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artus CMV LC PCR-kit

For anvandning med LightCycler 1.1/1.2/1.5- eller LightCycler 2.0-instrument
for kvantitativ detektion av CMV-DNA ur EDTA-plasma.

o
1. Innehall
Markning Art.nr 4503063 Art.nr 4503065
och innehall 24 reaktioner 96 reaktioner
CMV LC Master 2 x 12 reaktioner 8 x 12 reaktioner
CMV Mg&#x1E;Sol” 1 x 600 pl 1 x 600 pl
CMV QS 17
1 x 10" kopior/pl 1x200 pl 1 x 200 pl
CMV QS 2°
1x10° kopior/pl 1x200 pl 1 x200 pl
CMV QS 3°
1 x 102 kopiot/y 1x200 pl 1 x200 pl
CMV QS 4°
1x 10t kopior/y 1x200 pl 1 x200 pl
CMvV LC IC® 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
Vatten (PCR-kvalitet) 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl

Qs = Kvantifieringsstandard
IC = Intern kontroll
Mg-Sol = Magnesiumldésning

2. Forvaring

Komponenterna i artus CMV LC PCR-kitet maste forvaras vid —15 °C till
—30 °C och é&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 anvandas periodvis ska de frysas

ned i alikvoter. Forvaring vid +4 °C ska inte 6verskrida fem timmar.
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3. Ytterligare material och enheter som behévs

¢ Puderfria engdngshandskar

* DNA-isoleringskit (se 8.2 DNA-isolering)

* Pipetter (justerbara)

¢ Sterila pipettspetsar med filter

* Vortexblandare

* Bankcentrifug med rotor fér 2 ml-reaktionsror

e Color Compensation Set (fargkompensationsset) (Roche
Diagnostics, kat. nr 2 158 850) for installationen av en Crosstalk
Color Compensation-fil fér LightCycler 1.1/1.2/1.5- eller LightCycler
2.0-instrumentet

e LightCycler Multicolor Demo Set (kat. nr 03 624 854 001) for
installationen av en Crosstalk Color Compensation-fil for LightCycler
2.0-instrumentet

¢ LightCycler-kapillarer (20 pl)

e LightCycler-kylblock

e LightCycler 1.1/1.2/1.5- (programvaruversion 3.5) eller LightCycler
2.0 (programvaruversion 4.0)-instrument

¢ LightCycler forslutningsverktyg

4. Allmanna forsiktighetsatgarder

Anvandaren ska alltid vara uppmarksam om féljande:

* Anvand sterila pipettspetsar med filter.

* Positivt material (prover, kontroller, amplikon) ska forvaras, isoleras
och tillsattas till reaktionen i utrymme som ar skilt fran Ovriga
reagenser.

¢ Tina alla komponenter fullstdndigt i rumstemperatur innan testet
paborjas.

* Blanda komponenterna val och centrifugera en kort stund.

*  Arbeta snabbt pé is eller i LightCycler-kylblocket.
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5. Information om patogen

Humant cytomegalovirus (CMV) patraffas hos infekterade personer i blod,
vavnader och i s& 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, foljt av
ett livslangt fortbestand av viruset i kroppen. Om symptom upptrader, vare sig
hos tonaringar eller vuxna, liknar de dem som férekommer i mononukleos
med feber, svag hepatit och allmant latt sjukdomstillstand. 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&#x1E;PCR detekteras den amplifierade produkten via fluorescerande
fargdmnen. Dessa ar vanligtvis kopplade till s6kfragment av oligonukleotider,
vilka binder specifikt till den amplifierade produkten. Genom 6vervakning av
fluorescensintensiteterna under PCR-kdrningen (det vill sdga i real&#x1E;tid)
kan man upptacka och kvantifiera den ackumulerande produkten utan att
behdva 6ppnad#x1E; reaktionsréren pa nytt efter PCR-korningen (Mackay,
2004).

7. Produktbeskrivning

artus CMV LC PCR-kitetbestar av ett bruks&#x1E;&#x1E;fardigt system for
detektionen av CMV-DNA med anvandning av polymeraskedjereaktion (PCR)
i LightCycler-instrumentet. CMV LC Master innehaller reagenser och enzymer
for den specifika amplifieringen av en 105 bp-region av CMV-genomet, och for
direkt detektion av den specifika amplikonen med LightCycler 1.1/1.2/1.5- eller
LightCycler 2.0-instrumentet. Dessutom innehaller artus CMV LC PCR-kitet
ett andra heterologt amplifieringssystem for detektion av en eventuell PCR-
inhibering.
|
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PCR-produkt ‘ Val av fluorescenskanalerna

‘ LightCycler 1.1/1.2/1.5-

instrument LightCycler 2.0-instrument
CMV F1 530
CMV LCIC F3/Back-F1 705/Back 530

Amplifieringen och detektionen av denna interna kontroll (IC) minskar inte
detektionsgransen for analytisk CMV-PCR (se 11.1 Analytisk sensitivitet).
Externa positiva kontroller (CMV QS 1-4)medféljer, med vars hjalp en
bestamning av patogenbelastningen kan utféras. Det finns mer information i
avsnitt 8.4 Kvantifiering.

Obs!  Temperaturprofilen fér detektionen av cytomegalovirus med
anvandning av artus CMV LC PCR-kitet motsvarar profilerna for
artus EBV LC PCR-kitet, artus HSV-1/2 LC PCR-kitet, och
artus VZV LC PCR-kitet. Darfor kan PCR-analyserna av dessa artus-
system utféras och analyseras under en enda korning. Observera
rekommendationerna om PCR-analys som lamnas i kapitel 8.4 Kvantifiering

och 9. Dataanalys.

8. Protokoll

8.1 Preanalys: Insamling, forvaring och transport av prov

Obs! Alla prover ska behandlas som potentiellt smittfarliga.

Obs! Aktuella studier visar att EDTA- eller citratplasma ar bast lampade som
provmaterial for pavisandet av CMV. Darfér rekommenderar vi att dessa
material anvands med artus CMV LC PCR-kitet.

Valideringen av artus CMV LC PCR-kitet genomférdes med human EDTA-
plasma. Andra provmaterial &r inte validerade. Anvand endast de
rekommenderade nukleinsyraisoleringskiten (se 8.2 DNA-isolering) for
provforberedelsen.

Anvéandning av vissa provmaterial samt sarskilda foreskrifter for provtagning,
forvaring och transport maste foljas.
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8.1.1 Provtagning

Varje blodprovstagning medfor en skada pa blodkarl (artarer, vener,
kapillarer). Endast s&kra och sterila material far anvandas. For
blodprovstagningen  finns  lampligt engdngsmaterial tillgangligt.  For
provtagningen i en ven ska inte alltfér tunna kapillarndlar anvandas. Venos
blodprovstagning ska tas pa lampligt stélle i armvecket, underarmen eller pa
handryggen. Blodet ska tas med standardprovrér (rétt lock, Sarstedt eller
likvardiga provror fran andra tillverkare). 5-10 ml EDTA-blod ska tas. Ror ska

blandas ovanfor huvudet direkt efter blodinsamling (tta ganger, rér inte om).

