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artus CMV TM PCR-kit

For anvandning med ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT Sequence Detection Systems for kvantitativ detektion av CMV-DNA
ur EDTA-plasma.

Obs! artus CMV TM PCR-kitet kan inte anvandas tillsammans med vare sig GeneAmp® 5700 SDS eller plattformatet 384 av
ABI PRISM 7900HT SDS.

1. Innehall
Markning Art.nr 4503163 Art.nr 4503165
och innehall 24 reaktioner 96 reaktioner
CMV TM Master 2 x 12 reaktioner 8 x 12 reaktioner
CMV LC/RG/TM MgSol° 1 x 600 pl 1 x 600 pl
CMV LC/RG/TM QS 17
1 x 10* kopior/ 1 x200 pl 1 x 200 pl
CMV LC/RG/TM QS 2°
1x10° kopior/j 1x200 pl 1 x200 pl
CMV LC/RG/TM QS 3°
1 x 10° kopior/ 1x200 pl 1 x 200 pl
CMV LC/RG/TM QS 4°
1 x 10* kopior/pl 1x200 pl 1 x 200 pl
CMV TM IC® 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
Vit Vatten (PCR-kvalitet) 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl
* Qs = Kvantifieringsstandard
IC = Intern kontroll
Mg-Sol = Magnesiumldsning
2. Forvaring
Komponenterna i artus CMV ™ PCR-kitet maste férvaras vid -15°C till

—30 °C och &r stabila fram till det utgdngsdatum som anges pa etiketten. Upprepad tining och frysning (> 2 x) ska undvikas,
eftersom detta kan minska sensitiviteten. Om reagenserna endast ska anvéndas periodvis ska de frysas ned i alikvoter.

Forvaring vid +4 °C ska inte 6verskrida fem timmar.

3. VYtterligare material och enheter som behovs

¢ Puderfria engdngshandskar

* DNA-isoleringskit (se 8.2 DNA-isolering)

* Pipetter (justerbara)

¢ Sterila pipettspetsar med filter

* Vortexblandare

¢ Bankcentrifug med rotor for 2 ml-reaktionsror

e Centrifug med rotor for mikroplattor (tillval)

«  96-brunnsreaktionsplatta/reaktionsror for optisk méatning med motsvarande optiska tillslutningsmaterial” (se
8.5 Beredning av PCR)

e 96-brunnars tvdkomponentsfastram for anvandning med optiska reaktionsror (96-brunnsbricka/fastset, kat. nr 403 081,
Applied Biosystems), se 8.5 Beredning av PCR

« Kompressionsdyna for anvandning med optisk sjalvhaftande folie (Optical Cover Compression Pads
(kompressionsdynor for optisk folie), kat. nr 4 312 639, Applied Biosystems), se 8.5 Beredning av PCR

* Applikator for tillslutning av reaktionsplattorna med anvandning av optisk sjalvhaftande folie (Adhesive Seal Applicator
Kit (kit med applikator for sjalvhaftande folie), kat. nr 4 333 183, Applied Biosystems)

¢ ABI PRISM 7000 (programversion 1.0.1), 7700 (programversion 1.9.1) eller 7900HT SDS (programversion 2.1)

: Anvandningen av reaktionsror for optiska analyser med vélvda lock &r endast tillaiten med ABI PRISM 7700 SDS och kraver en justering av
exponeringstiden (se 8.6.2 Programmering av ABI PRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Viktiga extrainstallningar).
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Obs! Innan instrumenten tas i drift krévs en giltig kalibrering av de rena fargdmnena (Pure Spectra Component File (fil for ren

spektrumkomponent)) och bakgrunden (Background Component File (bakgrundskomponentfil)).

4. Allmanna forsiktighetsatgarder

Anvandaren ska alltid vara uppméarksam om féljande:
* Anvand sterila pipettspetsar med filter.
* Positivt material (prover, kontroller, amplikon) ska forvaras, isoleras och tillséttas till reaktionen i utrymme som ar skilt
fran Gvriga reagenser.
¢ Tina alla komponenter fullstandigt i rumstemperatur innan testet pabdrjas.
* Blanda komponenterna véal och centrifugera en kort stund.

e Arbeta snabbt pa is eller i kylblock.

5. Information om patogener

Humant cytomegalovirus (CMV) pétraffas hos infekterade personer i blod, vavnader och i sd gott som alla sekretoriska vatskor.
Overforing kan ske oralt, sexuellt, via blodtranfusion eller organtransplantation, intrauterint eller perinatalt. Infektion med CMV
leder ofta till en asymptomatisk infektion, f6ljt av ett livslangt fortbestand av viruset i kroppen. Om symptom upptrader, vare sig
hos tondringar eller vuxna, liknar de dem som forekommer i mononukleos med feber, svag hepatit och allmant latt
sjukdomstillstdnd. Svara fall av CMV-infektion har framfér allt observerats hos personer med infekterad intrauterin och patienter

med immunbristsjukdom.

6. Princip for realtids-PCR

Patogendiagnos med polymeraskedjereaktion (PCR) baseras pa amplifieringen av specifika regioner i den patogena
organismens genom. Vid realtids-PCR detekteras den amplifierade produkten via fluorescerande fargdmnen. Dessa &r
vanligtvis kopplade till s6kfragment av oligonukleotider, vilka binder specifikt till den amplifierade produkten. Genom 6vervakning
av fluorescensintensiteterna under PCR-kdrningen (det vill saga i realtid) kan man upptécka och kvantifiera den ackumulerande
produkten utan att beh6va 6ppna reaktionsréren pa nytt efter PCR-korningen (Mackay, 2004).

7. Produktbeskrivning

artus CMV TM PCR-kitet utgdr ett bruksfardigt system for detektionen av CMV-DNA med anvéandning av
polymeraskedijereaktion (PCR) i ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT Sequence Detection System. CMV TM Master innehéller
reagenser och enzymer for specifik amplifiering av ett 105 bp langt fragment i CMV-genomet. Amplikonet detekteras genom
métning av FAM™-fluorescensen i ABI PRISMSDS. Dessutom innehaller artus CMV TM PCR-kitet ett andra heterologt
amplifieringssystem for detektion av en eventuell PCR-inhibering. Detta detekteras som en intern kontroll (IC) genom métning
av VIC®/JOE™-fluorescensen. Detektionsgransen for analytisk CMV-PCR (se 11.1 Analytisk sensitivitet) minskas inte.
Externa positiva kontroller (CMV LC/RG/TM QS 1-4) medféljer, med vars hjalp en bestamning av patogenbelastningen kan

utféras. Det finns mer information i avsnitt 8.4 Kvantifiering.

Obs! Temperaturprofilen for detektionen av cytomegalovirus med hjalp av artus CMV TM PCR-kitet motsvarar
profilerna for artus EBV TM PCR-kitet och artus HSV-1/2 TM PCR-kitet. Darfér kan PCR-analyserna av dessa artus-
system utféras och analyseras under en enda koérning. Observera rekommendationerna om PCR-analys som lamnas i

kapitel 8.4 Kvantifiering och 9. . ataanalys.

8. Protokoll

8.1 Preanalys: Insamling, férvaring och transport av prov

Obs! Alla prover ska behandlas som potentiellt smittfarliga.

S
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Obs! Aktuella studier visar att EDTA- eller citratplasma &r bast lampade som provmaterial fér pavisandet av CMV. Darfor

rekommenderar vi att dessa material anvands med artus CMV TM PCR-kitet.

Valideringen av artus CMV TM PCR-kitet genomférdes med human EDTA-plasma. Andra provmaterial ar inte validerade.

Anvand endast de rekommenderade nukleinsyraisoleringskiten (se 8.2 DNA-isolering) for provforberedelsen.

Anvandning av vissa provmaterial samt sarskilda foreskrifter for provtagning, férvaring och transport maste féljas.

8.1.1 Provtagning

Varje blodprovstagning medfor en skada pa blodkarl (artarer, vener, kapillarer). Endast sékra och sterila material far anvandas.
For blodprovstagningen finns lampligt engangsmaterial tillgangligt. For provtagningen i en ven ska inte alltfér tunna kapillarnalar
anvandas. Vends blodprovstagning ska tas pa lampligt stélle i armvecket, underarmen eller pa handryggen. Blodet ska tas med
standardprovror (rott lock, Sarstedt eller likvardiga provror fran andra tillverkare). 5—10 ml EDTA-blod ska tas. Ror ska blandas

genom att vandas upp och ner direkt efter provtagning (atta ganger, skaka inte).

Obs! Prover fr&n hepariniserade patienter far inte anvandas (se 8.1.4 Stérsubstanser) .

8.1.2 Forvaring

Helblodet ska delas in i plasma och cellulara bestandsdelar inom sex timmar genom centrifugering vid 800—-1 600 x g i 20
minuter. Den utskilda plasman maste overforas till sterila provrér av polypropylen. Provkvaliteten kan péverkas av upprepad

frysning eller vid lang lagringstid.

