antal PCR-rér i kylblockets adaptrar.

2. Om du anvédnder den interna kontrollen for att 6vervaka DNA-
isoleringen och kontrollera eventuell PCR-inhibering, folj steg 2a.
Om du anvénder den interna kontrollen uteslutande for att
kontrollera PCR-inhibering, folj steg 2b.

2a. Den interna kontrollen har redan tillsatts till isolatet (se “Intern

Handbok fér artus HBY RG PCR-kit  12/2014

kontroll”, sidan 21). | detta fall ska du bereda en masterblandning
enligt tabell 6.

Tabell 6. Beredning av masterblandning (intern kontroll som
anvédnds for att 6vervaka DNA-isolering och kontrollera PCR-
inhibering)

Antal prover 1 12

HBV RG/TM Master 30 ul 360 ul

HBV RG/TM IC 0 ul O ul av vardera
Total volym 30 ul 360 ul av vardera
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2b. Den interna kontrollen maste tillsattas direkt till HBV RG/TM Master.
| detta fall ska du bereda en masterblandning enligt tabell 7.

Reaktionsblandningen innehéller vanligtvis alla komponenter som behdvs
fér PCR, férutom provet.

Tabell 7. Beredning av masterblandning (intern kontroll som
anvdnds uteslutande fér att kontrollera PCR-inhibering)

Antal prover 1 12
HBV RG/TM Master 30 ul 360 ul
HBV RG/TM IC 2 ul 24 ul
Total volym 32 ul* 384 pul*

* Volymékningen som orsakas av tillsats av den interna kontrollen &r férsumbar vid
férberedelse av PCR-analysen. Detektionssystemets sensitivitet férsémras inte.

3. Pipettera 30 pl av masterblandningen i varje PCR-rér. Tillsétt sedan
20 pl av eluerad prov-DNA (se tabell 8). P4 motsvarande séatt maéste
20 ul av minst en av kvantifieringsstandarderna (HBV RG/TM QS 1-
5) anvandas som en positiv kontroll och 20 pl vatten (vatten, PCR-
kvalitet) som en negativ kontroll.

Tabell 8. Beredning av PCR-reaktion

Antal prover 1 12

Masterblandning 30 ul 30 ul av vardera
Prov 20 ul 20 ul av vardera
Total volym 50 ul 50 ul av vardera

4. Stang PCR-réren. Kontrollera att lasringen (tillbehér till Rotor-Gene-
instrumentet) ar placerad 6verst pé rotorn fér att férhindra att réren
6ppnas av misstag under kérningen.

Handbok fér artus HBY RG PCR-kit  12/2014 24



5. Skapa en temperaturprofil for detektion av HBV-DNA genom att
utféra nedanst@ende steg.

Instdllning av allménna analysparametrar Figurer 4, 5, 6
Férsta aktivering av enzym med varmstart Figur 7
DNA-amplifiering Figur 8
Justering av fluorescenskanalsensitiviteten Figur 9
Start av kérningen Figur 10

Alla specifikationer géiller f6r Rotor-Gene Q-programvaruversion 1.7.94,
Rotor-Gene 6000-programvaruversion 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94 och Rotor-
Gene 3000-programvaruversion 6.0.23. Mer information om hur du
programmerar Rotor-Gene-instrument hittar du i anvéndarhandboken till
instrumentet. | illustrationerna &r dessa installningar inramade i svart fet stil.
lllustrationer ingdr fér Rotor-Gene Q-instrument. Dér andra vérden krévs
for Rotor-Gene 3000 beskrivs dessa skillnader i texten.

6. Oppna forst dialogrutan “New Run Wizard” (Ny kérning av guide)
(figur 4). Markera rutan “Locking Ring Attached” (Lésring fést) och
klicka pé& “Next” (Nasta).

Welcome to the Advanced Run Wizard!

Rotor Type
36-Well Rator

72-\Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

Figur 4. Dialogrutan “New Run Wizard”.
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7. Valj 50 for PCR-reaktionsvolymen och klicka pé& “Next” (figur 5).
New Run Wizard @

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.