Obs! Prover fran hepariniserade patienter far inte anvandas (se

8.1.4 Storsubstanser).

8.1.2 Lagring av prover

Helblodet ska delas in i plasma och cellulara bestdndsdelar 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

paverkas av upprepad frysning eller vid l1ang lagringstid.

8.1.3 Provtransport

Provmaterial ska rutinmassigt transporteras i en splitterfri transportbehallare.
P& s& sétt undviker du att en infektion uppstar pad grund av lackande prov.
Proverna ska sandas i enlighet med géllande lokala och statliga féreskrifter for

transport av potentiellt smittsamma amnen.”

Transporttiden far ej Gverskrida sex timmar. Lagring pa upphamtningsorten
rekommenderas inte. Transport per post ar mdjlig, férordningarna om
transport av potentiellt smittsamma &mnen ska dock beaktas. Vi
rekommenderar provtransport via bud. Blodproven maste transporteras
kylforvarade (+2 °C till +8 °C), och den separerade plasman djupfryst (—
20 °C).

" International Air Transport Association. Dangerous Goods Regulations (foreskrifter for
farligt gods), 41:a utgdvan, 2000.704.
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8.1.4 Stdrsubstanser

Forhoéjda varden av bilirubin (< 4,5 mg/dl), lipider (<1100 mg/dl) och
hemolytiska prover leder inte till ndgon paverkan av CMV-analyssystemet.
Heparin paverkar PCR. Prov som tagits i provror som innehéller 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:

. . . . . Katalog- ) .
Provmaterial Nukleinsyraisoleringskit Antal Tillverkare Barar-RNA
EDTA- QIAamp® DSP- .
plasma viruskit (50) 60704 QIAGEN medféljer

EDTA- EZ1° DSP- .
plasma viruskit (48)* 62724 QIAGEN medféljer

*For anvandning i kombination med EZ1 Advanced (kat. nr 9001411) och EZ1
Advanced DSP Virus Card (kat. nr 9018306) eller BioRobot® EZ1 DSP (kat. nr
9001360) och EZ1 DSP Virus Card (kat. nr 9017707). EZ1 DSP-viruskit & &ven
tillgangligt som CE-IVD-méarkt EASYartus® CMV LC PCR-kit, i kombination med
artus CMV LC PCR-kitet (kat. nr EA10303 och EA10304).

* Anvandningen av barar-RNA &r nodvandig for extraktionseffektiviteten
och foljaktligen for DNA/RNA-utbytet. For att uppna en forbattrad stabilitet
hos barar-RNA, vilket tillhandahdlls tillsammans med QlAamp DSP-
viruskit och EZ1 DSP-viruskit, foljer du anvisningarna for hantering och
forvaring av béarar-RNA i handboken till QlAamp DSP Virus Kit eller
handboken till EZ1 DSP Virus Kit.

Viktigt: Den interna kontrollen for artus CMV LC PCR-kitet kan anvéandas

direkt i isoleringsforfarandet. Se till att ta med ett negativt plasmaprov i

isoleringsforfarandet. Den motsvarande signalen for den interna kontrollen

utgor grunden for utvarderingen av isoleringen (se 8.3 Intern kontroll).

8.3 Intern kontroll
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En intern kontroll (CMV LC IC) medfdljer. Detta gor att anvandaren bade kan
kontrollera DNA-isoleringsforfarandet och kontrollera om det finns en
mojlig inhibering av PCR (se Fig. 1). Fér denna anvandning tillsatter man
den interna kontrollen till isolatet i férhallandet 0,1 pl per 1 pl elueringsvolym.
Vid anvandning av QlAamp DSP-viruskitet elueras DNA t.ex. i 60 ul AVE-
buffert. Darfor ska 6 pl intern kontroll tillséttas. Nar EZ1 DSP-viruskitet
anvands, maste den interna kontrollen tillsattas enligt anvisningarna i
handboken till EZ1 DSP Virus Kit. Mangden av intern kontroll som anvénds
beror endast pa elueringsvolymen. Den interna kontrollen och barar-RNA (se
8.2 DNA-isolering) ska tillsattas strikt enligt anvisningarna i handboken till
QlAamp DSP Virus Kit eller handboken till EZ1 DSP Virus Kit.

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 (férvaring 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 méaste Ct-vardet for den
interna kontrollen for ett negativt plasmaprov som har behandlats med rening
uppn& Ct-vardet som anges i tabell 1. Spridningen beror p& variansen hos
instrumentet och reningen. En storre avvikelse tyder pa problem med
reningen. Séledes maste 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.

Tabell 1: Godként intervall for Ct-vardet fér den interna kontrollen for ett negativt

plasmaprov.
Reningskit Instrument Fluor?;enska Analysmetod Ct-varde
QlAamp DSP LightCycler : Andraderivatan
Virus Kit 1112715 | Fo/BackFl maxvarde 143
QIAamp DSP LightCycler
Virus Kit 2.0 705/Back 530 Auto 14+3
EZ1 DSP Virus LightCycler F3/Back-F1 Andraderivatan 15+3
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Kit 1.1/1.2/1.5 maxvarde

EZ1 DSP Virus LightCycler

Kit 20 705/Back 530 Auto 15+3

Alternativt kan den interna kontrollen anvandas enbart for att kontrollera om
det finns en eventuell PCR-inhibering (se Fig. 2). | sa fall tillsatter du 1 pl av
den interna kontrollen och 2,5 yl CMV Mg&#x1E;Sol per reaktion direkt till
12,5yl CMV LC Master. For varje PCR-reaktion anvander du 15pl av
Masterblandningen franstalld s& som beskrivs ovan” och tillsétter 10 pl av det
renade provet. Om du férbereder en PCR-kérning for flera prover ska du ka
volymen av CMV LC Master, CMV Mg&#x1E;Sol och den interna kontrollen i

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

artus EBV LC PCR-kiten och artus CMV LC PCR-kiten innehéller en identisk
intern kontroll (IC). Aven artus HSV-1/2 LC PCR-kiten och artus VZV LC PCR-

kiten innehaller en identisk intern kontroll.