8.1.3 Provtransport

Provmaterial ska rutinméassigt transporteras i en splitterfri transportbehallare. P& sa satt undviker du att en infektion uppstar pa
grund av lackande prov. Proverna ska séndas i enlighet med gallande lokala och statliga foreskrifter for transport av potentiellt

smittsamma amnen.”

Transporttiden far ej dverskrida sex timmar. Lagring pa upphamtningsorten rekommenderas inte. Transport per post ar majlig,
forordningarna om transport av potentiellt smittsamma &mnen ska dock beaktas. Vi rekommenderar provtransport via bud.

Blodproven maste transporteras kylférvarade (+2 °C till +8 °C), och den separerade plasman djupfryst (-20°C).

8.1.4 Storsubstanser

Foérhojda varden av bilirubin (< 4,5 mg/dl) och lipider (< 1100 mg/dl) eller hemolytiska prover leder inte till nAgon paverkan av
CMV-analyssystemet. Heparin paverkar PCR. Prov som tagits i provrér som innehaller heparin som antikoagulans ska inte

anvandas. Prover fran hepariniserade patienter far inte heller anvandas.

8.2 DNA-isolering

Foljande isoleringskit rekommenderas for att isolera CMV-DNA:

Provmaterial | Nukleinsyraisoleringskit Katalognummer | Tillverkare ‘ Béarar-RNA
} QlAamp® DSP- -
EDTA-plasma viruskit (50) 60704 QIAGEN medfoljer

* Tillsatsen av barar-RNA &ar avgérande for isoleringens effektivitet och darmed for utvinningen av DNA/RNA. For att uppné
en forbattrad stabilitet hos barar-RNA, vilket tillhandahdlls tillsammans med QIAamp DSP Virus Kit, foljer du anvisningarna
for hantering och forvaring av barar-RNA (se "Beredning av reagens och buffertar” i handboken till QlAamp DSP Virus Kit).

e | isoleringskitet ingar tvattbuffertar som innehaller etanol. Se till att du utfor ett extra centrifugeringssteg (tre minuter,

13 000 rpm) innan elueringen for att avliagsna all aterstdende etanol. Detta forhindrar eventuell inhibition av PCR.

" International Air Transport Association. Dangerous Goods Regulations (foreskrifter for farligt gods), 41:a utgavan, 2000.704.
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Viktigt: Den interna kontrollen for artus CMV TM PCR-kitet kan anvéndas direkt i isoleringsforfarandet. Se till att ta med ett
negativt plasmaprov i isoleringsforfarandet. Den motsvarande signalen for den interna kontrollen utgdér grunden for

utvarderingen av isoleringen (se 8.3 Intern kontroll).

8.3 Intern kontroll

En intern kontroll (CMV TM IC) medféljer. Med denna kan du kontrollera bade isoleringen av DNA och en eventuell
inhibering av PCR (se Fig. 1). Om du vill anvanda den interna kontrollen tillsatter du den till isoleringen i ett forhallande pa 0,1
pl per 1 pl elueringsvolym. Vid anvéndning av QlAamp DSP-virus-kitet elueras DNA i t.ex. 60 pl AE-buffert. Darfor ska 6 pl

intern kontroll tillsattas. Mangden av intern kontroll som anvands beror endast pa elueringsvolymen.
Intern kontroll och béarar-RNA (se 8.2 DNA-isolering) ska endast

* tillsattas till blandningen av lyseringsbuffert och provmaterial eller

« direkt till lyseringsbufferten.

Den interna kontrollen far inte tillsattas direkt till provmaterialet. Om den tillsatts till lyseringsbufferten ska man observera att
blandningen av intern kontroll och lyseringsbuffert/barar-RNA maste beredas farskt och anvandas omedelbart (forvaring av
blandningen vid rumstemperatur eller i kylskap under bara nagra timmar kan leda till utebliven funktion av den interna kontrollen
och en minskad extraktionseffektivitet). Tillsatt inte den interna kontrollen och barar-RNA direkt till provmaterialet.

For att en rening ska betraktas som framgangsrik maste Ct-vardet for den interna kontrollen for ett negativt plasmaprov som har
behandlats med rening (QlAamp DSP-viruskit) i ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS uppna Ct = 27 + 3 (gransvarde ABI
PRISM 7000: 0,1, ABI PRISM 7700 och 7900HT SDS: 0,2). Spridningen beror pa variansen hos instrumentet och reningen. En
stérre avvikelse tyder p& problem med reningen. Saledes méste reningen kontrolleras och eventuellt utvarderas pa nytt. Om du

skulle ha ytterligare fragor eller om andra problem upptrader, ber vi dig kontakta var tekniska service.

Alternativt kan den interna kontrollen anvandas enbart for att kontrollera om det finns en eventuell PCR-inhibition (se
Fig. 2). | s& fall tillsatter du 2 pl intern kontroll och 5 pl CMV LC/RG/TM MgSol per reaktion direkt till 25 pul CMV TM Master. For
varje PCR-reaktion anvander du 30 pl av Masterblandningen framstélld s& som beskrivs ovan” och tillsétter 20 pl av det renade
provet. Om du forbereder en PCR-kdrning for flera prover ska du 6ka volymen av CMV TM Master, CMV LC/RG/TM MgSol och

intern kontroll i enlighet med antalet prover (se 8.5 Beredning av PCR).

8.4 Kvantifiering

De medféljande kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4) behandlas pa samma sétt som redan isolerade prover
och anvénds i samma volym (20 pl). For att skapa en standardkurva i ett ABI PRISMSequence Detection System ska alla fyra
kvantifieringsstandarderna anvandas och definieras som standarder med specificering av de motsvarande koncentrationerna
(se 8.6 Programmering av ABI PRISMSDS). Det &r inte mgjligt att importera standardkurvor fran tidigare kérningar med
programvaran fér ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS.

Om du har integrerat fler an ett herpes artus-system i PCR-kérningen, ska du analysera de olika systemen separat med

motsvarande kvantifieringsstandarder.

Obs! For att sakerstdlla en noggrann kvantifiering rekommenderas starkt att masterblandningen som anvéands for

kvantifieringsstandarderna far en tillsats av relevant mangd intern kontroll. | sa fall tillsatter du for varje kvantifieringsstandard
(CMV LC/RG/TM QS 1-CMV LC/RG/TM QS 4) 2 ul av den interna kontrollen och 5 pl CMV LC/RG/TM MgSol direkt till 25 pl
CMV TM Master (det finns en schematisk Oversikt i Fig. 2). Detta pipetteringsschema ar i allménhet tillampligt for CMV-

kvantifieringsstandarder och oberoende av antalet kvantifieringsstandarder som anvands.

: Volymokningen orsakad av tillsats av intern kontroll &r forsumbar vid beredning av PCR-analysen. Detektionssystemets sensitivitet forsamras

inte.
T
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Kvantifieringsstandarderna definieras som kopior/ul. Foljande ekvation maste anvandas for att omvandla de faststéllda vardena

med hjalp av standardkurvan till kopior/ml provmaterial:

Resultat (kopior/pl) x elueringsvolym (pl)

Resultat (kopior/ml) =

Provvolym (ml)

Observera att principiellt ska den inledande provvolymen féras in i ekvationen ovan. Detta maste beaktas nar provvolymen har
forandrats fore extraktionen av nukleinsyra (till exempel reducering av volymen genom centrifugering eller 6kning av volymen

genom pafylining till den volym som kravs for isoleringen).

Viktigt: En riktlinje for den kvantitativa analysen av artus-system i ABIPRISM 7000 SDS tillhandahdlls pa
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX (Technical Note for quantitation on the ABI PRISM 7000 SDS (Teknisk
anm. for kvantifiering i ABI PRISM 7000 SDS)).

8.5 Beredning av PCR

Forbered antalet reaktionsror som krévs eller en 96-brunnars reaktionsplatta for de schemalagda reaktionerna. | efterféljande

tabell anges de material som rekommenderas:

Katalognu Kompression

Tillverkare Fastram’

Artikel Beskrivning ‘

mmer sdyna
96-

brunnars 96-brunnars '

optisk optisk 4306 737 Biﬁgps"g’ns nej -
reaktions | reaktionsplatta 4

platta

Optisk Optisk ’

Ao Al Applied )
slalvhaf_ta SJaIvha_ftande 4311971 Biosystems - ja
nde folie folie

Optiska ABI PRISM .

- ) . Applied }
reakflons opt|§ka ror, 4316 567 Biosystems ja -
ror 8 ror/strip
Optiska . ® .
: MicroAmp Applied .
real:ttslrons optiska ror N8010933 Biosystems ja -
Optiska ABI PRISM Aoplied
lock optiska lock, | 4323032 Biogpstems - nej
(platta) 8 lock/strip 4

Obs! Anvandningen av reaktionsror for optiska analyser med vélvda lock &r endast tilldten med ABI PRISM 7700SDS och
kraver en justering av exponeringstiden (se 8.6.2 Programmering av ABIPRISM 7700 SDS, 8.6.2.5 Viktiga

extrainstéllningar).