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : IUsel

Notes :

Skip Wizard << Back

Figur 5. Instéllning av allménna analysparametrar.

8. Klicka pé knappen "Edit Profile” (Redigera profil) i nasta dialogruta
”"New Run Wizard”, (figur 6), och programmera temperaturprofilen
enligt bild i figurerna 6-8.

x|
Temperature Profile : 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.

1 Edit Profile ...

Channel Setup :

Name | Source | Detector | E.erl Create New.. I
Green 470nm  510nm 5 Edit I
Yellow  530nm  555nm 5 =
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red E25nm  BE0nm 5
B90rm 7FiOhp 7 __Remove |
O' " Reset Qeiau[lsl
2  —— Gain Optimisation...
> % . 3

SkipWizard | <<Back

Figur 6. Redigering av profilen.

Crimson
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# Edit Profile X

@, €8 H @

MNew Open Save As Help
The run will take approximately 107 minute(s) to complete. The araph below represents the un to be performed :

ycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...

Remove

Hold Temperature: 95 | geg.

2- Hold Time : 10 |mins 0 |secs

Figur 7. Forsta aktivering av enzym med varmstart.
™ Edit Profile
@ ., 8 | 2
New Open Save As Help
The un will take approximately 107 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
-
Insert before...

lemove
his C C'e Iepeal 4 llme sl
2 - _ =

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

]l Timed Step LI
55 deg.

3 30 second-s
Acquiring to Cycling &

95 deq. for 15 secs

on Green, Yellow

72 deg. for 15 sec

[~ Long Range 55 deqg. for 30 secs
[~ Touchdown i

4 ]

Figur 8. DNA-amplifiering. Observera att p& Rotor-Gene 3000 definierar
programvaran fluorescensférgémnena som “FAM/Sybr, JOE”.

9. Detektionsintervallet for fluorescenskanalerna maste faststallas

enligt fluorescensintensiteterna i PCR-réren. Klicka pé “Gain

Optimisation” (Optimeringsvinst) i dialogrutan “New Run Wizard”,

(se figur 6) for att 6ppna dialogrutan “Auto-Gain Optimisation

Setup” (Instdllningar av automatisk optimeringsvinst). Stdll in
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kalibreringstemperaturen pa 55 s@ att den stammer éverens med
amplifieringsprogrammets kyltemperatur (figur 9).

Auto-Gain Optimisation Setup @

Optimisation :
a3 Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
o 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 to|| 55 ﬁ degrees. 1

Optimise &ll | Optimise Acquiring l

I™ Perform Dptimisation Before 1st Acquisition
™ Perform Optimisation &t 55 Degrees £t Beginning Of Run

Channel Settings :

| | add.. |

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

Gieen 1 SF| 10F] 10 10

Yellow 1 5FI 10FI -10 10 Remove I
Remove All |

< >
2 'i Start I Manual... Close Help |

Figur 9. Justering av fluorescenskanalsensitiviteten. Observera att pd Rotor-Gene
3000 definierar programvaran fluorescensférgdmnena som “FAM/Sybr” och “JOE".
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10. De forstarkningsvédrden som faststdlls av kanalkalibreringen sparas
automatiskt och anges i det sista menyfonstret i
programmeringsproceduren (figur 10). Klicka pa “Start Run” (Starta
koérning).

Newy Run Wizard x|

Summary :

Setting [ Value |
Green Gain 5

Yellow Gain 5

Rotor T2-wel Rotor

Sample Layout 1,2.3...
Reaction Yolume (in microliters] 50

I Start Run l1

Dnce you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs. —_—

o

SkipWizard | <<Back |

Figur 10. Start av kérningen. Observera att p& Rotor-Gene 3000 definierar
programvaran fluorescensférgédmnena som “FAM/Sybr” och “JOE”.

11. Nér koérningen ér slutford analyserar du uppgifterna. Féljande
resultat (11a, 11b och 11c¢) éar méjliga.

Exempel pd positiva och negativa PCR-reaktioner ges i figur 11 och figur
12.