8.4 Kuvantifiering

De medféljande kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) behandlas pa
samma satt som redan isolerade prover och anvands i samma volym (10 pl).
For att du ska kunna generera en standardkurva i LightCycler-instrumentet,

maste alla fyra kvantifieringsstandarderna anvandas pa féljande satt:
LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrument

Definiera CMV QS 1-4 p& skarmen Sample Loading (Provladdning) som
standarder med de specificerade koncentrationerna (se anvandarhandboken
till LightCycler, version 3.5, kapitel B, 2.4. Sample Data Entry [inmatning av
provdatal).

LightCycler 2.0-instrument

For att definiera standarderna aktiverar du funktionen Analysis Type

(Analystyp) i menyn i fonstret Samples (Prover) och valjer Absolute

" Volymokningen orsakad av tillsats av intern kontroll &r férsumbar vid beredning av
PCR-analysen. Detektionssystemets sensitivitet forsamras inte.
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Quantification (Absolut kvantifiering). Nu kan du definiera CMV QS 1-4 som
standarder och ange de motsvarande koncentrationerna for varje standard (se
anvandarhandboken till LightCycler, version 4.0, kapitel B, 2.2 Entering
Sample Information [inmatning av provinformation]). Kontrollera att funktionen
Enable Controls (Aktivera kontroller) inte ar aktiverad. Annars ar urvalet av
analysalternativ for dataanalysen begransat (se 9.2 Dataanalys av PCR-data

pa LightCycler 2.0-instrumentet).

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

Obs! For att sékerstélla en noggrann kvantifiering rekommenderas starkt att
masterblandningen som anvands for kvantifieringsstandarderna far en tillsats
av relevant mangd intern kontroll. 1 s& fall tillsatter du for varje
kvantifieringsstandard (CMV QS 1-CMV QS 4) 1 pl av den interna kontrollen
och 2,5 pl CMV Mg&#x1E;Sol direkt till 12,5 ul CMV LC 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.

Kvantifieringsstandarderna definieras som kopior/ul. Féljande ekvation maste
anvandas for att omvandla de faststdllda vardena med hjalp av

standardkurvan till kopior/ml provmaterial:

Resultat (kopior/ul) x elueringsvolym (ul)

Resultat (kopior/ml) =
Provvolym (ml)

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

6kning av volymen genom pafylining till den volym som kréavs for isoleringen).
Viktigt: Det finns en riktlinje for den kvantitativa analysen av artus-system i

LightCycler 1.1/1.2/1.5- eller LightCycler 2.0-instrument pa
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www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX  (Technical Note for

quantitation on the LightCycler1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0Instrument).

8.5 Beredning av PCR

Se till att bade kylblocket och Kkapillaradaptrarna (tillbehor till
LightCycler&#x1E;instrumentet) ar kylda till +4 °C. Placera o¢nskat antal
LightCycler-kapillarer i adaptrarna i kylblocket. Séakerstall att minst en
kvantifieringsstandard saval som en negativ kontroll (vatten, PCR-kvalitet)
ingdr i varje PCR-kérning. For att skapa en standardkurva anvander du alla de
levererade kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) for varje PCR-korning.
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 anvdnda den interna kontrollen for att overvaka DNA-
isoleringsproceduren och for att kontrollera eventuell PCR-inhibition, s&
har den redan tillsatts till isoleringen (se 8.3 Intern kontroll). | detta fall bér du
anvanda foljande pipetteringsschema (for en schematisk éversikt, se Fig. 1):
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Antal prover ‘ 1 ‘ 12

CMV LC Master 12,5 pl 150 pl
1.Beredning av | cMV Mg&#x1E;Sol 25u 30l
Masterblandning | cmv LC IC oul opl
Total volym 15 pl 180 pl
. 15 plav
Masterblandning 154 vardera
2. Beredning av
Prov 0p 10l av
PCR-analys vardera
25 pl av
Total volym 25l vardera

Om du vill anvédnda den interna kontrollen enbart for att kontrollera
eventuell PCR-inhibering, maste den tillsattas direkt till CMV LC Master.
Anvand i sa fall foljande pipetteringsschema (se aven den schematiska
Oversikten i Fig. 2):

Antal prover 1 12
CMV LC Master 12,5 ul 150 pl
1.Beredning av | cMv Mg&#x1E;Sol 254l 30l
Masterblandning | cmv LC IC 1pl 12 ul
Total volym 16 pl” 192 pl
. 15 pl av
Masterblandning 15l vardera
2. Beredning av 10 pl av
PCR-analys FISHERN Qs et vardera
25 pl av
Total volym 25l vardera

Pipettera 15 pl av Masterblandningen i plastbehallaren i varje kapillar. Tillsatt
sedan 10 pl av eluerad prov-DNA. P& motsvarande séatt maste 10 pl av minst
en av kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) anvandas som en positiv
kontroll och 10 pl vatten (vatten, PCR-kvalitet) som en negativ kontroll. Tillslut

kapillarerna. For att skapa standardkurvan rekommenderas starkt att

Volymokningen orsakad av tillsats av intern kontroll ar forsumbar vid beredning av
PCR-analysen. Detektionssystemets sensitivitet forsamras inte.
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masterblandningen som anvands for kvantifieringsstandarderna far en tillsats
av relevant méangd intern kontroll (se 8.4 Kvantifiering). For att overféra
blandningen fran plastbehallaren till kapillaren centrifugerar du adaptrarna
som innehaller kapillarerna i en bordscentrifug i tio sekunder vid higst 400 x g
(2 000 rpm).

I —
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Tillsats av den interna kontrollen till reningsproceduren

-
Y

N

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

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

v ¥/

\
-
-

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

*Se till att Iosningarna ar helt tinade, val blandade och
kortvarigt centrifugerade.
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8.6 Programmering av LightCycler-instrument

8.6.1 Programmering av LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrumentet

For detektionen av CMV-DNA skapar du en temperaturprofil i
LightCycler1.1/1.2/1.5-instrumentet enligt foljande fem steg (se Fig. 3-7).

A. Initial aktivering av Hot Start-enzymet Fig. 3
B.  Touch Down-steg Fig. 4
C. DNA-amplifiering Fig. 5
D. Smaltkurva (valfritt) Fig. 6
E.  Avkylning Fig. 7

Var sarskilt uppmarksam pa instéllningarna for Analysis Mode (Analyslage),
Cycle Program Data (Cykelprogramdata) och Temperature Targets
(Temperaturmal). | bilderna &ar dessa instéllningar inramade i svart fet stil. Det
finns mer information om programmering av LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrument
i anvandarhandboken till LightCycler. Steg D. (Melting Curve [smaltkurva)) i
PCR-programmet &r valfritt och krévs endast for differentieringen av HSV1
och HSV2 vid anvéandning av artus HSV-1/2 LC PCR-kitet.