Vid foérberedelse av PCR-reaktionen méaste du se till att minst en kvantifieringsstandard per PCR-kérning och minst en negativ
kontroll (vatten, PCR-kvalitet) kors parallellt. For att skapa en standardkurva anvander du alla de levererade
kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1- 4) for varje PCR-kérning.

Obs! For att skapa standardkurvan rekommenderas starkt att masterblandningen som anvénds for kvantifieringsstandarderna

far en tillsats av relevant mangd intern kontroll (se 8.4 Kvantifiering). Fore varje anvandning maste alla reagenser tinas helt,

blandas (pipettera upprepade ganger upp och ned eller vortexblanda snabbt) och centrifugeras under kort tid.

Om du vill anvanda den interna kontrollen for att 6vervaka DNA-isoleringsproceduren och for att kontrollera eventuell
PCR-inhibition, s& har den redan tillsatts till isoleringen (se 8.3 Intern kontroll). Anvéand i s fall féljande pipetteringsschema

(se aven den schematiska 6versikten i Fig. 1):

" Om den tvadelade fastramen anvands maste du Oppna reaktionsréren nar du satter in dem i och tar ut dem frdn ramen. For att undvika
kontamination p& grund av denna procedur ska endast den undre delen av fastramen anvéandas.
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Antal prover ‘ 1 ‘ 12

CMV TM Master 25 pl 300 pl
1.Beredning av | cMV LC/RG/TM MgSol 5ul 60 pl
Masterblandning | cmv TM IC oul opl
Total volym 30 ul 360 pl
. 30 pl av
Masterblandning 30 vardera
2. Beredning av
Prov 20 pl 20 pl av
PCR-analys vardera
50 pl av
Total volym 50 ul VETelaa

Om du vill anvanda den interna kontrollen enbart for att kontrollera eventuell PCR-inhibering, maste den tillsattas direkt till

CMV TM Master. | detta fall bor du anvanda féljande pipetteringsschema (fér en schematisk dversikt, se Fig. 2):

Antal prover ‘ 1 ‘ 12
CMV TM Master 25 pl 300 pl
1.Beredning av | cMvV LC/RG/TM MgSol 5ul 60 pl
Masterblandning | cpmv TM IC 24l 24l
Total volym 2" 384 1l
Masterblandning 30 pl 32 r%:;
2. Beredning av 20 l av
PCR-analys Prov/CMV LC/RG/TM QS 1-4 20 pl VR
Total volym 50 pl Sgrzle?;

Pipettera 30 pl av masterblandningen i varje erforderlig(t) reaktionsror eller brunn pa 96-brunnsreaktionsplattan. Tillsatt darefter
20 pl eluat frAn DNA-isoleringen. Se till att bada Iosningarna blandas val genom att pipettera upp och ned flera ganger. Tillslut
reaktionsroren med de motsvarande locken, eller, nar du anvander en 96-brunnsreaktionsplatta, med optisk sjalvhaftande folie
(Optical Adhesive). Centrifugera reaktionsréren (i en forvaringsram for PCR-ror) eller en 96-brunnars reaktionsplatta i en
centrifug med en rotor for mikroplattor i 30 sekunder vid 1780 x g (4000 rpm) for att samla upp den beredda reaktionsvolymen i
botten pa reaktionsroret eller brunnen. Om du inte har tillgang till en sadan centrifug ska du se till att bade Master Mix som
provvolymen pipetteras pa botten av reaktionsroren eller brunnarna. Férvara de beredda reaktionerna vid +4 °C tills ABI PRISM

SDS-instrumentet ar programmerat (se 8.6 Programmering av ABI PRISM SDS) och 6verfér dem sedan till instrumentet.

Obs!
e Na&r du anvander optiska reaktionsrér i kombination med optiska lock, ska du alltid séatta in en fastram (96-
brunnars bricka/fastset) i instrumentet (ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS). Om den tvadelade fastramen anvands

maste du 6ppna reaktionsroren nar du satter in dem i och tar ut dem frdn ramen. For att undvika kontamination pa grund av

denna procedur ska endast den undre delen av fastramen anvandas.
e Nar 96-brunnars optiska reaktionsplattor anvands i kombination med optisk sjalvhaftande folie maste de tackas med en
kompressionsdyna (Optical Cover Compression Pads).

: Volymokningen orsakad av tillsats av intern kontroll &r forsumbar vid beredning av PCR-analysen. Detektionssystemets sensitivitet forsamras

inte.
T
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Tillsats av den interna kontrollen till reningsproceduren

-
==

N

Fig. 1. Schematiskt arbetsflode for kontrollen av bade reningsproceduren och PCR-inhibering.

*Se till att I6sningarna &r helt tinade, val blandade och kortvarigt centrifugerade.
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Tillsats av den interna kontrollen till artus Master

\&J

Fig. 2:  Schematiskt arbetsfléde for kontrollen av PCR-inhibering.

*Se till att I6sningarna &r helt tinade, val blandade och kortvarigt centrifugerade.
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8.6 Programmering av ABI PRISM SDS

Programvaran fér ABlI PRISM 7000, 7700 och 7900HT Sequence Detection Systems (SDS) kraver ytterligare information innan

PCR-kérningen startas. Tillvadgagangssattet vid programmeringen av instrumenten skiljer sig at, och behandlas darfor i olika
kapitel.

8.6.1 Programmering av ABI PRISM 7000 SDS

For detektion av CMV-DNA skapar du en profil i ABI PRISM 7000 SDS enligt féljande sex steg (8.6.1.1 — 8.6.1.6). Alla uppgifter
hanfor sig till programversionen 1.0.1 fér ABI PRISM 7000 SDS . Ytterligare information om programmering av ABI PRISM 7000

SDS finns i anvandarhandboken till ABI PRISM 7000 SDS. For att fa en béttre 6versikt &r programinstaliningarna markerade
med en svart ram.

8.6.1.1 Forinstallningar for att skapa en ny PCR-kérning

Valj menyposten New (Ny) i menyn File (Arkiv) i ABI PRISM 7000 SDS och programmera féljande initiala installningar for det
nya dokumentet (se Fig. 3). Det finns en sékerhetskopierad mall (SDS Template [*.sdt] (SDS-mall)) tillganglig i listan Template

(Mall) eller du kan vélja en med funktionen Browse (Bladdra) (se 8.6.1.5 Spara PCR-kdrningen). Bekréfta dina forinstalliningar
(OK).

Assay: IAbsolute Quantitation

x|
—
g

Container: [gg-well Clear

— 1

| «

Template: [Bjank Document >

Browse ... I
2
I OK l Cancel I

Fig. 3: Forinstéliningar for att skapa en ny PCR-korning (New Document) (Nytt dokument).

8.6.1.2 Framtagning/val av detektorer

Med hjalp av undermenyn Detector Manager (Detektorhanterare) frdn menyn Tools (Verktyg) tilldelar du motsvarande
detektorfargamnen till filen. For detektionen av CMV-DNA liksom den interna kontrollen med hjélp av artus CMV TM PCR-kitet,
ska de rapportorer/utslackare (quenchers) som listas i féljande tabell definieras:

Detektion Rapportor ‘ Utslackare
CMV-DNA FAM ingen
Intern kontroll (CMV TM IC) VIC ingen

For att skapa dessa detektorer véljer du alternativet File (Iangst ner till vanster i Detector Manager) och sedan alternativet New.

rew petector X T x
Name: [aitus CMV Name: [artus CMV IC
1 Desciiption: [artus CMV TM PCR Ki Description: [artus CMV TM PCR Kit
pomm— 1
Reporter Dye: [Fam v Reporter Dye: [VIC )
Quencher Dye: | (none) ¥ JQuencher Dye: |(none) =
o ce )
Notes: Notes:

] =2
Create Arother | 0K, Cancel | Create Another | 0K Cancel |

Fig. 4: Skapa den CMV-specifika Fig. 5: Skapa den IC-specifika detektorn
detektorn (Detector Manager). (Detector Manager).
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For detektionen av CMV-DNA ska du definiera rapportor/utslackar-kombinationen FAM/none (FAM/ingen) i det nya fonstret.
For detektionen av den interna kontrollen valjer du kombinationen VIC/none (VIC/ingen) (s& som visas i Fig. 4 och Fig. 5).
Genom att bekréfta uppgifterna (OK) kommer du tillbaka till Detector Manager. Markera de nyskapade detektorerna och dverfor
respektive val till Well Inspector (Brunnsinspektdr) genom att klicka pa alternativet Add to Plate Document (Lagg till i

plattdokument) (se Fig. 6). Stang fonstret (Done (Klar)).

DetectorManager = x|
~ Detector List

i ElE

Detector Hame Descrimion [ er |Quencher| Color Notes

artus CMV artus CMY TM PCR Kit FAM (none)

artus CMV IC artus CMY TM PCR Kit vIC (none) 1

«| | »

Fle ~ | [ AddToPiate Document }

o T3

Fig. 6: Val av detektorer (Detector Manager).