11a. En signal har upptdckts i fluorescenskanalen Cycling Green.
Analysresultatet ér positivt: provet innehaller HBV-DNA.

| det hér fallet ér upptéckten av en signal i kanalen Cycling Yellow
umbdrlig, eftersom héga inledande koncentrationer av HBV-DNA (positiv
signal i kanalen Cycling Green) kan leda till en reducerad eller frdvarande
fluorescenssignal i den interna kontrollen i kanalen “Cycling Yellow”
(konkurrens).

® Observera att p& Rotor-Gene 3000 ér de relevanta kanalerna
Cycling A.FAM fér den positiva signalen och Cycling A.JOE fér den interna
kontrollen.

Handbok fér artus HBV RG PCR-kit  12/2014 29



11b. | fluorescenskanalen Cycling Green har ingen signal detekterats.
Ga samma gdng syns en signal frédn den interna kontrollen i kanalen
Cycling Yellow.
| provet upptdcks inget HBV-DNA.Provet kan betraktas som negativt.

| fallet av en negativ PCR 16r hepatit-B-virus utesluter den upptéckta
signalen i den interna kontrollen méjligheten av en inhibition av PCR.

@ Observera att pd Rotor-Gene 3000 ér de relevanta kanalerna
Cycling A.JOE fér den interna kontrollen och brist p& signal f6r Cycling
A.FAM.

11c. Ingen signal har upptéckts i kanalerna Cycling Green eller Cycling
Yellow. Det gar inte att komma fram till ndgra resultat.

Information om felkallor och deras 18sning kan du hitta i
“Felsékningshandbok”, sidan 32.

@ Observera att pd Rotor-Gene 3000 ér de relevanta kanalerna
Cycling A.FAM och Cycling A.JOE.

035

03

| Threshald

A L B NTC
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Cycle

Figur 11. Detektion av kvantifieringsstandarderna (HBV RG/TM QS 1-5) i
fluorescenskanalen Cycling Green. NTC: Kontroll utan mall (negativ kontroll).
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0735

03

025

Norm. Fluoro.
=3
53

015
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Threshold|

[1}
v ‘ ‘ v u
ﬂ 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Figur 12. Detektion av den interna kontrollen (IC) i fluorescenskanalen Cycling
Yellow med samtidig amplifiering av kvantifieringsstandarderna (HBV
RG/TM QS 1-5). NTC: Kontroll utan mall (negativ kontroll).
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Fels6kningshandbok

Denna felsékningshandbok kan vara till hjalp f6r att |16sa eventuella problem
som uppstdr. For ytterligare information, se éven sidan Frequently Asked
Questions (Vanliga frdgor) pé vért tekniska supportcenter:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar teamet for QIAGEN:s
tekniska service gérna pé frdgor om informationen och protokollen i denna
handbok eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, se baksidan
eller besék www.giagen.com).

Kommentarer och forslag

Ingen signal med positiva kontroller (HBV RG/TM QS 1-5) i
fluorescenskanalen Cycling Green eller Cycling A.FAM

a) Den valda
fluorescenskanalen for
PCR-dataanalys
stdmmer inte Gverens
med protokollet

@ For dataanalys véljer du
fluorescenskanalen Cycling Green eller Cycling
A.FAM {6r analytisk HBV-PCR och
fluorescenskanalen Cycling Yellow eller Cycling
A.JOE fér intern kontroll-PCR.

b) Felaktig
programmering av
temperaturprofilen fér
Rotor-Gene-
instrumentet

® Jamfér temperaturprofilen med protokollet.
Se “Protokoll: PCR och dataanalys”, sidan 23.

Felaktig konfi ti
) oi IODCng onmguraton ® Kontrollera ditt arbete med anvédndning av

pipetteringsschemat och upprepa PCR-analysen
vid behov. Se “Protokoll: PCR och dataanalys”,
sidan 23.

d) Férvaringsvillkoren for
en eller flera
kitkomponenter
dverensstamde inte
med de instruktioner
som gavs i “Férvaring”

(sidan 7).

® Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor
och utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvand
ett nytt kit vid behov.

