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artus HSV-1/2 TM PCR Kit
Til anvendelse med ABI PRISM 7000 og 7900HT Sequence Detection Systems.

Bemeerk: artus HSV-1/2 TM PCR Kit kan hverken bruges sammen med
GeneAmp 5700 SDS eller med 384’er pladeformatet aof ABI PRISM 7900HT
SDS.

1. Indhold
Pé&skrift Art. Nr. 4500163 Art. Nr. 4500165
oaindhold 24 reaktioner 96 reaktioner

Bl& HSV TM Master 2 x 12 reaktioner 8 x 12 reaktioner

Gul HSV TM Mg-Sol” 1 x1.200 ul 1 x1.200 ul
HSV1 LC/RG/TM QS 1°

Raa 1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV1 LC/RG/TM QS 2"

Rard 7x103cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV1 LC/RG/TM QS 3"

.'/. 1x102cop/ﬂl ] X200l.1| ] X200u|
HSV1 LC/RG/TM QS 4"

1x 10" cop/ul 1 x200ul 1 x 200 ul
HSV2 LC/RG/TM QS 17

1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV2 LC/RG/TM QS 2"

Rad 1x103cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
HSV2 LC/RG/TM QS 3"

Rod .’X.IOQCOP/H’ ] X200/.1| ] X200/J|
HSV2 LC/RG/TM QS 4"

Rad 1x 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul

HSV TM IC” 1 x 1.000ul 2 x 1.000 ul
Hvid Water (PCR grade) 1 x 1.000ul 1 x 1.000ul
" QS = Kvantificeringsstandard
IC = Intern Kontrol
Mg-Sol = Magnesium-lgsning
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2. Opbevaring

artus HSV-1/2 TM PCR Kit opbevares ved -30 til =15 °C og er holdbart indtil
datoen, der er angivet p& etiketten. Gentagen optening og nedfrysning (>
2 x) ber undgds, da sensitiviteten derved forringes. Ved uregelmaessig brug
skal reagenserne derfor aliquoteres. Hvis det er nedvendigt at opbevare kittet

ved +4°C, m& dette tidsrum ikke vare leengere end fem timer.

3. Nedvendige ekstra-materialer og
instrumenter

» Pudderfri engangs laboratoriehandsker

» DNA-isoleringskit (se 8.1 DNA-isolering)

» Pipetter (justerbare)

» Sterile pipettespidser med filter

*  Vorteks-mixer

» Bordcentrifuge med rotor til 2 ml-reaktionsbeholdere

» Centrifuge med rotor til mikrotiterplader (valgfri)

e 96-brends reaktionsplade/reaktionsbeholdere til optiske malinger
med tilherende optiske lukkematerialer (se 8.4 Forberedelse af PCR)

96-brends todelt opbevaringsrack til anvendelse med optiske
reaktionsbeholdere (96-Well Tray/RetainerSet, kat.-nr. 403
081, Applied Biosystems), se 8.4 Forberedelse af PCR

» Kompressionsmétte til anvendelse med selvkleebende optiske folier

(Optical Cover Compression  Pads, kat.-nr. 4 312639, Applied

Biosystems), se 8.4 Forberedelse af PCR
» Applikator til lukning af reaktionspladerne ved anvendelse af

selvkleebende  optiske  folier (Adhesive  Seal  Applicator  Kit,

kat.-nr. 4 333 183, Applied Biosystems)
e ABI PRISM 7000 eller 7900HT SDS

Bemeerk: Inden instrumentet saettes igang, kraeves en korrekt kalibrering af
farvestofferne (Pure Spectra Component File) og baggrunden (Background

ComponentFile).
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4. Almindelige sikkerhedsregler

Falgende anvisninger skal altid overholdes af brugeren:
» Brug sterile pipettespidser med filter.

» Positivt materiale (prever, kontroller, amplifikater) skal opbevares,
oprenses og tilsettes reaktionsblandingen i et separat rum, adskilt fra

de evrige reagenser.

»  Opto alle komponenter fuldsteendigt ved stuetemperatur, inden testen
startes.

* Bland komponenterne grundigt og centrifugér kort.

* Der ber arbejdes hurtigt pé is eller i kaleblokken.

5. Information om smittefare

Herpes simplex virus (HSV) findes i bleerevaeske, i spyt og i vaginalsekret og
overferes via kontaktinfektion, ved samleje og perinatalt. Ved starstedelen aof
HSV-betingede sygdomme dominerer billedet af bleeredannelser p& huden og
slimhinderne (mund og genitalier). HSV-infektionen kan optreede som
primaerinfektion, som forlgber asymptomatisk i > 90 % af tilfeeldene, eller som
recidiv. Til primaerinfektionerne, som isser udleses aof HSV-1, harer
gingivostomatitis, eksemet herpeticum, keratokonjunctivitis og encefalitis.
HSV-2 optreeder som primeerinfektion, iseer som vulvovaginitis, som
meningitis og som generaliseret herpes hos nyfedte. Som recidiv af HSV-
infektionen opstér der iseer bleeredannelse i nasolabial- eller genitalregionen.

Recidiver for keratokonjunktivitis og meningitis er af farligere kategori.
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6. Princip for Real-Time PCR

Ved patogen diagnostik ved hjelp af polymerase ksedereaktion (eng.
Polymerase Chain Reaction = PCR) bliver specifikke omré&der af smitstof-
genomet amplificeret. Detektionen foregér via Real-Time PCR ved hjelp aof
fluorescensfarver. Disse er som regel koblet til oligonukleotid-prober, som
binder sig specifikt til PCR-produktet. Detektionen af fluorescensintensiteten i
Real-Time PCR-karslen ger det muligt at pévise og kvantificere produkterne,

uden at skulle &bne prevergrene igen efter PCR-kerslen (Mackay, 2004).

7. Produktbeskrivelse

artus HSV-1/2 TM PCR Kit er et brugsklart system til detektion af herpes

simplex virus-1 og -2-DNA ved hjelp af polymerase ksedereaktion (PCR) i
ABI PRISM 7000 og 7900HT Sequence Detection System. HSV TM Master

indeholder reagenser og enzymer til den specifikke amplifikation af en 148 bp
lang sekvens af herpes simplex virus-genomet. Detektionen af amplifikatet

foregér ved méling af FAM-fluorescensen (HSV1) og NED-fluorescensen
(HSV2) i ABI PRISM SDS. Derudover indeholder artus HSV-1/2 TM PCRKit

et andet heterologt amplifikationssystem, som bruges til detektion af en
eventuel PCR-inhibition. Denne bliver pdvist som Intern Kontrol (IC) via méaling
af VIC-fluorescensen. Detektionsgraensen for den analytiske HSV-PCR (se

11.1 Analytisk sensitivitet) bliver derved ikke reduceret. Der vedleegges
eksterne positive kontroller (HSV-1 LC/RG/TM QS 1 — 4 og HSV- 2 LC/RG/TM
QS 1 - 4) som bruges til kvantificering af smitstoffet. Lees dertil afsnittet 8.3

Kvantificering.
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8. Protokol

8.1 DNA-isolering

DNA-isoleringskits tilbydes af forskellige producenter. Prevevolumener til
DNA-isoleringsproceduren afhaenger af den benyttede protokol. Tilszet den
anbefalede prevemaengde til oprensningen og udfer DNA-isoleringen efter

producentensforskrift. Falgende isoleringskits anbefales:

Prave- Katalog-
mv.e Oprensningskit B Producent Carrier-RNA
materiale nummer
Serum, ®
slasma, CSF QlAamp . 53 704 QIAGEN indeholdt
(cerebrospinal- gltraS?ns
vasske) Virus Kit (50)
podninger QlAamp o
DNA Mini 51304 QIAGEN ikke indeholdt
®
CSF EZ1" DSP 62 724 QIAGEN indeholdt
Virus Kit (48)*