8.6.1.3 Tilldelning av nédvandig information till plattpositioner

Nar du 6ppnar Well Inspector fran menyn View (Visa) finner du de valda detektorerna under 8.6.1.2 (se Fig. 7).

well Inspector Ik X
Wells): B3

Sample Name: IQSI

Detector Reporter | Quencher
[V |artus CMV FAM (none) Standard
v  |artus CMV IC |vic |(none) =1
Standard
[~ Omitwell -
Passive Reference:
Add Detector... Remove ROX v -2

Fig. 7: Tilldelning av nédvandig information till plattpositionerna (Well Inspector).

Markera de reserverade plattpositionerna for detektionen av CMV-DNA. Tilldela de valda detektorerna dessa positioner genom
att aktivera alternativet Use (Anvand) for bada detektorerna. En liten bock visas. For benamning av de olika reaktionerna valjer
du motsvarande position pa plattan och anger namnet (Sample Name (Provnamn)). Tank pa att beredningar med identiska
Sample Name och identisk detektortilldelning identifieras som replikat av programvaran och ett genomsnittsvarde for den

kvantifierade patogenbelastningen beréknas. Valj for varje provtyp motsvarande funktion (Task) enligt foljande tabell:

Funktion Koncentration

Provtyp (Task) (Quantity) Rapportor Utslackare

Prov Okand - FAM ingen

Utan mallkontroll NTC - FAM ingen
se 1.

Standard Standard .Inn FAM ingen
ehall

For att skapa en standardkurva anvander du alla de levererade kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4) for varje
PCR-kérning och anger de motsvarande koncentrationerna (se 1. . Innehall) for varje standard (Quantity). Observera att for
en PCR-korning med artus CMV TM PCR-kitet, s& maste ROX™ vara instélld som en passiv referens (Passive Reference). Den
likvardiga fordelningen av ROX-fargamnet i alla PCR-preparat for en lot genom blandning av CMV TM Master garanterar
igenkanningen och berékningen av ror-till-ror-variationer (fluorescensskillnader mellan flera PCR-preparat) med anvandning av

programvaran fér sekvensdetektion (normalisering).

8.6.1.4 Framtagning av temperaturprofilen
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For att skapa en temperaturprofil byter du fran nivan Setup (Installning) till nivan Instrument (Instrument) i programvaran. Ange
temperaturprofilen som &r specifik for detektionen av CMV-DNA i enlighet med Fig. 8. Om du vill ta bort det sparade 50 °C-
steget i forinstallningarna markerar du detta med hjélp av vanster musknapp samtidigt som du haller ned Shift-tangenten, och
raderar sedan med backstegstangenten. Kontrollera att reaktionsvolymen &r installd pa 50 pl. Alternativet 9600 Emulation ska
vara aktiverat, forinstéllningarna av Auto Increment (Automatisk stegvis 6kning) ska vara oféréandrade (Auto Increment: 0,0 °C,
0,0 sekunder).

— Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile I Auto Increment ]

Stage 1 Stage 2
Reps:fi | Reps:fs | 1
1:00
Add Cycle | AddHold | Add Step | |Samele Volume [50 ™ (ul) 2

[ Dissociation Protocol [0 C

IW 9600 Emulation : 3

Fig. 8: Framtagning av temperaturprofilen.

8.6.1.5 Spara PCR-kérningen

Spara instéllningarna (Setup) som en mall for att kunna anvanda dem senare i férandrad eller oférandrad form. Genom att
spara installningarna som en  SDS-mall  (*.sdt) i Template Directory (Mallkatalog) (Local Disk
[C:\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates (lokal disk\programfilenABI PRISM 7000\mallar), skapade av Applied
Biosystems), kan denna fil véljas direkt i fonstret New Document fran listrutan Template. Kopior som sparats i andra mappar
maste Oppnas via Browse. Innan du startar PCR-korningen maste du spara den pa nytt som SDS Document (*.sds). Darmed

sakerstéller du att &ven de data som tillkommer under loppet av PCR-kdrningen sparas.

8.6.1.6 Starta PCR-kdrningen

Starta PCR-korningen genom att vélja alternativet Start (Starta) fran menyposten Instrument eller faltet Start pa nivan

Instrument.

8.6.2 Programmering av ABI PRISM 7700 SDS

For detektion av CMV-DNA skapar du en profil i ABI PRISM 7700 SDS enligt foljande sju steg (8.6.2.1 - 8.6.2.7). Alla uppgifter
hénfor sig till programversionen 1.9.1 for ABI PRISM 7700 SDS . Ytterligare information om programmering av ABI PRISM 7700
SDS finns i anvandarhandboken till ABI PRISM 7700 SDS. For att fa en béttre 6versikt &r programinstaliningarna markerade

med en svart ram.

8.6.2.1 Fdrinstéllningar for att skapa en ny PCR-kdrning

Valj posten New Plate (Ny platta) frAn menyn File i ABI PRISM 7700 SDS och programmera féljande initiala installningar for det
nya dokumentet (se Fig. 9). Bekrafta forinstallningarna (OK).
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New Plate

Plate Type: [Single Reporter E]

—Data Acquisition 1

Plate Format:  [Standard Plate 3]

Run: Real Time s

L« )2

Fig. 9: Forinstallningar for att skapa en ny PCR-koérning (New Plate).

8.6.2.2 Val av fluorescensfargdmnen och tilldelning av provtyp

Med hjalp av Sample Type Setup (Provtypsinstéllning) (nivdn Setup: Sample Type/Sample Type Setup) tilldelar du
motsvarande detektorfargdmnen och den motsvarande provtypen till filen. For detektionen av CMV-DNA liksom den interna

kontrollen med hjalp av artus CMV TM PCR-kitet, ska de rapportorer/utslackare (quenchers) som listas i foljande tabell

definieras:
Detektion Rapportor ‘ Utslackare
CMV-DNA FAM ingen
Intern kontroll (CMV TM IC) JOE ingen

For analysen av CMV-DNA med hjalp av artus CMV TM PCR-kitet valjer du rapportérfargamnet FAM enligt tabellen. Detta
galler standarder (STND) och prover (UNKN) s&val som kontroller utan mall (UNKN). For analysen av den interna kontrollen
(IPC+), ska JOE definieras som rapportér. Som utsléckare stéller du in none. Tilldelningen av fargdmnen och provtyper i
fonstret Sample Type Setup visas i Fig. 10.

:Sample Type Setup

Acronym Name Color Reporter

||Pc+ Internal Positive [ | (oE 2] =
[sTho ] [Standard | [ (Far E) — 1

[unkn ] [unknown [ (Fam =]
-
UNKN [N Template Control |[ | (Fam =) =
Reference Quencher
ROX None > 2

Fig. 10: Val av fluorescensfargamnen och tilldelning av provtyp (Sample Type Setup).

Tilldela provtypen till en motsvarande funktion (Acronym (Akronym)) enligt féljande tabell:

Funktion

Koncentration

Provtyp (Acronym) (Quantity) Rapportor Utslackare
Prov UNKN - FAM ingen
Utan .
mallkontroll UNKN - FAM ingen
se 1.
Standard STND .Inn FAM ingen
ehall

8.6.2.3 Tilldelning av nédvéandig information till plattpositionerna

Nar du tilldelar detektorer och provtyper till enskilda plattpositioner véljer du motsvarande falt. Oppna sedan dialogrutan Dye
Layer (Fargamnesskikt) p& nivan Setup och tilldela motsvarande rapportor. Nar du aktiverar popup-menyn Sample Type, hittar
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du provtyperna som é&r tilldelade till rapportéren i Sample Type Setup i listan som visas (se Fig. 11). Valj ut passande provtyp (se
tabell under 8.6.2.2) och bestdm med hjélp av Dye Layers och menyn Sample Type tilldelningen till de dvriga plattpositionerna.

Ett namn kan tilldelas varje prov i faltet Sample Name. For falt som ar definierade som Replicate (Replikat) (angivandet av

referensprovets namn i

kolumnen Replicate) beréknar

patogenbelastningen samt standardavvikelsen.

programvaran ett genomsnittsvarde for

den kvantifierade

[Sample Type: 8 d le Type: | STND - Standard 3 II
. UNKN - Unknown 4
1 le Name:  UNKN - No Template Control le Name: [q51 1
Replicate:  Sample Type Setup... Replicate : |
t Not In Use Quantity: |1 0E+04
e — L ————
2 Show Analysis fI Dye Layer: | FAM B Show Analysis lDyoLzyor: FAM :l 2
1 74 3 4 5 2 3 4 5
B B

Fig. 11/12: Tilldelning av nédvéandig information till plattpositionerna.

For att skapa en standardkurva anvander du alla de levererade kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4) for varje
PCR-kérning och anger de motsvarande koncentrationerna (se 1. . Innehall) for varje standard i faltet Quantity (se Fig. 12).