1 Cycle Program Datal Mr_ 2
— —— Quantification .
QE'EEH_”!I Melting Curves

Temperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
’7 I'Step Size ('C)

Step Delay (cycles)
l—Acquisition Mode

@[ Eow Janko Bo B foe @
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Fig. 3: Initial aktivering av Hot Start-enzymet.

1 Cycle Program Data N e RIaaE 2
= o Quantification e
M—H}Jﬂ Melting Curves

emperature Targets
Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec]
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
,—Aoquis'rﬁon Mode

E[NONE |- (OB

Fig. 4: Touch Down-steg.

[pe=Frogrambeta Analysi
1 o N Quantification e 2
Q@]_ml! Melting Curves

emperature largets
Target Temperature
2 Inwbgﬁon 'I'lm(e'%rs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
l— |—Acquisiﬁon Mode

(QEENss |55 |seooo[fio (500 (50 |s NONE |5 QS
~ CAFEEEFET) [N FIE [ .

fooo[§l0 (500 |50 |5/ noNE |5 @

Fig. 5: DNA-amplifiering.
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Cycle Program Data|

1 cyetes 1

‘Temperature largets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|— I—Acquisition Mode

Fig. 6: Smaltkurva (endast tillamplig
om artus HSV-1/2 LC PCR-kitet kors parallellt).

Cycle Program Data

1 oy 1

Temperature Targets
Target Temperature ("
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)

Secondary Target Temperature ('C)
(Slep Size (‘'C)

Quantification
Melting Curves

Step Delay (cycles)
|—Aoquisition Mode

g
o

Fig. 7: Avkylning.
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8.6.2 Programmering av LightCycler 2.0-instrumentet

For att programmera en PCR-kérning med LightCycler 2.0-instrumentet
aktiverar du alternativet New (Ny) i huvudmenyn och valjer LightCycler
Experiment (LightCycler-experiment).

Darefter skapar du, for detektionen av CMV-DNA, en temperaturprofil i
LightCycler 2.0-instrumentet enligt féljande fem steg (se Fig. 8-12).

A. Initial aktivering av Hot Start-enzymet Fig. 8

B. Touch Down-steg Fig. 9
C. DNA-amplifiering Fig. 10
D. Smaltkurva (valfritt) Fig. 11
E.  Avkylning Fig. 12

Steg D i PCR-programmet &r valfritt och kravs endast for differentieringen av
HSV1 och HSV2 vid anvandning av artus HSV&#x1E;1/2 LC PCR-kitet.

Kontrollera att du forst anger antalet kapillarer som ar férberedda for den héar

PCR-kérningen (Max. Seek Pos. [max. sbkposition], se Fig. 8).

Start Run|=nd Proaran] 10 Cycled Calor mp‘w” ~] Options |
Programs | Online Data Display' Run Nolesl
Setup [ Programs
Default Channel|530 || 4 | Program Name | Cycles Analysis Mode L 2
SeekTempera30 =1 | 4 J[?/nitial Activation of the Hot Start Enzyme |1 2 {None
1 wll Max Seek Pos. 12 3 J
Instrument Type 6 Ch. | ;I‘
Capillary Size: [201 | ‘
. (e el
Temperature Targets
_-I Terget| . Hoa Bamp | Sec | oep | Sep | AcquistionMode
= ('C) |(hhimm:ss)| Rate |Target Size | Delay p— 3
“vios  2lootooo 20 2o 2o 2o 2[None ~]

Fig. 8: Initial aktivering av Hot Start-enzymet.
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StenRunI':nd F‘mgrun{< 1005 : El Opliontl
Programs I Online Data Display] Run Notes |
Setup Programs
Default Channell 530 w|| AN |Program Name | Cycles Analysis Mode
SeekTemperaf30 2| | |4 |Initiel Activation of the Hot Stert Enzyme |1 < |None N 1
~ |~ Touch Down Step 10 < |None vl
Max. Seek Pos.|12 j

InswmemTypm
Capillary Size: {204 v|

=

el
L= Program Temeeraluva Tzaets
_AJ Target| Hold Ramp | Sec | Step | Step | Acquisition Mode
v ('C) |(hhmmss)| Rate |Target| Size | Delay
—fls =foooooszfo  Flo Ffo S0 =None 2
—f§ 165 5]000020°5120 o165 Wil ell  IwiNone
P2 00:00:15 5120 {0 slo slo 2{None

Fig. 9: Touch Down-steg.

Start RunlEnrl F‘(ogmnl~ 101G ColorComp (1:141” LI Opﬁnnll
Programs I Online Data Displayl Run Notes l
Setup Programs
Default Channel| 530 :J A f |Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat30 2] | ] [Iniial Activation of the Hot Start Enzyme |1 -+ {None M _1
s = | |Touch Down Step 10 = |None .-
Shae £ R :hb Amplification of the DNA 40 5 {Quantification v
Instrument Typel6 Ch. v/ L’
Capillary Size: |20 v |
Program Temperature Targets
AR | Target Hold Ramp | Sec tep tep Acquisition Mode
T (C) |(hhmmss)| Rate |Target Size | Delay
| 195 S100:00:05 w20  Si0 S0 S0 v |None | -2
=1 55 00:00:20 v20 ~i0 S0 S0 v |Single -
o Lard 00:00:15 $110 i [ (O 5 {None i

Fig. 10: DNA-amplifiering.
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StenRun|‘ F‘ragvarr{* 100 olor Comp rfya“ L’ Opﬁons[
Programs I Online Data Display] Run Notes I
Setup Programs
Default Channell 530 ﬂ Al Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat 30 ’J +1 Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 None ] -
12 ~(||= | Touch Down Step 110 -{None Jod -1
N = —J |Amplification of the DNA 40 Quantification ]
Instrument TypeB Ch. v | '+ By [Melting Curve 1 2 {Melting Curves |
Capillary Size: 20| |
Ca s Al
Proarcm Temgemmre ngets
_AQ |Terget| Hold Ramp | Sec | Step Step A Mode
= (hhmm:ss)| Rate |Target| Size | Delay
—4 |5 Sfooooor S0 2fo Sfo < {None =2
=f Iso SjooooasSje0 S0 S0 o < {None vl
« @plso  Sloooooo Sjo1 S0 S0 S0 < | Continuous vi
Fig. 11: Sméltkurva (endast tillamplig
om artus HSV-1/2 LC PCR-kitet kors parallellt).
Start Run ogran|s 100 ~| Options|
Programs I Online DaﬂnDlspIay| Run Notes |
Setup | Programs
Default Channel]53ﬂ :] | AN Program Name Cycles Analysis Mode
Seek Temperat 30 ﬁ + Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 v |None )4
I———‘ | Touch Down Step 10 None v
Max SeekPos.|12 = ‘ Amplification of the DNA 40 -5 | Quantification v 1
Instrument TYP45 Ch J Melting Curve 1 = {Melting Curves [
Capillary Size: |20 pl __j »|Cooling 1 None -
Co el
Program Temperature Targets
A Target| Hold Ramp | Sec | Step Step Acquisition Mode
| 1 (9 (hﬂmgrsks)r Rate | Target| Size | Delay | ) 2
—rlao 3000030 3 = = O O T M
=y
K4

Fig. 12: Avkylning.