*Anvendes sammen med BioRobot® EZ1 DSP Workstation (Kat. Nr. 9001360) og EZ1
DSP Virus Card (Kat. Nr. 9017707)

Vigtige henvisninger vedrerende anvendelsen af QlAamp UliraSens Virus Kit

og QIAamp DNA Mini Kit:

* Anvendelsen af carrier-RNA er af afgerende betydning for oprensningens
effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyttet. Hvis det anvendte
isoleringskit ikke indeholder carrier-RNA, anbefales der ved oprensningen
af nukleinsyrer aof cellefri kropsveesker eller materialer med ringe
DNA/RNA-indhold (f.eks. CSF/liquor), en tilssetning af carrier-RNA (RNA-
homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, kat.-nr. 27-4110-01). Faelg
s& venligst den falgende fremgangsmade:

a) Hertil resuspenderes  den lyophiliserede  carrier-RNA i
elueringsbufferen (ikke i lysisbuffer) af isoleringskittet (f.eks. AE-buffer
fra QlAamp DNA Mini Kit) og fremstilles en fortynding med en
koncentration p& 1 ug/ul. Lav derefter af carrier-RNA-lgsningen et for

Deres egne krav passende antal aliquoter, som skal opbevares ved
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-20°C. Undgé gentagen optening (>2 x) af carrier-RNA-aliquoten.
8.2 Per oprensning skal der tilseettes 1 ug carrier-RNA per 100 ul

lysisbuffer. Bestemmer ekstrationsprotokollen f.eks. 200 ul peroprenset
prove, tilssettes 2 ul af carrier-RNA (1 ug/ul) direkte tillysisbufferen.

Feor_begyndelsen_af oprensningen_skal blandingen aflysisbuffer og

carrier-RNA (og i givent tilfeelde Intern Kontrol, se 8.2 Intern Kontrol)

fremstilles frisk efter detfelgende pipetteringsskema.

Antal prever 1 12
Lysisbuffer f.eks. 200 ul f.eks. 2.400 ul
Carrier-RNA (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Samlet volumen 202 ul 2.424 ul
Yolumen foroprensningen 200 pl for hver 200 ul

c) Den frisk fremstillede blanding af lysisbuffer og carrier-RNA skal

tilssettes oprensningen med det samme. Det er ikke muligt at

opbevare blandingen.
* Anvendelsen af carrier-RNA er of afgerende betydning for oprensningens

effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyttet. For at f& en hgjere stabilitet
hos den i QIAamp UliraSens Virus Kit vedlagte carrier-RNA, anbefaler vi
folgende fremgangsmdade, som afviger fra angivelserne i hdndbogen til
isoleringskittet:

a. Resuspender den lyophiliserede carrier-DNA fer den forste brug af

isoleringskittet i 310 ul af elueringsbufferen, som er indeholdt i kittet
(slutkoncentration 1 ug/ul, anvend ikke lysisbuffer), og lav af carrier-
RNA-lzsningen et for Deres egne krav passende antal aliquoter, som
skal opbevares ved -20°C. Undg& gentagen optening (>2 x) of
carrier-RNA-aliquoten.

b. Fer begyndelsen af enhver oprensning skal blandingen af lysisbuffer
og carrier-RNA (og i givent tilfeelde Intern Kontrol, se 8.2 Intern

Kontrol) fremstilles frisk efter det felgende pipetteringsskema.
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Antal praver 1 12

Lysisbuffer AC 800 ul 9.600 ul
Carrier-RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Samlet volumen 805,6 ul 9.667,2 ul
Volumen foroprensningen 800 ul for hver 800 ul

c. Den frisk fremstillede blanding aof lysisbuffer og carrier-RNA skal

tilseettes oprensningen med det samme. Det er ikke muligt at

opbevare blandingen.
» Der kan opnés en opkoncentrering af preven ved tilseetning af QlAamp

UltraSens Virus Kit. Hvis prevematerialet ikke best@r af serum eller
plasma, skal der tilfajes minimum 50 % (v/v) negativt humanplasma til

preven.
» Bruger man en oprensningsprotokol med ethanolholdige vaskebuffere,
anbefales det, at man udferer et ekstra centrifugeringstrin (tre minutter,

13.000 rpm) for at fierne ethanolrester. Dette forhindrer eventuelle PCR-

inhibitioner.
e artus HSV-1/2 TM PCR Kit er ikke egnet til oprensningskarsler, som

arbejder pé basis af phenol.

Vigtig henvisning vedrerende anvendelsen af EZ1 DSP Virus Kit:

 Anvendelsen aof Carrier-RNA er aof afgerende betydning for
oprensningens effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyttet. Tilsaet
derfor venligst den passende maengde carrier-RNA til hver oprensning

ved at falge instruktionerne i EZ1 DSP Virus Kit Handbook.

Vigtigt: Den Interne Kontrol til artus HSV-1/2 TM PCR Kit kan anvendes

direkte i oprensningen (se 8.2 Intern Kontrol).
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8.2 Intern Kontrol

Der vedleegges en Intern Kontrol (HSV TM IC). Med denne er det muligt ot
kontrollere bdde oprensningen af DNA og en mulig inhibition af PCR (seFig.
1). Ved anvendelsen af EZ1 DSP Virus Kit i oprensningen skal deninterne Kontrol
tilseettes analogt til angivelserne i EZ1 DSP Virus Kit Handbook. Ved QlAamp
UlraSens Virus Kit eller vedQIAamp DNA Mini Kit tilseettes den Inferne Kontrol
i et forhold der svarer til0,1 ul pr. 1 ul elueringsvolumen til oprensningen.
Hvis De for eksempelanvender QlAamp DNA Mini Kit og eluerer DNA i 200
ul AE-buffer, skal dertilssettes 20 ul aof den Interne Kontrol. Hvis De f.eks.
eluerer i 100 ul, skal dertilsvarende tilsaettes 10 ul. Maengden aof den anvendte
Interne Kontrol er kun afthaengig aof elueringsvolumenet. Den Interne Kontrol og
carrier-RNA (se 8.1 DNA-isolering) mé kun tilssettes)

» il blandingen aof lysisbuffer og prevemateriale eller

« direkte til lysisbufferen.

Den Interne Kontrol mé& ikke tilseettes direkte til prevematerialet. Ved
tilseetningen til lysisbufferen skal der serges for, at blandingen af den Interne
Kontrol og lysisbuffer/carrier-RNA forberedes frisk og tilseettes med det
samme (at opbevare blandingen ved stuetemperatur eller i koleskabet kan
allerede efter f& timer fere til fraveer af den Interne Kontrol og til en reduceret
oprensningseffektivitet). Pipetter den Interne Kontrol og carrier-RNA ikke

direkte i preavematerialet.

Optionalt kan den Interne Kontrol anvendes udelukkende til kontrol af en
mulig PCR-inhibition (se Fig. 2). Til denne anvendelse tilseettes pr.testblanding
2 ul aof den Interne Kontrol og 10 ul HSV TM Mg-Sol direkte 1il20 ul HSV TM
Master. Brug til hver PCR-reaktion 30 ul of den séledes fremstillede Master Mix ,

og tilseet derefter 20 ul of den oprensede prove.

" Volumenforhgielsen, som opstér p& grund aof filssetningen af den Interne Kontrol, er
irrelevant. Sensitiviteten for detektionssystemet pévirkes ikke.
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Ved udferelsen af en kersel med flere prever, er det nedvendigt at zge de
kreevede meengder af HSV TM Master, af HSV TM Mg-Sol og den Interne

Kontrol svarende til prevetallet (se 8.4 Forberedelse af PCR).

8.3 Kvantificering

De vedlagte Kvantificeringsstandarder (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1 - 4) behandles som en allerede oprenset preve og anvendes
i samme volumen (20 ul). Tilseet alle fire vedlagte Kvantificeringsstandarder
for bdde HSV1 og HSV2 for at udarbejde en standardkurve i et ABI PRISM
Sequence Detection System. Definér disse som standarder under angivelse af
de tilsvarende koncentrationer (se 8.5 Programmering af ABI PRISM SDS).
Importen af standardkurver fra tidligere kersler er med ABI PRISM® 7000 og
7900HT SDS software ikke muligt.