Utgangsdatum & . .
°) ansjznl—?;VGRlémPglg-kifef ® Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor

och utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvand

h .I. . .
ar passerats ett nytt kit vid behov.
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Kommentarer och forslag

Svag eller obefintlig signal i den interna kontrollen for ett negativt
plasmaprov som renats med hjélp av QlAamp DSP Virus-kitet (C; = 29
+ 3; troskelvarde, 0.03) i fluorescenskanal Cycling Yellow eller Cycling
A.JOE och samtidig franvaro av signal i kanal Cycling Green eller
Cycling A.FAM

a) Villkoren fér PCR
stGmmer inte &verens
med protokollet

® Kontrollera villkoren f6r PCR (se ovan) och
upprepa reaktionen med korrekt instéllningar vid
behov.

b) PCR inhiberades ® Sakerstdll att du anvénder den

rekommenderade isoleringsmetoden och
noggrant féljer tillverkarens anvisningar.

c) DNA férlorades under

. ® Om den interna kontrollen tillsattes i
extraktion

extraheringen kan en frdnvarande signal for den
interna kontrollen tyda pé& att DNA gétt férlorad
under extraheringen. Sékerstall att du anvéander
den rekommenderade isoleringsmetoden (se
“DNA-isolering”, sidan 20) och noggrant féljer
tillverkarens anvisningar.

d) Férvaringsvillkoren fér
en eller flera
kitkomponenter
dverensstdmde inte
med de instruktioner
som gavs i “Férvaring”

(sidan 7).

® Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor
och utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvand
ett nytt kit vid behov.

Utgdngsdatum {6
e) Utgdngsdatum for . ® Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor
artus HBV RG PCR-kitet

och utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvand

h t
ar passerats ett nytt kit vid behov.
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Kommentarer och forslag

Signaler med de negativa kontrollerna i fluorescenskanalen Cycling
Green eller Cycling A.FAM vid analytisk PCR

a) Kontamination
intraffade under
forberedelse av PCR

@ Upprepa PCR med nya reagenser i
replikat.

@ Stang om maijligt PCR-réren direkt nér du
har tillsatt det prov som ska testas.

® Se till att pipettera den positiva kontrollen
sist.

® Kontrollera med j@mna mellanrum att
arbetsytan och instrumenten &r
dekontaminerade.

b) Kontamination
intraffade under
extraktion

® Upprepa extraktionen och PCR-analysen
fér det prov som ska testas med nya reagenser.

@ Kontrollera med j@dmna mellanrum att
arbetsytan och instrumenten &r
dekontaminerade.
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Litteraturhdnvisningar

QIAGEN uppratthéller en stor och uppdaterad databas online med
vetenskapliga publiceringar dér QIAGEN-produkter anvédnds. Omfattande
s6kalternativ gér att du kan hitta de artiklar du behéver, antingen genom en
enkel nyckelordssdkning eller genom att specificera tillémpning,
forskningsomréde, titel osv.

Om du vill ha en fullstandig referenslista kan du beséka QIAGEN:s
referensdatabas online pd www.giagen.com/RefDB/search.asp eller kontakta
QIAGEN:s tekniska serviceavdelning eller din lokala distributér.
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Bestdllningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
artus HBV RG PCR Kit Fér 24 reaktioner: Master, 5 4506263
(24) kvantifieringsstandarder, intern kontroll,

vatten (polymeraskedjereaktionsgrad)
artus HBV RG PCR Kit Fér 96 reaktioner: Master, 5 4506265
(96) kvantifieringsstandarder, intern kontroll,

vatten (polymeraskedjereaktionsgrad)

QIAamp DSP Virus Kit — for rening av virusnukleinsyror frén
human plasma fér in vitro-diagnostik

QIAamp DSP Virus Kit ~ Fér 50 prepareringar: QlAamp 60704
MinElute® centrifugeringskolonner,
buffertar, reagenser, rér,
kolonnférlangare och VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx — fér IVD-validerad PCR-analys i
realtid i kliniska applikationer

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid med 5 kanaler 9002023
5plex System (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), laptopdator, program,

tillbehér och 1 &rs garanti pé

reservdelar och arbete, installation och

utbildning
Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid med 5 kanaler 9002022
5plex Platform (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), laptopdator, program,
tillbehér och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning ingdr inte