Detta ar dock endast mojligt om positionerna for standarder forst har definierats som sddana med hjalp av menyn Sample Type.

8.6.2.4 Framtagning av temperaturprofilen

For att skapa en temperaturprofil byter du till menyn Thermal Cycler Conditions (Termocyklervillkor) pa nivan Setup. Ange
temperaturprofilen som ar specifik for detektionen av CMV-DNA i enlighet med Fig. 13. Kontrollera att reaktionsvolymen &r
installd pa 50 pl. Forinstaliningarna av tiderna for Ramp och for Auto Increment &dndras inte (Ramp Time (Ramptid): 0:00, Auto

Increment: 0,0 °C, 0,0 sekunder).

Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat [a5 |
95.0 95.0
10:00] | |0:15 1
[ss0 |
1:00
[<[»]

Show Data Collection I

T o B

Fig. 13: Framtagning av temperaturprofilen.

Auto Increment Sample Yolume
4R S0 M
| 0. Seconds

Tt Ramg v |

add Mg

Vidare finns i menyn Thermal Cycler Conditions alternativet Show Data Collection (Visa datainsamling). Om du véljer det har
alternativet kommer du till fonstret som visas i Fig. 14. Varje ramp och varje platatemperatur ar forsedd med en symbol for
datainsamling Data Collection Icon som visar insamlingen av data for den aktuella tidpunkten under kdrningen. Ta bort alla
symboler utom den for steget Annealing (Stadium2/Steg2) for att slippa onddiga fluorescensmatningar. P& sa satt minimeras

koérningstiden och dataméangden.

S
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=———— Thermal Cycler Conditions
Stagel Stage2
Repeat
1
[«]»]
SR Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp |
Add Hold [ osec [ 50 a
9t Rammg Ve . | | 0. seconds
st ':‘-{’;g

Fig. 14: Datainsamling.

8.6.2.5 Viktiga extrainstallningar

For installningen av exponeringstiden (excitation av fluorescensfargamnena) liksom foér valet av filerna
Pure Spectra/Background (Rena spektra/ren bakgrund), byter du frdn nivadn Setup till nivdn Analysis (Analys). Valj den
aktiverade underposten Advanced Options (Avancerade alternativ) som finns i menyn Instrument under Diagnostics
(Diagnostik). Justera instaliningarna enligt Fig. 15. Genom att avaktivera den valfria funktionen Spectra Components
(Spektrakomponenter) (Analysis) anvands de faktiska kalibreringsfilerna som lagras i filen SpectraComponents vid momentet
for dataframstélining automatiskt vid ny utvardering av redan analyserade kérningar. For en analys av gamla kérningar med
hjalp av nya inlasta Spectra Components aktiverar du de bada falten. Observera att for en PCR-korning med
artus CMV TM PCR-kitet, s& maste ROX vara instélld som en passiv referens (Reference). Den likvardiga férdelningen av
ROX-fargamnet i alla PCR-preparat for en lot genom blandning av CMV TM Master garanterar igenk&nningen och berédkningen
av ror-till-ror-variationer  (fluorescensskillnader mellan flera PCR-preparat) med anvandning av programvaran for

sekvensdetektion (normalisering).

Obs! Nar 96-brunnars reaktionsplattor anvands for optiska méatningar i kombination med optisk sjéalvhaftande folie eller optiska
reaktionsror med platta lock, ar exponeringstiden tio millisekunder. Om du anvander optiska reaktionsrér med valvda lock,

ska du stalla om tidsangivelsen till 25 millisekunder.

Advanced Options

—Yiewer

isplay mse in Multicomponent View

isplay best fit in Raw Spectra View

——Analysis: Spectra Components

}Dtse 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

Fig. 15: Viktiga extrainstaliningar (Advanced Options).
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8.6.2.6 Spara PCR-kdrningen

Spara instéllningarna (Setup) som en mall fér att kunna anvéanda dem senare i forandrad eller oférandrad form. Spara den héar
filen i Stationary File Format (Stationart filformat). Innan du startar den aktuella programmerade PCR-kérningen maste du spara
den pé& nytt i Normal File Format (Normalt filformat). Darmed sakerstaller du att aven de data som tillkommer under loppet av

PCR-kérningen sparas.

8.6.2.7 Starta PCR-kdrningen

Starta PCR-korningen genom att vélja alternativet Run (K6r) under menypunkten Instrument eller faltet Run pa nivan Analysis.

8.6.3 Programmering av ABI PRISM 7900HT SDS

For detektion av CMV-DNA skapar du en profil i ABI PRISM 7900HT SDS enligt féljande sex steg (8.6.3.1 — 8.6.3.6). Alla
uppgifter hanfor sig till programversion 2.1 av ABI PRISM 7900HT SDS. Ytterligare information om programmering av ABI
PRISM 7900HT SDS finns i anvandarhandboken till ABI PRISM 7900HT SDS. For att fA en battre oversikt ar

programinstallningarna markerade med en svart ram.

8.6.3.1 Forinstéllningar for att skapa en ny PCR-kdrning

Valj posten New i menyn File i ABI PRISM 7900HT SDS och programmera féljande initiala instéllningar for det nya dokumentet
(se Fig. 16). Det finns en sakerhetskopierad mall (ABl PRISM SDS Template Document [*.sdt]) tillganglig i listan Template eller

du kan vélja en med funktionen Browse (se 8.6.3.5 Spara PCR-kdrningen). Bekréfta forinstaliningarna (OK).

Obs! artus CMV TM PCR-kitet kan inte anvandas tillsammans med plattformatet 384 fér ABI PRISM 7900HT SDS.

Assay: IAbsolule Quantification (Standard Curve) vI

Container: |96 Wells Clear Plate =11

Template: IBIank Template L'

Browse... |

Barcode: I
2
_"_] I OK I Cancel |

Fig. 16: Forinstéliningar for att skapa en ny PCR-korning (New Document).

8.6.3.2 Framtagning/val av detektorer

Med hjalp av undermenyn Detector Manager frdn menyn Tools (alternativt: nivan Setup/valfunktionen Add Detector (Lagg till
detektor)), tilldelar du motsvarande detektorfargdmnen till filen. For detektionen av CMV-DNA liksom den interna kontrollen

med hjalp av artus CMV TM PCR-kitet, ska de rapportorer/utslackare (quenchers) som listas i foljande tabell definieras:

Detektion Rapportor ‘ Utslackare
CMV-DNA FAM Icke fluorescerande
Intern kontroll (CMV TM IC) VIC Icke fluorescerande

For att skapa dessa detektorer véljer du alternativet New (langst ner till vanster i Detector Manager).
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Add Detector [x]

Name: | artus CMV
artus CMV TM PCR Kit

Reporter: [FAM =
Quencher: |[Non Fluorescent ']
coor: JI

S

Add Detector [x]
e ————————————
Name: | artus CMV IC

artus CMV TM PCR Kit

Reporter: |VIC hd
Quencher: [Non Fluorescent ¥
Color:

e

2 — |

Fig. 17: Skapa den CMV-specifika Fig. 18: Skapa den IC-specifika
detektorn (Detector Manager). detektorn (Detector Manager).
For detektionen av CMV-DNA ska du definiera rapportdr/utslackar-kombinationen FAM/Non Fluorescent (FAM/ej

fluorescerent) i det nya fonstret. For detektionen av den interna kontrollen valjer du kombinationen VIC/Non Fluorescent (sa
som visas i Fig. 17 och Fig. 18). Genom att bekrafta uppgifterna (OK) kommer du tillbaka till Detector Manager. Markera de
framtagna detektorerna och 6verfor varje urval till nivdn Setup genom att klicka pa alternativet Copy to Plate Document (Kopiera
till platta-dokument) (se Fig. 19). Stang fonstret (Done).

oetector mansger
Find: Al -]

Name I Reporter ] Quencher Color I Modification Date
rtus CMV FAM Non Fluorescent 1
.
prtus CMV IC vIC Non Fluorescent

I Copy To Plate Document I—— 2

New... T | | Import... ] E |

Fig. 19: Val av detektorer (Detector Manager).

8.6.3.3 Tilldelning av nédvandig information till plattpositioner

Nar du har stangt Detector Manager (Done) hittar du de detektorer som du valt under 8.6.3.2 i tabellform pa nivan Setup (se

Fig. 20).

Setup | Instrument |

well(s): B2 |

Sample Name: | QS1

Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color

A artus CHY [ FAM [Standard | 164

| awowic | wc O S
Standard
NTC

Add Detector... Clear a Manager
Passive Reference: [ROX ~ ~ || 2
I Omit welks)

Fig. 20: Tilldelning av nédvéandig information till plattpositionerna.