Bemaerk: Kvantificeringsstandarderne er defineret som kopier/ul. Til
omregning aof veerdierne, der blev udarbejdet p& baggrund af standardkurven i

kopier/ml  prevemateriale, sk ol felgende formel anvendes:

Resultat (kopier/ul) x Elueringsvolumen (pl)

Resultat (kopier/ml) =
Prgvevolumen (ml)

Bemaerk, at der principielt skal tilssettes det oprindelige prevevolumen i den
ovennaevnte formel. Dette skal tages i betragtning, hvis prevevolumenet blev
forandret fer nukleinsyre-oprensningen (f.eks. at den blev indsnaevret ved
centrifugering eller forhojet ved at den blev fyldt op p& det volumen, som

kraevesfor oprensningen).

Vigtigt: For simplificering af den kvantitative analyse med med artus-systemer

pé ABI PRISM 7000 SDS findes under

www.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX en vejledning (Technical Note
for Quantitation on the ABI PRISM 7000 SDS).
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8.4 Forberedelse af PCR

Gor det nedvendige antal reaktionsbeholdere eller en 96-brends
reaktionsplade klar til de planlagte reaktioner. | den felgende tabel findes en

liste over anbefalede materialer:

. Katalog- Opbevarings Kompressi
Artikel Betegnelse nummer Producent rack onsmite
96-brgnds .
. 96-Well Optical .
optisk i Applied .
. Reaction Plate | 4 306 737 . nej
reaktions- Biosystems
plade
Selvklaeben Optical Aolied
de optiske Adhesive 4311971 . ppie - jo
i Biosystems
folier Covers
reaktions- | Opfical Tubes, | 4316567 | Applied io
beholdere 8 Tubes/Strip Biosystems
Optiske . ®
. MicroAmp Applied .
reaktions- Optical Tubes N8010933 Biosystems ja
beholdere
_ ABI PRISM .
Optiske lag Optical Caps, 4323 032 .Applled ) nei
(flade) 8 Caps/Strip Biosystems

Bemaerk ved opsaetningen af PCR’en, at hver PCR-kersel medferes mindst en
kvantificeringsstandard samt en negativ kontrol (Water, PCR grade). Til
udarbejdelsen aof en standardkurve anvendes pr. PCR-kersel alle
Kvantificeringsstandarder (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1
- 4). Alle reagenser skal, inden testen startes, tes helt op ved stuetemperatur,

blandes godt (gentagen pipettering eller kort vorteksen) og centrifugeres kort.

For tilfeeldet, at De béde vil kontrollere oprensningen af DNA og en eventuel
inhibition af PCR, skal den Interne Kontrol tilssettes oprensningen i forvejen (se
8.2 Intern Kontrol). Brug dertil fzlgende pipetteringsskema (se endvidere

skematisk oversigt i Fig. 1):

" Det er nedvendigt at 8bne reaktionsbeholderne nér de seettes ind og tages ud of det
todelte opbevaringsrack. Brug udelukkende den nederste del af rack’et for at undgé

kontaminationer.
|
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HSV TM Master 20 ul 240 ul
1. Opseetning af [ "HSV TM'Mg=S¢] 707l 720 ul
Master Mix fsvV IMIC 0l 0ul
Samlet volumen 30 ul 360 ul
ter Mi | for h |
9. Opszetning af Master Mix 30 u or hver 30 u
Preve 20 ul for hver 20 ul
PCR-reakti

CR-realdfion Samlet volumen 50 ul for hver 50 ul

Hvis De udelukkende vil anvende den Interne Kontrol til kontrol af en PCR-
inhibition, skal den tilseettes direkte til HSV TM Master. Brug dertil felgende

pipetteringsskema (se endvidere skematisk oversigt i Fig. 2):

HSV TM Master 20 ul 240 ul
1. Opseetning af HSV TM Mg-Sol 10 ul 120 ul
Master Mix HSV TMIC 2 1l 24 1l
Samlet volumen 32ul 384 ul’
ter Mi 30 ul for hver 30 I’
2. Opszetning af Master Mix u or hver 30 u
Prove 20 ul for hver 20 ul
PCR-reakti
CR-reakiion Samlet volumen 50 ul for hver 50 ul

Pipetter 30 ul of Master Mix i hver reaktionsbeholder hhv. i hver fordybning i

96 brends-reaktionspladen. Derefter tilssettes 20 ul aof eluatet fra DNA-
isoleringen. Serg for, at begge oplasninger blandes godt igennem ved at
afpipettere og opsuge dem flere gange. Luk reaktionsbeholderne med de
tilherende 1&g, eller hvis der anvendes en 96-brends-reaktionsplade ved hjselp
af selvkleebende optiske folier (Optical Adhesive Covers). For at samle
opsaetningsvolumenet i ror- eller pladebunden centrifugeres

reaktionsbeholderne (i en til PCR-rer egnet opbevaringsrack), hhv.

" Volumenforhgijelsen, som opstér pd grund af tilsaetning af den Interne Kontrol, er
irrelevant. Sensitiviteten for detektionssystemet pdvirkes ikke.
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96-bronds- reaktionspladen i en centrifuge med mikrotiterplade-rotor i 30
sekunder ved 1.780 x g (4.000 rpm). Hvis De ikke har en sé&dan
centrifuge, s& serg ved opseaetningen af PCR-reaktionerne for, at pipettere
bdde Master Mix og prevevolumenet p& bunden af reaktionsbeholderne hhv.
reaktionsenhederne (brend). Opbevar reaktionspdsaetningerne ved +4°C
indtil ABI PRISM SDS Instrument er programmeret (se 8.5 Programmering af
ABI PRISM SDS), og overfer dem derefter til apparatet.

Bemeerk:

» Seet ved brug of optiske reaktionsbeholdere sammen med optiske &g altid
et holdningsstativ ind (96-Well Tray/Retainer Set) i instrumentet (ABI PRISM
7000 og 7900HT SDS). Ved anvendelsen aof det todelte

holdningsstativ er det nedvendigt at &bne reaktionsbeholderne ved
indseetningen og udtagningen. Brug udelukkende den nederste del af
rack’et for at undgé kontaminationer i forbindelse med dette.

* Ved benyttelse af 96-brands optiske reaktionsplader sammen med

selvkleebende optiske folier, er det nedvendigt, at der leegges en

kompressionsmétte p& (Optical Cover Compression Pads).
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Tilseetning af Intern Kontrol til oprensningen

s
Y

LI

Fig. 1:  Skematisk arbejdsforlab til kontrol af oprensning og PCR-
inhibition.

*Det er yderst vigtigt at serge for, at de anvendte oplasninger
er fuldsteendigt opteet, blandet godt og centrifugeret kort.
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Tilseetning af Intern Kontrol til artus Master

---
- iﬁ

Fig. 2:  Skematisk arbejdsforlab fil kontrol af PCR-inhibition.

*Det er yderst vigtigt at serge for, at de anvendte oplasninger
er fuldsteendigt opteet, blandet godt og centrifugeret kort.
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8.5 Programmering af ABI PRISM SDS

Softwaren til ABI PRISM 7000 og 7900HT Sequence Detection Systems (SDS)
kreever nogle ekstrainformationer, inden PCR-kerslen kan startes. Fordi
fremgangsmé&den ved programmeringen of de enkelte instrumenter er

forskellig, behandles de i separate kapitler.

8.5.1 Programmering af ABI PRISM 7000 SDS

Udarbejd til detektion af HSV-DNA en profil p& Deres ABI PRISM 7000 SDS
efter de folgende seks arbejdstrin (8.5.1.1 - 8.5.1.6). Alle angivelser refererer
til ABI PRISM 7000 SDS software version 1.0.1. Enkeltheder vedrerende
programmering af ABI PRISM 7000 SDS kan leeses i ABI PRISM 7000 SDS

User Guide. Af hensyn til overskueligheden er indstillingerne, der skal

foretages, fremhaevet med sorte rammer i figurerne.