For att ange provspecifikationerna aktiverar du knappen Samples.

e | fonstret Capillary View (Kapillarvy) anger du forst det totala antalet
planerade PCR-beredningar fér PCR-kérningen (Sample Count [Antal

prover]).

¢ Sedan kan du tilldela namn till proverna under Sample Name (Provnamn).

24
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¢ Under Selected Channels (Valda kanaler) valjer du dessutom
fluorescenskanalerna 530 for detektionen av analytisk CMV-PCR och 705
for detektionen av intern kontroll-PCR.

e FoOr att definiera standarderna och for att tilldela de motsvarande
koncentrationerna valjer du alternativet Absolute Quantification under
Analysis Type (se 8.4 Kvantifiering).

¢ Kontrollera att funktionen Enable Controls inte &r aktiverad. Annars ar
urvalet av analysalternativ for dataanalysen begransat (laget Fit Points
(Anpassa punkter) ar inte tillgangligt, se 9.2 Dataanalys av PCR-data pa
LightCycler 2.0-instrumentet). Under Target Name (Malnamn) kan du
tilldela malsekvenserna som ska detekteras (CMV eller intern kontroll) i de
valda fluorescenskanalerna 530 och 705. Ifyllandet av kolumnen Target
Name kan underlattas med funktionen Auto Copy (Kopiera automatiskt).
Om du definierar Target Name hjalper det dig att f& en battre Gversikt,
men det &r inte obligatoriskt for dataanalys.

e For att skapa en standardkurva for  dataanalys  ska
kvantifieringsstandarderna  definieras med deras  motsvarande
koncentrationer. Valj darfor Standard under Sample Type och ange den
motsvarande koncentrationen for varje standard under Concentration.

¢ Den programmerade temperaturprofilen kan sparas pa datorns harddisk
sd att den kan anvéandas igen vid flera kérningar. | sa fall aktiverar du
funktionen Save As (Spara som) under menyn File (Arkiv), varefter ett nytt
fonster 6ppnas. Under Templates and Macros (Mallar och makron) véljer
du undermenyn Run Templates (Kérningsmallar) och sparar data under
ett lampligt namn.

e For att starta PCR-korningen byter du till faltet Run (Kérning) och aktiverar
funktionen Start Run (Starta korning) (se Fig. 13). PCR-programmet

startar néar du har angett platsen dér data ska sparas.
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1 dProgran]+10 S || ] Options|
Programs | Online Data Display | Run Notes |
e Ll Programs
DefeutChennel[530 »| | || |Program Neme | Cydles | AnclysisMode
Seek Temperat30 = -ﬂ Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 < {None v
ﬁ | |Touch Down Step 1o ~={None =
Max Seek Pos.| j ;I Amplification of the DNA 40 %1 Quantification b
Instrument Typg 6 Ch ﬂ ;‘ _[Melting Curve n _; Melting Curves =
Capillary Size: |20 y ﬁ »| Cooling 1 -+ 1None v
‘v Progir‘a:rn]'smpe'rut:uge‘lfurge!sr i
_-‘I Target ‘ Hold Ramp Sec | Step Step Acquisition Mode
_ﬂ ('C) |(hhmmss) Rate |Target| Size | Delay
B b0 Sfoooo3o S0 Sfo Sfo Sfo TiNone ~|

Fig. 13: Start av PCR-kdrningen.

9. Dataanalys

9.1 Dataanalys av PCR-data i LightCycler 1.1/1.2/1.5-
instrumentet

For analysen av PCR-data som samlats in med LightCycler 1.1/1.2/1.5-

instrumentet, rekommenderar vi anvandningen av  LightCycler-

programvaruversionen 3.5.

| flerfargsanalyser uppkommer interferenser mellan fluorometerkanaler. |
programvaran till LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrumentet finns en fil som

benamns Color Compensation File, vilken kompenserar for dessa
interferenser. Oppna den har filen fore, under eller efter PCR-korningen
genom att aktivera filen Choose CCC File (Valj CCC-fil) eller knappen Select
CC Data (Vélj CC-data). Om ingen Color Compensation File &r installerad
genererar du filen enligt anvisningarna i anvandarhandboken till LightCycler.
Nar Color Compensation File har aktiverats, visas separata signaler i
fluorometerkanal F1, F2 och F3. For analys av PCR-resultaten som erhallits
med artus CMV LC PCR-kitet valjer du fluorescensvisningsalternativen F1 for
analytisk CMV-PCR respektive F3/Back-F1 for intern kontroll-PCR.
analysen av kvantitativa korningar foljer du anvisningarna som lamnas i

|
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8.4 Kvantifiering och i Technical Note for quantitation on the LightCycler
1.1/1.2/1.5 eller LightCycler 2.0-instrument pa

www.giagen.com/Products/ByL abFocus/MDX.

Om du har integrerat fler @n ett herpes artus-system i PCR-kdrningen,
ska du analysera de olika systemen separat med motsvarande
kvantifieringsstandarder. Va&lj karusellpositionerna for analysen i

enlighet med detta.
Foljande resultat &r mojliga:

1. En signal detekteras i fluorometerkanal F1.
Analysresultatet ar positivt: Provet innehaller CMV-DNA.

| det har fallet &r detektionen av en signal i kanalen F3/Back-F1 umbérlig, eftersom
hoga inledande koncentrationer av CMV-DNA (positiv signal i kanalen F1) kan leda
till en reducerad eller frAnvarande fluorescenssignal fér den interna kontrollen i
kanalen F3/Back-F1 (konkurrens).

2. | fluorometerkanal F1 detekteras ingen signal. P& samma gang syns en
signal fran den interna kontrollen i kanalen F3/Back-F1.

| provet upptéacks inget CMV-DNA. Det kan darfér anses som

negativt.

| fallet av en negativ CMV-PCR utesluter den detekterade signalen fér den interna
kontrollen majligheten av en inhibition av PCR.

3. Ingen signal detekteras i F1- eller i F3/Back-F1-kanalen.
Det gar inte att komma fram till ndgon diagnos.

Information om felkallor och deras I6sning kan du hitta i 10. Felsdkning.