Markera de reserverade plattpositionerna for detektionen av CMV-DNA. Tilldela de valda detektorerna dessa positioner genom
att aktivera alternativet Use for b&da detektorerna. Ett kryss visas. For benamning av de olika reaktionerna valjer du
motsvarande position pa plattan och anger namnet (Sample Name). Tank pa att beredningar med identiska Sample Name och
identisk detektortilldelning identifieras som replikat av programvaran och ett genomsnittsvarde for den kvantifierade

patogenbelastningen beréknas. Valj for varje provtyp motsvarande funktion (Task) enligt féljande tabell:

Koncentration

Funktion

Provtyp (Task) (Quantity) Rapportor Utslackare

Prov Okand - FAM Icke
fluorescerande

Utan mallkontroll NTC - FAM Icke
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fluorescerande

se 1.
Standard Standard .Inn FAM
ehall

Icke
fluorescerande

For att skapa en standardkurva anvander du alla de levererade kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4) for varje
PCR-korning och anger de motsvarande koncentrationerna (se 1. . Innehall) for varje standard (Quantity). Observera att for
en PCR-kérning med artus CMV TM PCR-kitet, s& maste ROX vara instélld som en passiv referens (Passive Reference). Den
likvardiga fordelningen av ROX-fargdmnet i alla PCR-preparat fér en lot genom blandning av CMV TM Master garanterar
igenkénningen och berakningen av ror-till-ror-variationer (fluorescensskillnader mellan flera PCR-preparat) med anvandning av

programvaran fér sekvensdetektion (normalisering).

8.6.3.4 Framtagning av temperaturprofilen

For att skapa en temperaturprofil byter du frdn nivan Setup (Installning) till nivdn Instrument (Instrument) i programvaran. Ange
den giltiga temperaturprofilen for detektionen av CMV-DNA enligt Fig. 21. Kontrollera att reaktionsvolymen ar installd p& 50 pl.
Alternativet 9600 Emulation ska vara aktiverat, forinstaliningarna av tiden for Ramp och Auto Increment ska vara oféréandrade
(Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0,0 °C, 0,0 sekunder).

Setup Instrument |
~Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto lncremerll Ramp Ratel Data Coleﬁionl
Stage 1 Stage 2
Repeats [45
95.0 95.0
10:00 0:15
55.0
1:00
Add Cycle | Acd Hold | Add Step Delete Step | Sample Volume (uL): [50 2
Add Dissociation Stage
== e

Fig. 21: Framtagning av temperaturprofilen.

Vidare innehaller nivan Instrument alternativet Data Collection. Om du véljer det har alternativet kommer du till fonstret som
visas i Fig. 22. Varje ramp och varje platdtemperatur ar férsedd med en symbol fér datainsamling (Data Collection Icon), som
visar insamlingen av data for den aktuella tidpunkten under kérningen. Ta bort alla symboler utom den for steget Annealing
(Stage2/Step2) genom att klicka p& dem for att slippa onddiga fluorescensmatningar. P& s satt minimeras kérningstiden och

dataméangden.
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Setup Instrument |

Thermal Cycler Protocol

Thermal Profiel Auto Increment | Ramp Rate Data Coliection |

Stage 1 Stage 2
Repeats 'E
950 95.0

Ead Gy e sadetes | [oedee) | sample Valume (L) [50

[V 9600 Emulation

Fig. 22: Datainsamling.

8.6.3.5 Spara PCR-kérningen

Spara installningarna (Setup) som en mall for att kunna anvanda dem senare i fordndrad eller oférandrad form. Genom att
spara instédllningarna som en ABIPRISM SDS Template Document (*.sdt) i Template Directory
([D:]\Program Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\Templates, skapad av Applied Biosystems), kan du vélja denna fil direkt i
fonstret New Document fran listan Template. Kopior som sparats i andra mappar maste 6ppnas via Browse. Innan du startar
PCR-kérningen maste du spara den pa nytt som ett ABI PRISM SDS Document (*.sds). Darmed sakerstaller du att &ven de

data som tillkommer under loppet av PCR-kdrningen sparas.

8.6.3.6 Starta PCR-kdrningen

Starta PCR-korningen genom att valja alternativet Start fran menyposten Instrument.

9. Dataanalys

En giltig kalibrering av fargamnena (Pure Spectra Component File) och bakgrunden (Background Component File) krévs

ovillkorligen innan instrumenten tas i drift. Féljande kalibreringsfiler & nédvéandiga for en exakt berékning av resultaten:

Samtliga instrumentrelaterade stérsignaler som paverkar matningen elimineras av Sequence Detection Software fran ABI
PRISM Sequence Detection Systems med hjélp av Background Component File.

Dartill upptrader vid flerfargsanalyser stdrningar mellan emissionsspekiran av de enskilda fluorescensfargamnena.
Programvaran for ABl PRISM SDS kompenserar dessa stdrningar genom berékningar med anvandning av spektrumdatan for
de enskilda fargamnena som sparats i Pure Spectra Component File. Programvaran anvédnder samma fil for tilldelning av de
fluorescensdata som samlats i det totala matbara spektrat under PCR-forloppet till de programmerade detektorerna.
Fluorescensdatan for de enskilda fargamnena divideras sedan med vardet som erhallits for signalen for den passiva referensen
(ROX) for att ta med ror-till-rér-variationer i berékningen (fluorescensskillnader mellan flera PCR-preparat). De p& detta satt

normaliserade signalerna kan sedan utvarderas med hjalp av Amplification Plot (Amplifieringskurva).

De kalibreringsfiler som anvands vid en utvardering av en PCR-kérning sparas automatiskt nar du sparar kérningen. Om inga
kalibreringsfiler ar installerade skapar du dessa filer enligt instruktionerna i anvandarhandboken till ABI PRISM SDS.

Om du har fler &n ett artus TM PCR-system integrerat i din PCR-kérning (beakta temperaturprofilen), ska dessa analyser
analyseras separat. Prover med identisk bendmning (Sample Name) och detektortilldelning identifieras automatiskt som replikat
av programvaran for ABI PRISM 7000 och 7900HT SDS och ett genomsnittsvarde pa kvantifierad patogenbelastning berdknas.

For analysen av kvantitativa kdrningar foljer du anvisningarna som lamnas i 8.4 Kvantifiering och i Technical Note for
guantitation on the ABI PRISM 7000 SDS (Teknisk anm. for kvantifiering i ABI PRISM 7000 SDS) pa
www.giagen.com/Products/BylL abFocus/MDX.
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Om du har integrerat fler an ett herpes artus-system i PCR-kérningen, ska du analysera de olika systemen separat med

motsvarande kvantifieringsstandarder. Valj provpositionerna for analysen i enlighet med detta.
Foljande resultat &r mojliga:

1. En FAM-fluorescenssignal detekteras.
Analysresultatet dr positivt: Provet inneh&ller CMV-DNA.

| detta fall &r detektion av en VIC/JOE-fluorescenssignal (intern kontroll) ovasentlig, eftersom hdga initiala koncentrationer av.CMV-DNA
(positiv FAM- fluorescenssignal) kan leda till en reducerad eller utebliven fluorescenssignal for den interna kontrollen (konkurrens).

2. Ingen FAM-fluorescenssignal detekteras. Samtidigt visas en VIC/JOE-fluorescenssignal fran den interna kontrollen.
| provet upptécks inget CMV-DNA. Det kan betraktas som negativt.
| fallet av en negativ PCR for CMV utesluter den upptéackta signalen for den interna kontrollen mgjligheten av en inhibition av PCR.
3. Varken en FAM-fluorescenssignal eller en VIC/JOE-fluorescenssignal detekteras.
Det gér inte att komma fram till ndgon diagnos.
Information om felkéllor och deras I8sning kan du hitta i 10. . Felsokning.

Exempel pa positiva och negativa PCR-reaktioner ges i Fig. 23/24 (ABI PRISM 7000 SDS), 25/26 (ABI PRISM 7700 SDS) och
27/28 (ABI PRISM 7900HT SDS).
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Fig. 23: Detektion av kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4) genom matning av FAM-fluorescenssignalen
(ABI PRISM 7000 SDS). NTC: kontroll utan mall (negativ kontroll).
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Fig. 24: Detektion av den interna kontrollen (IC) genom matning av VIC-fluorescenssignalen (ABI PRISM 7000 SDS) med
samtidig amplifiering av kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: kontroll utan mall (negativ
kontroll).
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Fig. 25: Detektion av kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4) genom matning av FAM-fluorescenssignalen
(ABI PRISM 7700 SDS). NTC: kontroll utan mall (negativ kontroll).
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Fig. 26: Detektion av den interna kontrollen (IC) genom maétning av JOE-fluorescenssignalen (ABI PRISM 7700 SDS) med
samtidig amplifiering av kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: kontroll utan mall (negativ
kontroll).

Fig. 27: Detektion av kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4) genom métning av FAM-fluorescenssignalen
(ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: kontroll utan mall (negativ kontroll).

s
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Fig. 28: Detektion av den interna kontrollen (IC) genom métning av VIC-fluorescenssignalen (ABI PRISM 7900HT SDS) med
samtidig amplifiering av kvantifieringsstandarderna (CMV LC/RG/TM QS 1-4). NTC: kontroll utan mall (negativ
kontroll).