8.5.1.1 Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-korsel
Veaelg p& ABI PRISM 7000 SDS menupunktet New, som befinder sig under File,
og indstil for det nye dokument felgende grundindstillinger (se Fig. 3). Et i
forvejen gemt template (SDS Template [*.sdt]) findes i Template-listen, eller
ved hjelp af Browse-funktionen (se 8.5.1.5 Arkivering af PCR-karslen).

Bekreaeftindtastninger (OK).

New Document

Assay: |Absolute Quantitation

Container : I%-Well Clear 1

Template : IBIank Document

Browse ...

cancet_|

Fig. 3: Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-karsel (New Document).
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8.5.1.2 Oprettelse/valg af detektorer

Ved hjelp af den separate menu Detector Manager, som befinder sig under
Tools, tildeles dokumentet de tilsvarende detektorfarvestoffer. Til detektion af

HSV-DNA sével som den Interne Kontrol ved hjeelp af artus HSV- 1/2 TM PCR

Kit, skal reporterne/quencherne, som er angivet i den folgende tabel,

defineres:
Detektion Reporter Quencher
HSV1-DNA FAM none
HSV2-DNA NED none
Intern Kontrol (HSV TMIC) VIC none

Veelg til udarbejdelse af disse detektorer i Detector Manager den forneden til

venstre lokaliserede option File og derefter optionen New.

New Detector . x|

Name: |artus HSV1

New Detector

Name: |avlus HSV2

Description: [ﬂ"us HSY ¥2 TM PCR Kit Description: Ianus HSV 172 TM PCR Kit
Reporter Dye: |NED v | [— 1

Quencher Dye; I(none) L]

1— Reporter Dye: [FAM |

Quencher Dye: I(ncme) zl

Color: -
Nates: Notes:
2 | 2
Create Another Cancel Create Anather Cancel
Fig. 4: Udarbejdelse af den HSVI1- Fig. 5: Udarbejdelse af den HSV2-
specifikke  detektor (Detector specifikke  detektor (Detector
Manager). Manager).
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New Detector 3 il

Name: Ianus HSVIC

Description: Ianus HSV 172 TM PCRKit

1 m— Feporter Dye: I\AC _v_l

Ll

Quencher Dye: I(none)

Coler: !

Notes:

o:emeAnomer| Cancel |

Fig. 6: Udarbejdelse aof den Intern
Kontrol-specifikke detektor
(Detector Manager).
Definér i vinduet, som nu kommer frem, reporter/quencher-kombinationen
FAM/none hhv. NED/none (tilsvarende Fig. 4 — Fig. 6) for at p&vise HSV1-
DNA hhv. HSV2-DNA. Velg til detektion af den Interne Kontrol,
kombinationen VIC/none. Ved bekraeftelsen af indtastningerne (OK) vender
De tilbage til Detector Manager. Markér de lige oprettede detektorer, og

transferer hvert udvalg, ved at klikke p& optionen Add to Plate Document, til

Well Inspector (se Fig. 7). Luk vinduet (Done).

Detector Manager I | l]
— Detector List
| EllE

Detector Name|Description| Reporter | Quenchei| Colorj Notes Last Modified _A_J

artus HSV IC artus HSY VIC (none)

artus HSV1 artus HSY FAM (none)

artus HSV2 artus HSV NED {none) J I 1

5 6

iFile ~ i Add To Plate Document 2

Done P— 3

Fig. 7: Valg af detektorer (Detector Manager).
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8.5.1.3 Tildeling af de nedvendige informationer til
pladepositionerne

Abn optionen Well Inspector, som befinder sig under View til at finde de

detektorer, som De allerede har valgt under 8.5.1.2 (se Fig. 8-Fig. 9).

zl
Well(s): B2-B8
Sample Name:  |QS1 HSV1
I Use Detector Reporter Quencher Task Quantity Color

vV |artus HSY IC WVIC {none) Unknown

Standard Lj

V |artus HSV2 NED {none) Unknown u— 1
I‘ I NTC I »
I~ Omitwell -

Passive
Add Detector... l Remove I Close | |RO>< v] - 2

Fig. 8: Tildeling af de n@dvendige informationer til pladepositionerne (Well Inspector).

Well Inspector . ] ﬁ
Well(s): B2-B8
Sample Name: IOS1 HSWV2

Use Detector Reporter Quencher Task Quantity I Color

v |artus HSY IC VIC {none) Unknown

vV l|artus HSV1 FAM {none) Unknown

e Standard _ﬂ - 1
< | Standard »
=L =
Passive
Add Detector... [ Remove | Close | |RO>< vl 2

Fig. 9: Tildeling af de nedvendige informationer til pladepositionerne (Well Inspector).
Markér de til detektion aof HSV-DNA belagte pladepositioner. Tildel de
udvalgte detektorer til positionerne, og aktivér Use-optionen for begge
detektorer ved at klikke p& dem. Der dukker et hak op. For at navngive de
enkelte reaktionsopseetninger, veelg den tilhgrende position p& pladen og
indtast navnet under Sample Name. Bemaerk, at opsaetninger med identisk

Sample Name og identisk detektortilvisning identificeres af softwaren som

replikat og, at der vedrerende deres kvantificerede smitstofbelastning
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beregnes en gennemsnitsvaerdi. Veelg dernzest den tilsvarende funktion (Task)

for hver provetype ifalge den nedenstdende tabel:

Prevetvpe FU_;_‘::':” Korgir;:;hon Rel_pl’g\;’r ]e r Rel_p;g\r/’r;r Quencher
Prave Unknown - FAM NED none
Negativ kontrol NTC - FAM NED none
Standard Standard se 1. Indhold FAM NED none

Til  udarbejdelsen of en standardkurve anvendes «alle  vedlagte
Kvantificeringsstandarder (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS
1 — 4) pr. PCR-karsel. Indtast de tilherende koncentrationer (se 1. Indhold) for
hver enkel standard, i feltet Quantity. Bemaerk, at ROX til en PCR-karsel med
artus HSV-1/2 TM PCR Kit skal indstilles som passiv reference (Passive
Reference). En jaevn fordeling af ROX-farvestoffet p& alle PCR-opsaetninger af
et lot, ved en gennemblanding af HSV TM Master, sikrer genkendelsen og
beregningen aftube-to-tube-variationer (fluorescensforskelle mellem forskellige

PCR-opseetninger) via Sequence Detection Software (normalisering).

8.5.1.4 Oprettelse af en temperaturprofil

Skift, for at indtaste temperaturprofilen, i softwaren fra Setup-planen til
Instrument-planen. Indtast nu, tilsvarende Fig. 10, den til detektion aof HSV-
DNA gyldige temperaturprofil. For at fierne det i forindstillingerne gemte 50°C-
trin, markeres dette ved hjelp af venstre musetast mens Shift-tasten holdes
nede, og slettes derefter med Backspace-tasten Kontrollér, at
reaktionsvolumenet er indstillet til 50 ul. Optionen 9600 Emulation skal
aktiveres. Forindstillingerne til Auto Increment forbliver uforandret (Auto

Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).
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— Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile |Aut0 Incrementl
Stage 1 Stage 2

Reps:i | Reps:fs ]

Add Cycle | AddHold | Add Step ||53mp'9\’0'ume 50 () 2

Help I I” Dissociation Protocol ~ [son €
[7_9600 Emulation | 3

Fig. 10: Oprettelse af en temperaturprofil.