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid och analysator med 9002033
5plex HRM System hégupplésningssmadélining och 5

kanaler (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd) plus HRM-kanal,

laptopdator, program, tillbehér och ett

&rs garanti pd reservdelar och arbete,

installation och utbildning
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Produkt

Innehall

Kat.nr

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex System

Rotor-Gene Q MDx
2plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
2plex HRM System

PCR-cykler i realtid och analysator med
hégupplésningssmdltning och 5
kanaler (grén, gul, orange, réd och
karmosinréd) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér och ett
&rs garanti pd reservdelar och arbete,
installation och utbildning ingdr inte

PCR-cykler i realtid med 6 kanaler (bl4,
grén, gul, orange, réd och
karmosinréd), inklusive laptopdator,
program, tillbehér och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning

PCR-cykler i realtid med 6 kanaler (bl4,
grén, gul, orange, réd och
karmosinréd), inklusive laptopdator,
program, tillbehér och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning ingdr inte

PCR-cykler i realtid med 2 kanaler
(grén och gul), laptopdator, program,
tillbehér och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning

PCR-cykler i realtid och analysator med
héguppldsningssmdltning med 2
kanaler (grén och gul) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér och 1
&rs garanti pd reservdelar och arbete,
installation och utbildning ingér inte

PCR-cykler i realtid och analysator med
héguppldsningssmdltning med 2
kanaler (grén och gul) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér och 1
&rs garanti pd reservdelar och arbete,
installation och utbildning
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Produkt Innehall Kat.nr

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid och analysator med 9002012
2plex HRM Platform hégupplésningssmdltning med 2
kanaler (grén och gul) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér och 1
&rs garanti pd reservdelar och arbete,
installation och utbildning ingdr inte

Rotor-Gene Q - fé6r enast@ende prestanda inom realtids-

PCR
Rotor-Gene Q 5plex PCR-cykler i realtid med 5 kanaler 9001640
System (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), laptopdator, program,

tillbehér och 1 &rs garanti pé

reservdelar och arbete, installation och

utbildning
Rotor-Gene Q 5plex PCR-cykler i realtid med 5 kanaler 9001570
Platform (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), laptopdator, program,
tillbehér och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning ingdr inte

Rotor-Gene Q 5plex PCR-cykler i realtid och analysator med ~ 9001650
HRM System hégupplésningssmdltning och 5

kanaler (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd) plus HRM-kanal,

laptopdator, program, tillbehér och ett

&rs garanti pd reservdelar och arbete,

installation och utbildning

Rotor-Gene Q 5plex PCR-cykler i realtid och analysator med 9001580
HRM Platform hégupplésningssmdltning och 5

kanaler (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd) plus HRM-kanal,

laptopdator, program, tillbehér och ett

&rs garanti pd reservdelar och arbete,

installation och utbildning ingér inte

Handbok fér artus HBY RG PCR-kit  12/2014 38



Produkt

Innehall

Kat.nr

Rotor-Gene Q 6plex
System

Rotor-Gene Q 6plex
Platform

Rotor-Gene Q 2plex
System

Rotor-Gene Q 2plex
Platform

Rotor-Gene Q 2plex
HRM System

Rotor-Gene Q 2plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q-tillbehor

Loading Block 72 x
0.1 ml Tubes

PCR-cykler i realtid med 6 kanaler (bl4,
grén, gul, orange, réd och
karmosinréd), inklusive laptopdator,
program, tillbehér och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning

PCR-cykler i realtid med 6 kanaler (bl4,
grén, gul, orange, réd och
karmosinréd), inklusive laptopdator,
program, tillbehér och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning ingdr inte

PCR-cykler i realtid med 2 kanaler
(grén och gul), laptopdator, program,
tillbehdr och 1 &rs garanti pé
reservdelar och arbete, installation och
utbildning

PCR-cykler i realtid och analysator med
héguppldsningssmdltning med 2
kanaler (grén och gul) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér och 1
&rs garanti pd reservdelar och arbete,
installation och utbildning ingér inte