10. Fels6kning

Ingen FAM-fluorescenssignal fér de positiva kontrollerna (CMV LC/RG/TM QS 1-4):
* Valet av detektorfargdmne vid analysen av PCR-data motsvarar inte angivelserna i protokollet.
- For dataanalysen valjer du detektorfargdmnet FAM for analytisk CMV-PCR och detektorfargamnet VIC/JOE fér PCR av
den interna kontrollen.
¢ Instéllningen under Options (Alternativ) for de data som ska utvarderas (Extension Phase Data Extraction) stammer inte
Overens med instéllningarna for Data Collection (fér ABI PRISM 7700 SDS se 8.6.2.4 Framtagning av temperaturprofilen,
for ABI PRISM 7900HT SDS se 8.6.3.4Framtagning av temperaturprofilen).
= Analysera PCR-kdrningen med korrigerade installningar och upprepa dataanalysen (Analysis).
* Programmeringen av temperaturprofilen fér ABI PRISM Sequence Detection System var felaktig.
- Jamfor temperaturprofilen med protokollet (se 8.6 Programmering av ABI PRISM SDS).
* Felaktig sammanstéllning av PCR-reaktionen.
- Kontrollera dina arbetssteg med anvandning av pipetteringsschemat (se 8.5 Beredning av PCR) och upprepa PCR vid
behov.
* Forvaringsvillkoren for en eller flera kitkomponenter éverensstamde inte med anvisningarna som gavs i 2. . 6rvaring  eller
artus CMV TM PCR-kitet hade passerat utgangsdatum.
- Kontrollera reagensernas forvaringsvillkor och utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvand ett nytt kit vid behov.

Svag eller utebliven signal for den interna kontrollen for ett negativt plasmaprov som har genomgatt rening (QIlAamp
DSP-viruskit) (VIC/JOE-fluorescenssignal, avvikelse stérre &n Ct = 27 + 3; gransvarde ABI PRISM 7000: 0,1, ABI PRISM
7700 och 7900HT SDS: 0,2) vid samtidig franvaro av en FAM-fluorescenssignal for specifik CMV-PCR:
¢ Villkoren for PCR stammer inte 6verens med protokollet.
- Kontrollera villkoren for PCR (se ovan) och upprepa reaktionen med korrekt instéllningar vid behov.
¢ PCRinhiberades.
- Sakerstéll att du anvander den rekommenderade isoleringsmetoden (se 8.2DNA-isolering) och noggrant foljer
tillverkarens anvisningar.
- Sakerstall att det rekommenderade extra centrifugeringssteget under DNA-isolering har utforts innan eluering sker for
att avlagsna eventuella etanolrester (se 8.2 DNA-isolering).
* DNA forlorades under extrahering.
= Om den interna kontrollen hade tillsatts i extraktionen kan en franvarande signal fér den interna kontrollen tyda pa att
DNA gétt forlorad under extraktionen. Sakerstall att du anvander en rekommenderad isoleringsmetod (se 8.2 DNA-
isolering) och noggrant foljer tillverkarens anvisningar.
* Forvaringsvillkoren for en eller flera kitkomponenter éverensstdmde inte med anvisningarna som gavs i 2. . 6rvaringeller
artus CMV TM PCR-kitet hade passerat utgangsdatum.
S
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- Kontrollera reagensernas forvaringsvillkor och utgédngsdatum (se kitetiketten) och anvand ett nytt kit vid behov.

De negativa kontrollerna har en FAM-fluorescenssignal i analytisk PCR:
* En kontamination foreligger under PCR-forberedelserna.
= Upprepa PCR med oanvanda reagenser i replikat.
- Stang om mojligt PCR-réren direkt nar du har tillsatt det prov som ska testas.
- Pipettera alltid de positiva kontrollerna sist.
- Kontrollera med jamna mellanrum att arbetsytan och instrumenten ar dekontaminerade.
¢ En kontamination intréffade under extraktion.
- Upprepa extraktionen och PCR-analysen for det prov som ska testas med nya reagenser.

= Kontrollera med jamna mellanrum att arbetsytan och instrumenten &r dekontaminerade.

Om du har fler fragor eller om du stéter pa problem kontaktar du var tekniska service.

11. Specifikationer

11.1 Analytisk sensitivitet

Den analytiska detektionsgransen saval som den analytiska detektionsgransen med héansyn till reningen (sensitivitetsgranser)
bedémdes for artus CMV TM PCR-kitet. Den analytiska detektionsgransen, med hansyn till reningen, bestdmdes med hjélp av
CMV-positiva kliniska prover i kombination med en sérskild extraktionsmetod. Daremot bestams den analytiska
detektionsgransen utan kliniska prover och oberoende av den valda extraktionsmetoden, med anvéndning av CMV-DNA med

kand koncentration.

For att bestdmma den analytiska sensitiviteten for artus CMV TM PCR-kitet, bereddes en spadningsserie av genomiskt CMV-
DNA fran 10 till nominellt 0,00316 CMV-kopior/ul och analyserades i ABI PRISM 7000, 7700, och 7900HT Sequence Detection
Systems i kombination med artus CMV TM PCR-kitet. Undersdkningarna genomfordes for varje instrument under tre olika

dagar pa atta replikat. Resultaten har tagits fram med hjalp av en probitanalys.

Detektionsgréns (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,20 kopior/pl
ABI PRISM 7700 SDS 0,20 kopior/pl
ABI PRISM 7900HT SDS 0,17 kopior/pl

Detta innebar att det finns 95 % sannolikhet for att 0,20 kopior/pl (ABI PRISM 7000 SDS), 0,20 kopior/pl (ABI PRISM 7700
SDS) och 0,17 kopior/ul (ABI PRISM 7900HT SDS) kommer att detekteras.

Den analytiska sensitiviteten med hansyn till reningen (QlAamp DSP Virus Kit) av artus CMV TM PCR-kitet faststalldes
med hjalp av spadningsserier av. CMV-virusmaterial frdn 1000 till nominellt 0,316 CMV-kopior/ml spetsade i Kliniska
plasmaprover. Dessa genomgick en DNA-extraktion med QlAamp DPS-viruskitet (extraktionsvolym: 0,5 ml, elueringsvolym:
70 ul). Var och en av de atta spadningarna analyserades med hjalp av ABI PRISM 7000, 7700, och 7900HT SDS med
artus CMV TM PCR-kitet pa tre olika dagar och med atta replikat. Resultaten faststalldes genom en probitanalys och visas i

féljande tabell:

Detektionsgrans (p = 0,05) med hénsyn till reningen

ABI PRISM 7000 SDS 64,2 kopior/ml
ABI PRISM 7700 SDS 100,5 kopior/ml
ABI PRISM 7900HT SDS 53,5 kopior/ml

En grafisk illustration visas i Fig. 29 for ABI PRISM 7000 SDS). Den analytiska detektionsgréansen med hansyn till reningen av
artus CMV TM PCR-kitet ar 64,2 kopior/ml (p = 0,05). Detta innebar att det finns en 95-procentig sannolikhet att 64,2 kopior/ml

kommer att detekteras.

Probitanalys: Cytomegalovirus (ABI PRISM 7000 SDS)

S
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Fig. 29: Analytisk sensitivitet med hansyn till reningen (QlIAamp DSP-viruskit) av artus CMV TM PCR-kitet (ABI PRISM 7000

SDS).

11.2 Specificitet

Specificiteten for artus CMV TM PCR-kitet garanteras i forsta hand genom val av primrar och prober samt val av strikta
reaktionsforhallanden. Primrarna och proberna kontrollerades betraffande eventuella homologier i alla sekvenser som

publicerats i genbanker genom sekvensjamférande analys. Darmed sékerstélls att alla relevanta stammar kan detekteras.

Dessutom utvarderades specificiteten med hundra olika negativa plasmaprover av CMV. Dessa alstrade inga signaler med de

CMV-specifika primrar och prober som ingar i CMV TM Master.

For att bestamma specificiteten for artus CMV TM PCR-kitet har kontrollgruppen som listats i féljande tabell (se Tabell 1) testats

for korsreaktivitet. Ingen av de testade patogenerna har varit reaktiv. Inga korsreaktiviteter visade sig med blandade infektioner.

Tabell 1: Testning av kitets specificitet med potentiellt korsreaktiva patogener.

Kontrollgrupp ((F:Xl\\/ll) Interr(1vl|<g)ntroll
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 6A - +
Humant herpesvirus 6B - +
Humant herpesvirus 7 - +
Humant herpesvirus 8 (Kaposis sarkom- _ +
associerat herpesvirus)

Hepatit A-virus - +
Hepatit B-virus - +
Hepatit C-virus - +
Humant immunbristvirus 1 - +
Humant T-cell-leukemivirus 1 - +
Humant T-cell-leukemivirus 2 - +
West Nile-virus - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +

11.3 Precision

Precisionsuppgifter for artus CMV TM PCR-kitet har samlats in med anvandning av ABlI PRISM 7000 SDS och mgjliggor
bestamning av analysens totala varians. Den totala variansen bestar av intraanalysvariabilitet (variabilitet for flera provresultat
med samma koncentration inom ett experiment), interanalysvariabilitet (variabilitet for flera analysresultat som genererats pa

olika instrument av samma typ av olika operatdrer inom ett laboratorium) och interbatchvariabilitet (variabilitet for flera
S
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analysresultat med anvandning av olika batcher). De uppgifter som erhdlls anvandes for att faststélla standardavvikelsen,

variansen, variationskoefficienten for det specifika patogenet och den interna kontrollen fér PCR.