8.5.1.5 Arkivering af PCR-kerslen

Gem de indtastede indstillinger (Setup) som maske, s& de kan benyttes til

senere anvendelser i endret eller usendret form. Ved at arkivere
indstillingerne som ABI PRISM® SDS Template (*.sdf) i det of Applied
Biosystems oprettede Template Directory (Local Disk [C:]\Program Files\ABI
PRISM 7000\Templates) kan dette dokument veelges direkte ud fra Template
drop-down-listen i New Document-vinduet. Forleeg, som er gemt i andre
mapper, skal &bnes via Browse. Serg altid for at gemme den aktuelt
programmerede PCR-karsel en gang til som SDS Document (*.sds) inden
testen startes. Dermed sikres arkiveringen aof de data, der har samlet sig

under PCR-kegrslen.

8.5.1.6 Start af PCR-kerslen

Start PCR-karslen ved at veelge optionen Start under menupunktet Instrument

eller via feltet Start p& Instrument-planen.
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8.5.2 Programmering af ABI PRISM 7900HT SDS

Udarbeijd til detektion af HSV-DNA en profil p& Deres ABI PRISM 7900HT SDS
efter de folgende seks arbejdstrin (8.5.2.1 - 8.5.2.6). Alle angivelser refererer
til ABI PRISM 7900HT SDS software version 2.1. Enkeltheder vedrgrende
programmeringen af ABI PRISM 7900HT SDS kan lseses i ABI PRISM 7900HT
SDS User Guide. Af hensyn til overskueligheden er indstillingerne, der skal

foretages, fremhaevet med sorte rammer i figurerne.

8.5.2.1 Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-korsel

Veelg p& ABI PRISM 7900HT SDS menupunktet New, som befinder sig under
File, og indstil for det nye dokument felgende grundindstillinger (se Fig.
11). Et i forvejen gemt template (ABI PRISM SDS Template Document [*.sdt])
findes i Template-listen eller ved hjeelp af Browse-funktionen (se 8.5.2.5

Arkivering of PCR-kerslen). Bekrzeft indtastningerne (OK).

Bemeerk: artus HSV-1/2 TM PCR Kit kan ikke anvendes i forbindelse med
384’er pladeformatet af ABI PRISM 7900HT SDS.

£l

Assay: lAbsolute Quantification (Standard Curve)

L
L

Cortainer: |95 Wells Clear Plate

|

Template: |Blank Template

Browse... |

Barcode: I

l' Cancel I

Fig. 11: Forindstillinger ved oprettelsen af et nyt dokument (New Document).
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8.5.2.2 Oprettelse/valg af detektorer

Ved hjelp af den separate menu Detector Manager, som befinder sig under
Tools (alternativt: Veelg Setup-planen/Add Detector-funktion), tildeles
dokumentet de tilsvarende detektorfarvestoffer. Til detektion af HSV-DNA
s@vel som den Interne Kontrol ved hjeelp aof artus HSV-1/2 TM PCR Kit skal

reporterne/quencherne, der er angivet i den falgende tabel, defineres:

Detektion Reporter Quencher
HSV1-DNA FAM Non Fluorescent
HSV2-DNA NED Non Fluorescent

Intern Kontrol (HSV TMIC) VIC Non Fluorescent

Veelg til udarbejdelsen af disse detektorer i Detector Manager den forneden #il

venstre lokaliserede option New.

Add Detector B3 Add Detector
Name: | artus HSV1 Name: | artus HSV2
Pescription: | artus HSV 1/2 Th PCR Kit Description: | artus HSV 1/2 TM PCR Kit
1 e — 1
U e—
Reporter: |FAM s Reporter: INED 'I
Quencher: |Non Fluorescent ¥ Quencher: INnn Fluorescent 'I
Color: - Color: -
Notes: ‘ Notes:
2 | —— 2
== ==
Fig. 12: Udarbejdelse af den HSVI1- Fig. 13: Udarbejdelse aof den HSV2-
specifikke  detektor  (Detector specifikke  detektor  (Detector
Manager). Manager).
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Add Detector | X]

Neme: | artus HSV IC

Description: I artus HSV 1/2 TM PCR Kit

1- e

Reporter: [VIC v

Quencher: |Nun Fluorescent 'I
coor: [

Notes: ‘

2 1

Fig. 14: Udarbejdelse aof den Intern
Kontrol-specifikke detektor

(Detector Manager).

Definér i vinduet som nu kommer frem reporter/quencher-kombinationen
FAM/Non Fluorescent hhv. NED/Non Fluorescent (tilsvarende Fig. 12 -
Fig. 14) til detektion af HSV1-DNA hhv. HSV2-DNA. Veelg til detektion of den
Interne Kontrol kombinationen VIC/Non Fluorescent. Ved bekreeftelse af
indtastningerne (OK) vender De tilbage til Detector Manager. Markér de lige
oprettede detektorer, og transferer hvert udvalg, ved at klikke p& optionen

Copy to Plate Document, til Setup-planen (se Fig. 15). Luk vinduet (Done).

Detector Manager B3
Finct | A~
| Narne |  Repoter | Quencher | Color| Modification Date |
artus HSV IC VIC Non Fluorescent [N - 1
artus HSV1 FAM Mon Fluorescent =
artus HSV2 NED MNon Fluorescent | —
I
New... | Open I Save As... Import... Export... Copy To Plate Document 2

Fig. 15: Valg af detektorer (Detector Manager).
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8.5.2.3 Tildeling af de nedvendige informationer til
pladepositionerne

Efter De har lukket Detector Manager (Done) findes detektorerne De selv har
udvalgt under 8.5.2.2 tabellarisk opstillet (se Fig. 16) p& Setup-planen (Well

Inspector).

Setup | Instrument |

well(s): B3-B7, C3-C7, D3-D7, E3-E7 l‘
Sample Name: IQ 51 HBV1

Use | Detector | Reporter | Task | Quantity | Color

% atusHSVIC | YIC IUnknown o I

artus HSV1 Standard =
% artus HSV2 NED [Unknown 1
NTC
Add Detector... | Clear | Copy to Manager |
1

Passive Reference: |R0}( LI | 2
[ Omit Well(s)

Fig. 16: Tildeling af de nedvendige informationer (HSV1) til pladepositionerne.

Setup | instrument |

well(s): B3-B7, C3-C7, D3-D7, E3-E7 _ﬂ
Sample Name: IE_?.!EH HSY2
| use| Detector Reporter Task Quantity Color
I ¥ | artusHsvIC VIC Unknowwn
artus HSV1 Unknown

artus HSV?2 IStandard

Unknown 1
NTC
Add Detector... | Clear I Copy to Manager
Passive Reference: |R0>< LI II 2
[ Omit Well(s)

Fig. 17: Tildeling af de nadvendige informationer (HSV2) il pladepositionerne.

Markér de til detektion af HSV-DNA belagte pladepositioner. Tildel de

udvalgte detektorer til positionerne, idet De aktiverer Use-optionen for begge
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detektorer ved at klikke p& dem. Der dukker et kryds op. For at navngive de
enkelte reaktionsopsaetninger, veelger De den tilherende position p& pladen

og indtaster navnet under Sample Name. Bemzerk, at opseetninger med
identisk Sample Name og identisk detektortilvisning identificeres af softwaren
som replikat, og at der vedrerende deres kvantificerede smitstofbelastning
beregnes en gennemsnitsveerdi. Dernaest veelger De den tilsvarende funktion

(Task) for hver provetype ifelge den nedenstdende tabel:

Funktion

Koncentration

Reporter

Reporter

Prevety (@] h
rovelvee Task Quanti HSV1  HSV2 pencher
Prove Unknown - FAM NED Non Fluorescent
Negati
eganv NTC - FAM NED Non Fluorescent
kontrol
Standard Standard se 1. Indhold FAM NED Non Fluorescent
Til  udarbejdelsen en standardkurve anvendes alle vedlagte

Kvantificeringsstandarder (HSV1 LC/RG/TM QS 1 — 4 & HSV2 LC/RG/TM QS
1 — 4) pr. PCR-karsel. Indtast de tilherende koncentrationer (se 1. Indhold) for
hver enkel standard (Quantity). Bemaerk, at ROX for PCR- kersler med artus
HSV-1/2 TM PCR Kit skal indstilles som passiv reference (Passive Reference).
En jeevn fordeling af ROX-farvestoffet p& alle PCR- opsaetninger af et lot,
ved hjzlp of en gennemblanding af HSV TM Master, sikrer genkendelsen og
variationer (fluorescensforskelle mellem

beregningen af tube-to-tube

forskellige PCR-opsaetninger) via Sequence Detection Software (normalisering).