Exempel pa positiva och negativa PCR-reaktioner ges i Fig. 14 och Fig. 15.
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Detektion av kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) i
fluorometerkanal F1 i LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrumentet.
NTC: kontroll utan mall (negativ kontroll).
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Fig. 15:

Detektion av den interna kontrollen (IC) i fluorometerkanal
F3/Back-F1 i LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrumentet med
simultan amplifiering av kvantifieringsstandarder (CMV QS 1-
4). NTC: kontroll utan mall (negativ kontroll).
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9.2 Dataanalys av PCR-data i LightCycler 2.0-
instrumentet

For analysen av PCR-data som samlats in med LightCycler 2.0-instrumentet,
rekommenderar vi anvandningen av LightCycler-programvaruversionen 4.0.
Beakta anvisningarna som lamnas ianvandarhandboken till LightCycler 2.0-

instrumentet version 4.0.
For analysen av PCR-data fortséatter du enligt féljande (se Fig. 16):

* Aktivera funktionen Analysis i menyfaltet och vélj alternativet Absolute
Quantification. | princip ska alla amplifieringsdata som framstalls med
artus LC PCR-kitet analyseras med denna funktion.

* | programvaran 4.0 till LightCycler-instrumentet finns en fil som benamns
Color Compensation File, vilken kompenserar for interferenser i
flerfargsanalyser mellan fluorescenskanaler. Oppna den hér filen under
eller efter PCR-kdrningen genom att aktivera Color Comp (On/Off)
(Fargkomp. pa/av) och sedan knappen Select Color Compensation Data
(Vvalj fargkompensationsdata) (se Fig. 16). Om ingen Color Compensation
File ar installerad genererar du filen enligt anvisningarna i
anvandarhandboken till LightCycler.

¢ Nar Color Compensation File har aktiverats, visas separata signaler i
fluorescenskanalerna. For analys av PCR-resultaten som erhdllits med
artus CMV LC PCR-kitet valjer du fluorescensvisningsalternativen 530 for
analytisk CMV-PCR respektive 705/Back 530 for intern kontroll-PCR.
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Fig. 16: Aktivering av Color Compensation File och val av
fluorescenskanalen.

For analysen av kvantitativa kérningar foljer du anvisningarna som lamnas i
8.4 Kvantifiering och i Technical Note for quantitation on the LightCycler
1.1/1.2/1.5 eller LightCycler 2.0-instrument pa
www.giagen.com/Products/BylL abFocus/MDX.

Néar instéllningarna av analysalternativen &r slutforda, ar féljande resultat
mojliga:
1. En signal detekteras i fluorescenskanal 530.

Analysresultatet ar positivt: Provet innehaller CMV-DNA.

| det har fallet ar detektionen av en signal i kanalen 705/Back 530 umbérlig, eftersom
hdga inledande koncentrationer av CMV-DNA (positiv signal i 530-kanalen) kan leda
till en reducerad eller franvarande fluorescenssignal fér den interna kontrollen i
kanalen 705/Back 530 (konkurrens).

I —
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2. | fluorescenskanal 530 detekteras ingen signal. PA samma gang syns en

signal fran den interna kontrollen i kanalen 705/Back 530.
| provet upptacks inget CMV-DNA. Det kan betraktas som negativt.

| fallet av en negativ CMV-PCR utesluter den detekterade signalen for den interna

kontrollen majligheten av en inhibition av PCR.

3. Ingen signal detekteras i 530- eller i 705/Back 530-kanalen.
Det gar inte att komma fram till ndgon diagnos.

Information om felkéllor och deras l6sning kan du hitta i 10. Felsékning.

Exempel pa positiva och negativa PCR-reaktioner ges i Fig. 17 och Fig. 18.

|
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Fig. 17: Detektion av kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) i
fluorescenskanal 530 i LightCycler 2.0-instrumentet. NTC:
kontroll utan mall (negativ kontroll).
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Fig. 18: Detektion av den interna kontrollen (IC) i fluorescenskanal
705/Back 530 i LightCycler 2.0-instrumentet med simultan
amplifiering av kvantifieringsstandarder (CMV QS 1-4). NTC:
kontroll utan mall (negativ kontroll).
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10. Felsdkning

Ingen signal med positiva kontroller (CMV QS 1-4) i fluorescenskanal F1

eller 530:

* Den valda fluorescenskanalen for PCR-dataanalys stammer inte dverens
med protokollet.

- For dataanalys véljer du fluorescenskanalen F1 eller 530 for analytisk
CMV-PCR och fluorescenskanalen F3/Back-F1 eller 705/Back 530 for
intern kontroll-PCR.

* Felaktig programmering av temperaturprofilen for LightCycler 1.1/1.2/1.5
eller LightCycler 2.0-instrumentet.

- Jamfor temperaturprofilen med protokollet (se 8.6 Programmering av
LightCycler-instrumentet).

* Felaktig konfiguration av PCR-reaktionen.

- Kontrollera dina arbetssteg med anvandning av pipetteringsschemat
(se 8.5 Beredning av PCR) och upprepa PCR vid behov.

e Forvaringsvillkoren for en eller flera kitkomponenter dverensstamde inte
med de instruktioner som gavs i 2. Férvaringeller artus CMV LC PCR-
kitet hade passerat utgangsdatum.

- Kontrollera reagensernas forvaringsvillkor och utgédngsdatum (se
kitetiketten) och anvand ett nytt kit vid behov.

Svag eller utebliven signal for den interna kontrollen fér ett negativt
plasmaprov som har genomgatt rening (stérre avvikelse an Ct= 14 + 3
vid anvandning av QlAamp DSP-viruskit; stérre avvikelse &n Ct = 15 + 3
vid anvandning av EZ1 DSP-viruskit; se tabell 1) och simultan franvaro
av en signal kanal F1 eller 530:
e Villkoren fér PCR stammer inte éverens med protokollet.

- Kontrollera villkoren fér PCR (se ovan) och upprepa reaktionen med

korrekt instéllningar vid behov.

¢ PCRinhiberades.

- Sakerstadll att du anvander var rekommenderade isoleringsmetod

(se 8.2 DNA-isolering) och noggrant foljer tillverkarens anvisningar.
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= 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 foérlorades under extrahering.
= Om den interna kontrollen hade tillsatts i extraktionen kan en

franvarande signal for den interna kontrollen tyda p& att DNA gatt
forlorad under extraktionen. Sé&kerstall att du anvéander en
rekommenderad isoleringsmetod (se 8.2 DNA-isolering) och
noggrant foljer tillverkarens anvisningar.

* Forvaringsvillkoren for en eller flera kitkomponenter dverensstamde inte
med de instruktioner som gavs i 2. Forvaring eller artus CMV LC PCR-
kitet hade passerat utgangsdatum.

- Kontrollera reagensernas forvaringsvillkor och utgangsdatum (se
kitetiketten) och anvand ett nytt kit vid behov.