Precisionsdata for artus CMV TM PCR-kitet har samlats in med hjélp av kvantifieringsstandarden for den lagsta koncentrationen
(QS 4; 10 kopior/ul). Testning utfordes med atta replikat. Precisionsdata berdknades med utgangspunkt fran Ct-vardena i
amplifieringskurvorna (Ct: gransvardescykel, se Tabell 2). Dessutom faststélldes precisionsdata fér kvantitativa resultat i
kopior/ul med anvandning av motsvarande Ct-varden (se Tabell 3). Baserat pa dessa resultat 4r den totala statistiska
spridningen for ett givet prov med namnd koncentration 1,06 % (Ct) eller 12,93 % (konc.), for detektionen av den interna

kontrollen 1,14 % (Ct). Dessa varden baseras pa slutsumman for alla enskilda varden av de faststallda variabiliteterna.

Tabell 2: Precisionsuppgifter baserade pa Ct-varden.

g Standardavvikelse Varia Var|at|0n[sD/I:]oeff|C|ent

Intraanalysvariabilitet:
CMV LC/RG/TM QS 4 0.10 0.01 033
Intraanalysvariabilitet: 012 001 0,50
Intern kontroll
Interanalysvariabilitet:
0,21 0,04 0,67
CMV LC/RG/TM QS 4
Interanal iabilitet:
teranalysvariabilitet 0,30 0,09 123
Intern kontroll
Interbatchvariabilitet:
2 1 1,01
CMV LC/RG/TM QS 4 03 0.10 0
Inter hvariabilitet:
terbatchvariabilitet 0,26 0,07 1,05
Intern kontroll
Total varians:
CMV LC/RG/TM QS 4 0.33 0.11 1.06
Total varians: 0.28 008 114
Intern kontroll

Tabell 3: Precisionsdata baserade pé kvantitativa resultat (i kopior/l).

Standardavvikelse Varians Val'iation[so/ko]oefficient
S o 072 052 7,20
S o 1.25 167 1245
g/tle\llI \li?:r/lgr;m Qs 4 1,30 1,70 12,93

11.4 Robusthet

Med hjalp av verifieringen av robustheten gar det att faststélla den totala felfrekvensen for artus CMV TM PCR-kitet. 100 CMV-
negativa plasmaprover fick en tillsats av CMV-DNA vid en slutlig koncentration p& 170 kopior/ml (ungefar tre ganger sa stor
koncentration som den analytiska sensitivitetsgransen). Efter extraktion med anvandning av QlAamp DSP-viruskitet (se
8.2DNA-isolering) analyserades dessa prover med artus CMV TM PCR-kitet. Felfrekvensen var 0 % for alla CMV-proven. Den
interna kontrollens robusthet provades dessutom genom rening och analys av 100 CMV-negativa plasmaprover. Robustheten
for artus CMV TM PCR-kitet &r sdledes >99 %.

11.5 Reproducerbarhet

Med hjalp av reproducerbarhetsdata ar det mdjligt att regelbundet utvardera artus CMV TM PCR-kitet och att gbra en

effektivitetsjamforelse med andra produkter. Dessa uppgifter erhalls vid deltagande i etablerade kunskapsprogram.
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11.6 Diagnostisk utvardering

artus CMV TM PCR-kitet utvarderades i en studie. Genom jamforelse av artus CMV TM PCR-kitet med COBAS® AMPLICOR®
CMV MONITOR® Test 154 analyserades kliniska EDTA-plasmaprover retrospektivt och prospektivt. Alla prover hade
analyserats i férvag som positiva eller negativa med COBAS AMPLICOR CMV MONITOR for rutinméssig diagnostik.

Proverna for testning av artus CMV TM PCR-kitet isolerades genom tillsats av den interna kontrollen fér artus CMV TM PCR-
kitet med hjalp av QlAamp DSP Virus Kit och analyserades sedan med ABIPRISM 7000 SDS. Proverna foér COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR Test isolerades och analyserades i enlighet med tillverkarens anvisningar som fanns i

bipacksedeln.

Samtliga 11 prover som testades positva med COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test var &aven positiva med
artus CMV TM PCR-kitet. Samtliga 125 prover som testades negativa med COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test var aven
negativa med artus CMV TM PCR-kitet. 18 diskrepanta resultat erhdlls. Resultaten visas i Tabell 4.

Tabell 4: Resultat frdn den jamférande valideringsstudien.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Totalsumma

artus CMV T™M + 1 18 29

PCR-kit - 0 125 125

Om resultaten av COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test anvands som referens, ar den diagnostiska sensitiviteten for
samtliga prover for artus CMV TM PCR-kitet 100 %, och den diagnostiska specificiteten ar 87,4 %.

Ytterligare tester av de 18 diskrepanta proverna bekraftade resultaten for artus PCR-kiten. Man kan darfoér utgd fran att
diskrepansen beror pa hogre sensitivitet hos artus CMV TM PCR-kitet.

12. Begransningar for produktanvandning

* Allareagenser kan anvandas uteslutande i in vitro-diagnostik.

* Produkten ska endast anvandas av personal som har fatt specialinstruktioner och som har utbildats i in vitro-
diagnostiska forfaranden.

* Anvandarhandboken maste foljas strikt for att uppna optimala resultat for PCR.

e Var noga med att uppméarksamma de utgdngsdatum som &r angivna pa asken och pa etiketterna for alla komponenter.
Anvéand inte utgdngna komponenter.

e Aven om det i sallsynta fall kan uppkomma mutationer inom virusgenomets i hog grad bevarade omraden, vilka tacks
av satsens primrar och/eller prob, kan dessa kvantifieras i underkant eller kan befintligheten av virus i dessa fall missas

att upptéckas. Darfor granskas analysens giltighet och prestanda med jamna mellanrum.

13. Sadkerhetsinformation

Anvand alltid lamplig laboratorierock, engangshandskar och skyddsglaségon vid hantering av kemikalier. Mer information finns i

lampligt sakerhetsdatablad (SDS). Dessa ér tillgangliga online i praktiskt och kompakt PDF-format pd www.giagen.com/safety

dar du kan hitta, granska och skriva ut datablad for alla kit och kitkomponenter frAn QIAGEN®.
Kassera prov- och analysavfall enligt lokala sékerhetsregler.

14. Kvalitetskontroll

I enlighet med QIAGEN:s totala kvalitetshanteringssystem testas varje lot av artus CMV TM PCR-kitet mot forutbestamda

specifikationer for att garantera enhetlig produktkvalitet.

15. Litteraturh&nvisningar

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect. 2004; 10 (3): 190-212.
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16. Symbolférklaring

g Utgangsdatum

LOT
Lotnummer
u Tillverkare
REF
Katalognummer

A Materialnummer

Handbok

Medicinteknisk produkt for in vitro-diagnostik
COMP Komponenter
Innehaller

Antal

GTIN GTIN-artikelnummer (Global Trade Iltem Number)

; <N> Innehallet racker for <N> tester

/ﬂ/- Temperaturbegransning
[Iﬂ Se bruksanvisningen
Qs Kvantifieringsstandard

lc Intern kontroll

Mg-SoI Magnesiumlésning
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artus CMV TM PCR-kit

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

| och med ink&pet av denna produkt kan personen anvénda den fér diagnostiska fiénster fér human in vitro-diagnostik. Inget allmént patent eller annan licens av négot
slag férutom denna specifika anvéndarrétt i och med inkdpet beviljas hérigenom.

Uppdaterad licensinformation och produkispecifika friskrivningsklausuler: se respektive QIAGEN-kithandbok eller anvéndarhandbok. QIAGEN-kithandbécker och
anvéndarhandbécker finns att tillgé p& www.giagen.com eller kan bestéllas frén QIAGEN teknisk support eller frén lokal &terférsdljare.

Begrénsat licensavtal

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

1.

artus CMV TM PCR-kitet f&r endast anvéndas i enlighet med handboken till artus CMV TM PCR-kitet och med de komponenter som ingér i kitet. QIAGEN beviljar inget
tillsténd enligt ndgot av dess immaterialrétt att anvéinda eller inkorporera de ingdende komponenterna i detta kit med ndgon komponent som inte ingér i detta kit
férutom enligt beskrivning i handboken il artus CMV TM 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 krénker oberoende tredje parts réttigheter.

Detta kit och dess komponenter é&r licensierade fér engé&ngsbruk och fér inte &teranvéndas, renoveras eller séljas vidare.

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