8.5.2.4 Oprettelse af en temperaturprofil

Skift, for at indtaste temperaturprofilen fra Setup-planen til Instrument-planen.
Indtast nu, tilsvarende Fig. 18, den ftil detektion af HSV-DNA gyldige
temperaturprofil. Kontrollér, at reaktionsvolumenet er indstillet til 50 wul.
Optionen 9600 Emulation skal aktiveres. Forindstillingerne for Ramp-tiden og
Auto Increment bliver uforandret (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C,

0.0 Seconds).
|
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Fig. 18: Oprettelse af en temperaturprofil.

Endvidere befinder sig p& Instrument-planen optionen Data Collection. Ved
valg of denne option kommer De til det i Fig. 19 viste vindue. Hver Ramp- og
hver Plateau-temperatur er forsynet med et symbol for datasamling (Data
Collection Icon), dette anskueligger samlingen of data p& det nuveerende
tidspunkt i kerslen. Fiern alle symboler ved at klikke p& dem, undtagen det fil
tidspunktet for Annealing-Extension-trinnet (Stage2/Step2) for at undgé
unadvendige fluorescensmélinger. P& denne ma&de holdes den samlede

datamaengde s& lav som mulig.
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1

Fig. 19: Datasamling (Data Collection).

8.5.2.5 Arkivering af PCR-kerslen

Her kan De gemme de indtastede indstillinger (Setup) som maske, s& de kan
benyttes til senere anvendelser i aendret eller uaendret form. Ved at arkivere
indstillingerne som ABI PRISM SDS Template Document (*.sdt) i det af Applied
Biosystems oprettede Template Directory ([D:]/Program Files\Applied
Biosystems\SDS 2.1\Templates), kan dette dokument velges direkte ud fra
Template-listen i New Document-vinduet. Forleeg, som er gemt i andre
mapper, skal dbnes via Browse. Inden de starter den aktuelt programmerede
PCR-kersel, er det nadvendigt at gemme den en gang til som ABI PRISM SDS
Document (*.sds). Dermed sikres arkiveringen af de data, der har samlet sig
under PCR-kearslen.

8.5.2.6 Start af PCR-kerslen

Start PCR-karslen ved valg of optionen Start under menupunktet Instrument.
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9. Analyse

Inden instrumentet sesettes igang, kreeves en korrekt kalibrering aof
farvestofferne (Pure Spectra Component File) og baggrunden (Background
Component File). Disse kalibrerings-filer er nedvendige for den praecise

beregning af resultaterne pé felgende méde:

Stajsignaler der stammer fra instrumentet og pévirker mélingen, elimineres af
Sequence Detection Software fra ABI PRISM Sequence Detection Systems ved
hjeelp af Background Component File.

Desuden optreeder der ved multifarve-analyser interferenser mellem
emissionsspektrerne for de enkelte fluorescensfarvestoffer. Softwaren til

ABI PRISM SDS kompenserer for disse interferenser idet den beregner
spektraldataene for de enkelte farvestoffer, der er gemt i Pure Spectra
Component File. Tildelingen af fluorescensdataene til de programmerbare
detektorer, der i lgbet af PCR’en har samlet sig over hele det malbare
spektrum, sker ligeledes af softwaren ved hjaelp af Pure Spectra Components.
Derefter bliver de beregnede fluorescensdata for de enkelte farvestoffer til

udregning af tube-to-tube variationer (fluorescensforskelle mellem forskellige

o

PCR-opseetninger) delt via et signal af den passive reference (ROX). Nér
signalerne er blevet normaliseret pd denne mdade, kan de analyseres ved

hjeelp af Amplification Plots.

Kalibreringsfilerne som blev brugt ved analysen af PCR-kerslen, gemmes

automatisk ved arkiveringen. Hvis der ikke er installeret nogle
kalibreringsfiler, s& bedes De felge anvisningerne i ABI PRISM SDS User

Guide/Manual vedrgrende oprettelsen af sddanne filer.

Hvis De har integreret mere end et artus TM PCR-system i Deres PCR-kersel
(bemaerk temperaturprofilen), s& skal disse testsystemer analyseres separate.
Prever med identisk betegnelse (Sample Name) og detektortilvisning
identificeres aof ABI PRISM 7000 og 7900HT SDS Software automatisk som
replikat, og vedrerende deres kvantificerede smitstofbelastning beregnes en

gennemsnitsveerdi.
|
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Falgende resultater er mulige:

1. Et FAM-fluorescenssignal for HSV1 hhv. et NED-fluorescenssignal for
HSV2 detekteres.
Analysens resultat er positivt: Praven indeholder HSV-DNA.

| dette tilfeelde er detektionen af et VIC-fluorescenssignal (Intern Kontrol) uvaesentlig,
da hegje udgangskoncentrationer af HSV-DNA (positivt FAM-fluorescenssignal for
HSV1 hhv. positivt NED-fluorescenssignal for HSV2) kan fere til et reduceret og

tilmed helt udeblivende fluorescens-signal af den Interne Kontrol (konkurrence).

2. Der detekteres hverken et FAM-fluorescenssignal for HSV1 eller et NED-
fluorescenssignal for HSV2, men kun et VIC-fluorescenssignal (signal fra

den Interne Kontrol).

| preven kan der ikke p&vises HSV-DNA. Den kan sdledes betragtes som
negativ.

Ved negativ HSV-PCR udelukker det detekterede Intern Kontrol-signal muligheden for
en PCR-inhibition.

3. Hverken et FAM-fluorescenssignal for HSV1 eller et NED-
fluorescenssignal for HSV2 eller et VIC-fluorescenssignal detekteres.
Et diagnostisk udsagn er ikke muligt.

Information om fejlkilder og afhjeelpning er angivet under 10. Fejlkilder.

Eksempler p& positive og negative PCR-reaktioner er angivet i figurerne
Fig. 20-Fig. 23 (ABI PRISM 7000 SDS) og Fig. 24-27 (ABI PRISM 7900HT
SDS).
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Fig. 20: P&visning aof Kvantificeringsstandarder (HSV1 LC/RG/TM QS
1 - 4) gennem detektionen af et FAM-fluorescenssignal (ABI
PRISM 7000 SDS). NTC: non-template control

(negativkontrol).
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Fig. 21: P&visning af den Interne Kontrol (IC) gennem detektionen af et
VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM 7000 SDS) ved samtidig
amplifikation af Kvantificeringsstandarder

(HSV1 LC/RG/TM QS 1 -4).  NTC: non-template control
(negativkontrol).
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Fig. 22: Pavisning af Kvantificeringsstandarder (HSV2 TM QS 1 - 4)
gennem detektionen af et VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM
7000 SDS). NTC: non-template control
(negativkontrol).
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Fig. 23: P&visning af den Interne Kontrol (IC) gennem detektionen af et
VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM 7000 SDS) ved samtidig
amplifikation af Kvantificeringsstandarder

(HSY2 TM QS 1 - 4). NTC: non-template control
(negativkontrol).
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Fig. 24: P&visning af Kvantificeringsstandarder (HSV1 LC/RG/TM QS
1 - 4) gennem detektionen of et FAM-fluorescenssignal (ABI
PRISM 7900HT SDS). NTC: non-template control

(negativkontrol).
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Fig. 25: P&visning af den Interne Kontrol (IC) gennem detektionen af et
VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM 7900HT SDS) ved samtidig

amplifikation af Kvantificeringsstandarder

(HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template control

(negativkontrol).
|
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Fig. 26: P&visning  of Kvantificeringsstandarder ~ (HSV2 LC/RG/TM
QS 1 - 4) gennem detektionen af et NED-fluorescenssignal
(ABI PRISM 7900HT SDS). NTC: non-template control

(negativkontrol).
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Fig. 27: P&visning af den Interne Kontrol (IC) gennem detektionen af et
VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM 7900HT SDS) ved samtidig
amplifikation af Kvantificeringsstandarder

(HSV2 LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template control
(negativkontrol).
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10. Fejlkilder

Hverken FAM-fluorescenssignal for HSV1 eller NED-fluorescenssignal for
HSV2 ved positivkontrollerne (HSV1 LC/RG/TM QS 1 - 4 & HSV2 LC/RG/TM
QS 1-4):

Valget af detektorfarvestofferne ved PCR-data-analysen svarer ikke fil

angivelserneiprotokollen.