Signaler med de negativa kontrollernai fluorescenskanal F1 eller 530 for
analytisk PCR.
* En kontamination intréffade under forberedelse av PCR.
- Upprepa PCR med nya reagenser i replikat.
- Stang om mdjligt PCR-roren direkt nar du har tillsatt det prov som ska
testas.
- Pipettera alltid de positiva kontrollerna sist.
- Kontrollera med jamna mellanrum att arbetsytan och instrumenten &r
dekontaminerade.
* En kontamination intraffade under extraktion.
- Upprepa extraktionen och PCR-analysen for det prov som ska testas
med nya reagenser.
- Kontrollera med jdmna mellanrum att arbetsytan och instrumenten &r

dekontaminerade.

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

service.
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11. Specifikationer

11.1 Analytisk sensitivitet

Den analytiska detektionsgransen sdval som den  analytiska
detektionsgransen med héansyn till reningen (sensitivitetsgranser) bedémdes
for artus CMV LC PCR-kitet. Den analytiska detektionsgransen, med hansyn
till reningen, bestdmdes med hjalp av CMV-positiva kliniska prover i
kombination med en sarskild extraktionsmetod. Déaremot bestdms den
analytiska detektionsgransen utan kliniska prover och oberoende av den valda

extraktionsmetoden, med anvandning av CMV-DNA med kand koncentration.

For att bestdamma den analytiska sensitiviteten for artus CMV LC PCR-kitet,
bereddes en spadningsserie av genomiskt CMV-DNA fréan 10 till nominelit
0,00316 CMV-kopior/ul och analyserades i LightCycler 1.1/1.2/1.5-
instrumentet i kombination med artus CMV LC PCR-kitet. = Testningen
utfordes pa tre olika dagar pa atta replikat. Resultaten har tagits fram med
hjadlp av en probitanalys. Den analytiska detektionsgransen for
artus CMV LC PCR-kitet i kombination med LightCycler 1.1/1.2/1.5-
instrumentet ar 0,49 kopior/ul (p = 0,05). Detta innebar att det finns en 95-

procentig sannolikhet att 0,49 kopior/ml kommer att detekteras.

Den analytiska sensitiviteten med hansyn till reningen (QlAamp DSP-
viruskit) av artus CMV LC PCR-kitet i LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrumentet
faststalldes med hjalp av en spadningsserie fran CMV-virusmaterial fran 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: 60 ul). Var och en av de atta spadningarna
analyserades med artus CMV LC PCR-kitet pa tre olika dagar pa atta replikat.
Resultaten faststdlldes genom en probitanalys. En grafisk bild av
probitanalysen visas i Fig. 19. Den analytiska detektionsgransen med hansyn
till reningen av artus CMV LC PCR-kitet i kombination med LightCycler
1.1/1.2/1.5-instrumentet &r 64,9 kopior/ml (p = 0,05). Detta innebar att det
finns en 95-procentig sannolikhet att 64,9 kopior/ml kommer att detekteras.

Probitanalys: Cytomegalovirus (LightCycler 1.1/1.2/1.5)
- ——————————— |
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Fig. 19: Analytisk sensitivitet med hénsyn till reningen (QlAamp DSP-
viruskit) av artus CMV LC PCR-kitet i LightCycler 1.1/1.2/1.5-
instrumentet.

For att bestdamma den analytiska sensitiviteten for artus CMV LC PCR-kitet,
bereddes en spadningsserie av genomiskt CMV-DNA fréan 10 till nominellt
0,00316 CMV-kopior/ul och analyserades i LightCycler 2.0-instrumentet i
kombination med artus CMV LC PCR-kitet. Testningen utfordes pa tre olika
dagar pa atta replikat. Resultaten faststalldes genom en probitanalys. Den
analytiska detektionsgransen for artus CMV LC PCR-kitet i kombination med
LightCycler 2.0-instrumentet &r 0,65 kopior/pl (p = 0,05). Detta innebar att det
finns en 95-procentig sannolikhet att 0,65 kopior/ml kommer att detekteras.
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Den analytiska sensitiviteten med hansyn till reningen (QlAamp DSP-
viruskit) av artus CMV LC PCR-kitet i LightCycler 2.0-instrumentet
faststalldes med hjalp av en spadningsserie frAn CMV-virusmaterial fran 1000
till nominellt 0,316 CMV-kopior/ml spetsade i kliniska plasmaprover. Dessa
genomgick en DNA-extraktion med QIAamp DPS-viruskitet (extraktionsvolym:
0,5 ml, elueringsvolym: 60 ul). Var och en av de atta spadningarna
analyserades med artus CMV LC PCR-kitet pa tre olika dagar pa atta replikat.
Resultaten faststdlldes genom en probitanalys. En grafisk bild av
probitanalysen visas i Fig. 20. Den analytiska detektionsgransen med hansyn
till reningen av artus CMV LC PCR-kitet i kombination med LightCycler 2.0-
instrumentet ar 78,9 kopior/ml (p = 0,05). Detta innebar att det finns en 95-

procentig sannolikhet att 78,9 kopior/ml kommer att detekteras.

Probitanalys: Cytomegalovirus (LightCycler 2.0)

1.89682 2 78.9 copies/ml (95%)

Proportions
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Fig. 20: Analytisk sensitivitet med hénsyn till reningen (QIAamp DSP-
viruskity av  artus CMV LC PCR-kitet i “oM®e 5.
instrumentet.

Den analytiska detektionsgransen med hansyn till reningen av
artus CMV LC PCR-kitet i kombination med LightCycler 1.1/1.2/1.5/2.0-

instrumentet och EZ1 DSP-viruskit (extraktionsvolym: 0,4 ml, elueringsvolym:
]
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60 pl) i EZ1 Advanced eller BioRobot EZ1 DSP &r 67,2 kopior/ml (p = 0,05).
Detta innebéar att det finns en 95-procentig sannolikhet att 67,2 kopior/ml
kommer att detekteras.

11.2 Specificitet

Specificiteten for artus CMV LC PCR-kitet garanteras i férsta 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
sékerstalls att alla relevanta stammar kan detekteras.

Dessutom utvarderades specificiteten med hundra olika CMV-negativa
plasmaprover. Dessa alstrade inga signaler med de CMV-specifika primrar
och prober som ingar i CMV LC Master.

For att bestamma specificiteten for artus CMV TM PCR-kitet  har
kontrollgruppen som listats i fdljande tabell (se Tabell 2) testats for
kors&#x1E;reaktivitet. Ingen av de testade patogenerna har varit reaktiv. Inga

korsreaktiviteter visade sig med blandade infektioner.
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Tabell 2: Testning av kitets specificitet med potentiellt korsreaktiva patogener.