PCR-cykler i realtid och analysator med
hégupplésningssmadalining med 2
kanaler (grén och gul) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér och 1
&rs garanti pd reservdelar och arbete,
installation och utbildning

PCR-cykler i realtid och analysator med
hégupplésningssmadalining med 2
kanaler (grén och gul) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér och 1
&rs garanti pd reservdelar och arbete,
installation och utbildning ingér inte

Aluminiumblock f6r manuell

reaktionsinstallning med en
enkanalspipett i 72 x 0,1 ml rér
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Produkt Innehall Kat.nr

Loading Block 96 x Aluminiumblock fér manuell 9018905
0.2 ml Tubes reaktionsinstallning i en

standarduppsdattning p& 8 x 12 med 96

x 0,2 ml ror

Strip Tubes and Caps, 250 remsor fér 4 rér och lock for 1 981103
0.1 ml (250) 000 reaktioner

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remsor f6r 4 rér och lock fér 981106
0.1 ml (2500) 10 000 reaktioner

PCR Tubes, 0.2 ml 1 000 tunnvaéggiga ror for 1 981005
(1000) 000 reaktioner

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1 000 tunnvéggiga ror for 1 981008
(10000) 000 reaktioner

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler: se
respektive QIAGEN-kithandbok eller anvandarhandbok. QIAGEN-
kithandbécker och anvéndarhandbécker finns att tillgd p&d www.giagen.com
eller kan bestéllas frén QIAGEN:s tekniska serviceavdelning eller fran lokal
aterférsaljare.
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| och med inképet av denna produkt kan personen anvénda den fér diagnostiska tiénster f6r human in vitro-diagnostik. Inget allmént patent eller
annan licens av n&got slag férutom denna specifika anvéndarrétt i och med inkdpet beviljas hérigenom.

Varumarken: QIAGEN®, QlAamp®, artus®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); COBAS®, TagMan® (Roche Group); FAM™, JOE™, SYBR® (Life
Technologies Corporation).

artus HBV RG PCR-kitet och QIAamp DSP Virus-kitet &r CE-mérkta diagnostiska kit enligt det europeiska in vitro-diagnostiska direktivet 98/79/EG. Ej
tillgéngligt i alla lénder.

Begrénsat licensavtal

Genom anvéndningen av denna produkt samtycker inképaren eller anvéndaren av artus HBV RG PCR-kitet till féljande villkor:

1.

artus HBV RG PCR-kitet fér endast anvéindas i enlighet med handboken till artus HBY RG PCR-kitet och med de komponenter som ingér i kitet.
QIAGEN beviljar inget tillsténd enligt ndgot av dess immaterialrétt att anvénda eller inkorporera de ing&dende komponenterna i detta kit med
ndgon komponent som inte ingér i detta kit férutom enligt beskrivning i handboken till artus HBY RG PCR-kitet och ytterligare protokoll som
finns tillgéngliga p&_www.giagen.com.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte kréinker oberoende tredje
parts réttigheter.
Detta kit och dess komponenter &r licensierade fér eng&ngsbruk och fér inte dteranvéndas, renoveras eller séljas vidare.

QIAGEN frénsdger sig specifikt alla andra licenser, uttryckliga eller underférstédda, bortsett frén dem som uttryckligen angivits.

Inkdéparen och anvéndaren av denna sats samtycker till att inte vidta eller tilléta att ndgon annan vidtar négra steg som kan leda till eller
underlétta n&gra &tgdrder som &r férbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska
erséttas for alla underséknings- och réttegéngskostnader, inklusive advokatkostnader, vid eventuellt férsék att upprétthdlla detta begréinsade
licensavtal eller n&dgon av sina immateriella réttigheter avseende kitet och/eller n&gon av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.
© 2009-2014 QIAGEN, med ensamrétt.



www.giagen.com

Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066
Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11
Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325
Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928
Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400
Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

ltaly = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145
Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436
The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602
Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368
Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12 . . . . .
UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999 ... ..

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737) QIAGEN

Sample & Assay Technologies