© Vealg for data-analysen detektorfarvestoffet FAM for HSV1 hhv. NED
for HSV2 for den analytiske HSV-PCR og detektorfarvestoffet VIC for
PCR’en af den Interne Kontrol.

* Under Options findes indstillingen af dataene (Extension Phase Data
Extraction), der bruges for analysen. Denne indstilling stemmer ikke
overens med indstillingerne i Data Collection (for ABI PRISM 7900HT SDS
se 8.5.2.4 Oprettelse af en temperaturprofil).’
© Analysér PCR-kerslen med korrigerede indstillinger og gentag analysen

(Analysis).
* Fejl i programmeringen af temperaturprofilen af ABI PRISM Sequence

Detection Systems.
€ Sammenlign temperaturprofilen med angivelserne i protokollen (se
8.5 Programmering af ABI PRISM SDS).
* Fejl i sammenseetningen af PCR-reaktionen.

© Kontrollér Deres arbejdstrin ved hjeelp af pipetteringsskemaet (se

8.4 Forberedelse af PCR) og gentag i givent tilfeelde PCR’en.

» Betingelserne for opbevaring af en eller flere af kittets komponenter
svarede ikke til de i 2. Opbevaring angivne forskrifter eller
holdbarhedsdatoen for artus HSV-1/2 TM PCR Kit blev overtrédt.

© Kontrollér venligst b&de betingelserne for opbevaring og holdbarhedsdatoen
(se pé& kit-etiketten) af reagenserne og anvend i givent tilfaelde et nyt kit.

Svagt eller fraveerende signal fra den Interne Kontrol (VIC-fluorescenssignal)
og samtidig fraveer of et FAM-fluorescenssignal for HSV1 og NED-
fluorescenssignal for HSV2 aof den specifikke HSV- PCR:
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» PCR-betingelserne svarer ikke til protokollen.

© Kontrollér betingelserne (se foroven) og gentag i givent tilfaelde
PCR’en med korrigerede indstillinger.

* PCR’en er blevet inhiberet.

© Sorg for, at De anvender en af os anbefalet oprensningsmetode (se
8.1 DNA-isolering) og hold Dem ngaije til producentens anvisninger.

€ Kontrollér, at der ved DNA-oprensningen, fer gennemferelsen af
elueringen, blev gennemfart det anbefalede centrifugeringstrin til den
fuldsteendige fiernelse af ethanol-rester (se 8.1 DNA-isolering).

» Der foreligger tab af DNA forarsaget af oprensningen.
€ Hvis den Interne Kontrol blev tilsat oprensningen, kan fraveer aof

signalet fra den Interne Kontrol betyde, at der foreligger tab of DNA
ford&rsaget aof oprensningen. Serg for, at De anvender en af os
anbefalet oprensningsmetode (se 8.1 DNA-isolering) og hold Dem
neje til producentens anvisninger.

» Betingelserne for opbevaring af en eller flere af kittets komponenter svarer
ikke til de i 2. Opbevaring angivne forskrifter eller holdbarhedsdatoen for
artus HSV-1/2 TM PCRKit blev overtradt.
€ Kontrollér venligst b&de betingelserne for opbevaring og

holdbarhedsdatoen (se p& kit-etiketten) af reagenserne og anvend i
givent tilfelde et nyt kit.

Et FAM-fluorescenssignal for HSV1 og et NED-fluorescenssignal for

HSV2 af den analytiske PCR ved negativkontrollerne:
» Der foreligger en kontamination ved forberedelserne afPCR’en.

€ Gentag PCR’en med ubrugte reagenser i replikater.

€ Luk, hvis muligt, hvert af de enkelte PCR-beholdere direkte efter
tilseetningen aof den prave, der skal undersages.

@ Pipettér principielt positiv-kontrollerne sidst.

€ Sorg for at arbejdsbordene og apparaterne regelmaessigt
dekontamineres.

» Der foreligger en kontamination forérsaget af oprensningen.
€ Gentag oprensningen og PCR’en for de prever der skal undersages

under anvendelse af ubrugte reagenser.
|
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© Sorg for at arbejdsbordene og apparaterne  regelmaessigt

dekontamineres.

Hvis der skulle opsté& yderligere spergsmal eller problemer, kontakt venligst

vores tekniske service.

11. Specifikationer

11.1 Analytisk sensitivitet

Til bestemmelsen af den analytiske sensitivitet for artus HSV-1/2 TM PCR Kit
blev der udarbejdet en standard-fortyndingsraekke for HSV1 af 25,7 il

nominelt 0,008 HSV-kopizekvivalenter /ul og for HSV2 af 35,31 til nominelt
0,012 HSV-kopiskvivalenter /ul. Disse blev derefter analyseret med artus
HSV-1/2 TM PCR Kit med ABI PRISM 7000 og 7900HT Sequence Detection

Systems. Undersagelserne for hvert apparat blev gennemfart pé tre

forskellige dage med oftte replikater. Resultaterne blev udarbejdet ved hjaelp aof
en probit-analyse. Dens grafiske analyse (ABI PRISM 7900HT SDS) er visti Fig.
28-Fig. 29.

detektionsgraense (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,9 kopier/ul
ABI PRISM 7000 SDS 0,5 kopier/ul
ABI PRISM 7900HT SDS 1,8 kopier/ul
ABI PRISM 7900HT SDS 2,0 kopier/ul

Det betyder, at 0,9 kopier/ul (HSV1) hhv. 0,5 kopier/ul (HSV2, ABI PRISM 7000
SDS) og 1,8 kopier/ul (HSV1) hhv. 2,0 kopier/ul (HSV2, ABI PRISM7900HT SDS)
kan detekteres med 95 % sandsynlighed.

"Standarden som anvendes her, er et klonet PCR-produkt. Dens koncentration blev
bestemt spektral- og fluorescensfotometrisk.
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Probit-analyse: HSV1 (ABI PRISM 7900HT SDS)

ﬁ e
0,26229 £ 1,8 kopierful (95%)
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Fig. 28: Analytisk sensitivitet for HSV1 aof artus HSV-1/2 TM PCR Kit
(ABI PRISM 7900HT SDS).
Probit-analyse: HSV2 (ABI PRISM 7900HT SDS)
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Fig. 29: Analytisk sensitivitet for HSV2 aof artus HSV-1/2 TM PCR Kit
(ABI PRISM 7900HT SDS).
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11.2 Specificitet

Specificiteten for artus HSV-1/2 TM PCR Kit sikres ferst og fremmest igennem
udvalget of primere og prober samt ved valget of stringente
reaktionsbetingelser. Primerne og proberne blev kontrolleret for eventuelle
homologier til alle i genbanker publicerede sekvenser ved hjelp af en
sekvenssammenlignings-analyse.  Detekterbarheden for alle relevante

stammer kontrolleres herved.

Til bestemmelsen af specificiteten for artus HSV-1/2 TM PCR Kit blev den i
Tabel 1 angivne kontrolgruppe undersagt for krydsreaktivitet. Ingen af de

testede smitstoffer var reaktive.