Kontrollgrupp CMV Intern kontroll
(F1) (F3/Back-F1)

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 fér artus CMV LC PCR-kitet har samlats in med
anvandning av LightCycler 1.1/1.2/1.5-instrumentet och méjliggér bestdmning
av analysens totala varians. Den totala variansen bestdr av
intra&#x1E;analysvariabilitet (variabilitet for flera provresultat med samma
koncentration inom ett experiment), inter&#x1E;analysvariabilitet
(variabilitet for flera analysresultat som genererats pa olika instrument av
samma typ av olika operatérer inom ett laboratorium) och
inter&#x1E;batchvariabilitet (variabilitet for flera analysresultat med
anvandning av olika batcher). De uppgifter som erhdlls anvéndes for att
faststélla standardavvikelsen, variansen, variationskoefficienten for det

specifika patogenet och den interna kontrollen fér PCR.
]
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Precisionsdata for artus CMV LC PCR-kitet har samlats in med hjalp av
kvantifieringsstandarden for den lagsta koncentrationen (QS 4; 10 kopior/pl).
Testning utfordes med atta replikat. Precisionsdata berédknades med
utgangspunkt fran Ct-vardena i amplifieringskurvorna (Ct: gransvardescykel,
se Tabell 3). Dessutom faststélldes precisionsdata for kvantitativa resultat i
kopior/ul med anvandning av motsvarande Ct-varden (se Tabell 4). Baserat
pa dessa resultat ar den totala statistiska spridningen for ett givet prov med
namnd koncentration 2,47% (Ct) eller 14,06% (konc.), for detektionen av den
interna kontrollen 5,31% (Ct). Dessa varden baseras pa slutsumman for alla

enskilda varden av de faststallda variabiliteterna.

Tabell 3: Precisionsuppgifter baserade pa Ct-varden.

Standardavvikelse VEUERH] Varlatlon[sD/I:]oefflment

Intraanalysvariabilitet:
14 2
CMV QS 4 0, 0,0 0,68
Intraanalysvariabilitet:
PRl 0,04 0,00 0,32
Intern kontroll
Interanalysvariabilitet:
AL 021 0,04 1,00
CMV QS 4
Interanalysvariabilitet: 0.14 0,02 118
Intern kontroll
Interbatchvariabilitet:
CMV QS 4 0,54 0,30 2,50
Interbatchvariabilitet:
0,72 0,52 5,73
Intern kontroll
Total varians:
0,53 0,28 2,47
CMV QS 4 ' ' '
Total varians:
otal varians 0.64 0.41 531
Intern kontroll

|
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Tabell 4: Precisionsdata baserade pa kvantitativa resultat (i kopior/ul).

Variationskoefficient
[%]

‘ Standardavvikelse VEUERE]

Intraanalysvariabilitet:

1,02 1,05 10,18
CMV QS 4 ' ' '
Interanalysvariabilitet:

1,35 1,81 13,35
CMV QS 4 ' ' '
Inti iabilitet:

erbatchvariabilitet 1,64 2,69 16,19

CMV QS 4
Total varians:
CMV QS 4 1,42 2,02 14,06

11.4 Robusthet

Med hjalp av verifieringen av robustheten gar det att faststilla den totala
felfrekvensen for artus CMV LC PCR-kitet. 100 CMV-negativa plasmaprover
fick en tillsats av CMV-DNA vid en slutlig koncentration pa 170 kopior/ml
(ungefar tre ganger sa stor koncentration som den analytiska
sensitivitetsgransen). Efter extraktion med anvandning av QlAamp DSP-
viruskitet (se 8.2 DNA-isolering) analyserades dessa prover med
artus CMV LC 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 LC PCR-kitet ar

séledes >99 %.

11.5 Reproducerbarhet

Med hjalp av reproducerbarhetsdata &r det mdjligt att regelbundet utvardera
artus CMV LC PCR-kitet och att géra en effektivitetsjamforelse med andra
produkter. Dessa uppgifter erhdlls vid deltagande i etablerade

kunskapsprogram.
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11.6 Diagnostisk utvardering

artus CMV LC PCR-kitet utvarderades i en studie. Genom jamforelse av
artus CMV LC PCR-kitet med COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test
analyserades 177 kliniska EDTA-plasmaprover retrospektivt och prospektivt.
Alla prover hade analyserats i férvéag som positiva eller negativa med COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR fér rutinmassig diagnostik.

Proverna for testning av artus CMV LC PCR-kitet isolerades genom tillsats av
den interna kontrollen for artus CMV LC PCR-kitet med hjalp av QlAamp
DSP-viruskitet och analyserades sedan med LightCycler-instrumentet.
Proverna for 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 AMPLICORCMV
MONITOR Test var aven positiva med artus CMV LC PCR-kitet. Samtliga 144
prover som testades negativa med COBAS AMPLICORCMV MONITOR Test
var aven negativa med artus CMV LC PCR-kitet. 22 diskrepanta resultat

erholls. Resultaten visas i Tabell 5.

Tabell 5: Resultat frdn den jamférande valideringsstudien.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

- Totalsumma

artus CMV LC + 11 22 33
PCR-kit - 0 144 144

Om resultaten av COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test anvands som
referens, &r den diagnostiska sensitiviteten for samtliga prover for
artus CMV LC PCR-kitet 100 %, och den diagnostiska specificiteten &r
86,7 %.

Ytterligare tester av de 22 diskrepanta proverna bekréftade resultaten for
artus PCR-kiten. Man kan darfor utgd fran att diskrepansen beror pd hogre
sensitivitet hos artus CMV LC PCR-kitet.
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12. Begransningar for produktanvandning

¢ 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 uppmarksamma de utgangsdatum som &r angivna
pa asken och pa etiketterna for alla komponenter. Anvand inte
utgdngna komponenter.

e Aven om det i sédllsynta fall kan uppkomma mutationer inom
virusgenomets i hdg 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 sdkerhetsdatablad
(SDS). Dessa ar tillgangliga online i praktiskt och kompakt PDF-format pa
www.qiagen.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 LC PCR-kitet mot foérutbestdmda specifikationer for att garantera

enhetlig produktkvalitet.

15. Litteraturhéanvisningar

Handbok till artus CMV LC PCR-kit 12/2014 43



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

44 Handbok till artus CMV LC PCR-kit 12/2014



16. Symbolfoérklaring

%

LOT

REF

A

CONT
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ZIHEERREE

S S

Utgangsdatum

Lotnummer

Tillverkare

Katalognummer

Materialnummer

Handbok

Medicinteknisk produkt for in vitro-diagnostik
Komponenter

Innehaller

Antal

GTIN-artikelnummer (Global Trade Item Number)

Innehallet racker for <N> tester

Temperaturbegransning
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m Se bruksanvisningen

Qs Kvantifieringsstandard

iIC Intern kontroll

Mg-SoI Magnesiumlésning
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