Tabel 1: Specificitetstest af kittet med potentielle krydsreaktive smitstoffer.

Konfrolgruppe HSV-1/2 Infern Kontrol
FAM/NED IC
Human herpesvirus 3 (Varizella-zoster-virus) - +
Human herpesvirus 4 (Epstein-barr-virus) +
Human herpesvirus 5 (Cytomegalovirus) +
Human herpesvirus 6 A +
Human herpesvirus 6 B +
Human herpesvirus 7 +
Human herpesvirus 8 +
Hepatitis A-virus +
Hepatitis B-virus +
Hepatitis C-virus +
Human immundefekt virus +
Human t-celle leukaemi virus type 1 og 2 +
Vest Nil virus +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
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11.3 Praecision

Preecisionsdata for artus HSV-1/2 TM PCR Kit tillader en bestemmelse af
totalvariansen (samlet spredning) af testsystemet. Denne totalvarians bestér
of Intra-assay variationen (spredning af prever med samme koncentration
inden for en forsegsopsaetning), af Inter-assay variationen (spredning der
forekommer pga. forskellige personer inden for et laboratorium, der udferer
analysen pé& forskellige apparater af samme type) og af Inter-lot variationen
(spredning ved benyttelse of forskellige lots). Via dette bliver savel
standardafvigelsen, variansen og variationskoefficienten for bé&de den

smitstof-specifikke og den Intern Kontrol-PCR’en beregnet.

Disse preecisionsdata blev bestemt for artus HSV-1/2 TM PCR Kit pé
baggrund af Kvantificeringsstandarden med den laveste koncentration (QS 4;
10 kopier/ul). Undersagelserne blev udfert med otte replikater. Resultaterne af
preecisiondataene blev beregnet pd& baggrund af amplifikationskurvens Ct-
veerdier (Ct: threshold cycle, se Tabel 2/Tabel 4) og de derud beregnede
kvantitative veerdier i kopier/ul (se Tabel 3/Tabel 5). Séledes omfatter den
samlede variation af en preve med den oplyste koncentration 2,62 % (Ct,
HSV1) og 2,07 % (Ct, HSV2) hhv. 14,02 % (konc., HSV1) og 14,82 % (konc.,

HSV?2), og til detektion af den Interne Kontrol 1,84 % (Ct, HSV1) og 1,92 %
(Ct, HSV2). Disse veerdier baserer p& helheden aof alle enkeltveerdiernes

konstaterede variationer.
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Tabel 2: Preecisionsdata for HSV1 pé grundlag af Ct-veerdierne.

Standard- Vari Variations-
afvigelse arans koefficient [%

Intra-assay variation:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 0,18 0,03 0,51
Intra-assay variation:

0,24 0,06 0,87
Intern Kontrol
Inter-assay variation: 0.5 0.06 0.70
HSVI1 LC/RG/TM QS 4 ' ' '
Inter-assay variation:

0,37 0,14 1,36
Intern Kontrol
Inter-lot variation:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 0,23 0,05 0,67
Inter-lot variation:

0,17 0,03 0,65
Intern Kontrol
Totalvarians: 0.92 0.84 ” 4
HSVI1 LC/RG/TM QS 4 9 ' '
Totalvarians:
Intern Kontrol 0,49 0,24 1,84

Tabel 3: Praecisionsdata for HSV1 pé grundlag af de kvantitative vaerdier (i kopier/ul).

Standard- . Variations-
afvigelse VEES koefficient
Intra-assay variation:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 1,32 1,75 13,12
Inter-assay variation:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 1,60 2,56 1581
Inter-lot variation:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 122 1,20 1214
Totalvarians:
HSV1 LC/RG/TM QS 4 142 2,00 14,02
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Tabel 4: Preecisionsdata for HSV2 pé grundlag af Ct-veerdierne.

Intern Kontrol

Standard- Vari Variations-
afvigelse arans koefficient [%

Intra-assay variation:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 0,17 0,03 0,49
Intra-assay variation:

0,10 0,01 0,37
Intern Kontrol
Inter-assay variation: 0.23 0.05 0.48
HSV2 LC/RG/TM QS 4 ' ' '
Inter-assay variation:

0,30 0,09 1,10
Intern Kontrol
Inter-lot variation:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 0,24 0,06 0,74
Inter-lot variation:

0,25 0,06 0,93
Intern Kontrol
Totalvarians: 0.70 04 0
HSV2 LC/RG/TM QS 4 7 A9 07
Totalvarians:

0,52 0,27 1,92

Tabel 5: Praecisionsdata for HSV2 pé grundlag af de kvantitative vaerdier (i kopier/ul).

Intra-assay variation:

Standard-

afvigelse

Varians

Variations-
koefficient

HSV2 LC/RG/TM QS 4

HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,44 2,06 14,25
Inter-assay variation:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,60 2,56 15,80
Inter-lot variation:
HSV2 LC/RG/TM QS 4 1,48 2,18 14,62
Totalvarians:

1,50 2,25 14,82
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11.4 Robusthed

Kontrol af robustheden bruges til bestemmelsen af den samlede
udskillelsesrate for artus HSV-1/2 TM PCR Kit. Hertil blev benyttet 30 HSV
negative CSF-prever blandet med hver 5,4 kopier/ul elueringsvolumen HSV1-
kontrol-DNA (tredobbelt koncentration af den analytiske sensitivitetsgraense).
Efter oprensningen med QlAamp DNA Mini Kit (se 8.1 DNA-isolering) blev
disse prever analyseret med artus HSV-1/2 TM PCR Kit. Undersegelsen for
HSV2 blev gennemfert med den samme fremgangsméde (30 CSF-prover, 6
kopier/ul HSV2-kontrol-DNA). Fejlraten for b&de HSV1 og HSV2 udgjorde for
alle prever 0 %. Robustheden af den Interne Kontrol blev yderligere
kontrolleret igennem oprensningen og analysen aof 30 HSV negative CSF-
prever. Den samlede udskillelsesrate udgjorde 0 %. Inhibitioner blev ikke

observeret. Dermed er robustheden for artus HSV-1/2 TM PCR Kit = 99 %.

11.5 Reproducerbarhed

Dataene for reproducerbarheden registreres, for at kunne foretage en
regelmaessig vurdering af effekten af artus HSV-1/2 TM PCR Kit samt for en
sammenligning med effekten af andre produkter. Disse bliver bekreeftet ved

deltagelse i ringforsag.

11.6 Diagnostisk evaluering

artus HSV-1/2 TM PCR Kit evalueres for tiden i flere studier.

12. Sezerlige anvisninger til brug af produktet

» Alle reagenser mé udelukkende anvendes til in vitro-diagnostik.

 Kun personale, der er specielt undervist og uddannet i in vitro-
diagnostika-proceduren (EN375), bar anvende dette udstyr.
» Det er absolut nedvendigt at protokollen overholdes ngje, for at opnéd

optimale PCR-resultater.
|
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* Forfaldsdatoerne for de enkelte komponenter, der er angivet pé
emballagen og etiketterne, skal overholdes. Udlgbne reagenser mé

ikke benyttes.
13. Advarsler og forholdsregler
Sikkerhedsinformationer vedrerende artus HSV-1/2 TM PCR Kit findes i de

tilsvarende sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS). Disse findes som

kompakt og brugervenlig PDF-fil under www.qiagen.com/safety.

14. Kvalitetskontrol

| overenstemmelse med det ISO 9001 og ISO 13485-certificerede kvalitets-
management-system fra QIAGEN blev ethvert lot af artus HSV-1/2 TM PCR

Kit testet imod givne specifikationer for at sikre en ensartet produktkvalitet.
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Materialenummer
Handbog

In vitro diagnostik medicinsk produkt
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Indholdet er tilstreekkeligt for <N> tests

Temperaturbegraensning

Kvantificeringsstandard
Intern Control

Magnesium-lasning
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