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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN er den ferende leverander af innovative prave- og analyseteknologier,
som ger det muligt at isolere og detektere indholdet af enhver biologisk preve.
Vores avancerede hojkvalitetsprodukter og -service garanterer succes fra prove
til resultat.

QIAGEN seetter standarder i:

B  Oprensning af DNA, RNA og proteiner

B Nukleinsyre- og proteinanalyser

B mikroRNA-undersagelser og RNAI

M Automatisering of preve- og analyseteknologier

Det er vores mél seette Dem i stand til at opné enestdende succes og
gennembrud. Der findes flere oplysninger pd www.giagen.com.
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Tilsigtet anvendelse

artus BK Virus PCR-kit er en in vitro nukleinsyreamplifikationstest til kvantitering
af BK-virus-DNA i humant plasma eller human urin. Dette diagnostiske test-kit
udnytter polymerasekaedereaktionen (PCR) og er konfigureret til brug sammen
med Rotor-Gene Q-instrumenter.

Bemeerk: artus BK Virus RG PCR-kit mé& ikke anvendes sammen med Rotor-
Gene Q 2plex-instrumenterne.

Oversigt og forklaring

artus BK Virus RG PCR-kittet er et brugsklart system til detektion af BK-virus-
DNA ved hjzlp of polymerasekaedereaktion (PCR) p& Rotor-Gene Q-
instrumenter. BK Virus RG Master indeholder reagenser og enzymer til specifik
amplifikation af en 274 bp-region af BK-virusgenomet og til direkte detektion af
det specifikke amplikon i fluorescenskanalen Cycling Green af Rotor-Gene Q
MDx, Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene 6000.

Desuden indeholder artus BK Virus RG PCR-kittet et ekstra heterologt
amplifikationssystem til identifikation af mulig PCR-haemning. Denne detekteres
som en intern kontrol (IC) i fluorescenskanalen Cycling Orange pé Rotor-
Gene Q MDx eller Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene 6000. Detektionsgraensen
for den analytiske BK Virus PCR (se "Analysefalsomhed”, side 24) bliver derved
ikke reduceret. Der leveres eksterne positive kontroller (BK Virus RG QS 1-4),
som tillader bestemmelse af maengden af viralt DNA. For yderligere
information, se “Fortolkning af resultater”, side 19.

Patogeninformation

BK-virus (BKV) er et DNA-virus i gruppen polyomavirus. Primaer infektion
forekommer hovedsageligt i barndommen og er seedvanligvis asymptomatisk.
Seropraevalensen hos voksne er op til 90 %. Efter primaer infektion forbliver BKV
latent i nyreceller og kan reaktiveres under forhold med nedsat immunforsvar,
f.eks. transplantation.

BKV-infektion kan korreleres med tubulointerstitiel nefritis og ureterstenose hos
nyretransplantatmodtagere samt haemoragisk cystitis hos modtagere af

knoglemarvstransplantat. Det har ogsd veeret associeret med sygdomsmeanstre
for vaskulopati, pneumonitis, encefalitis, retinitis og endog multipelt organsvigt.

Vedvarende BKV-replikation pé hgijt niveau er typisk for polyomavirusassocieret
nefropati (PVAN) hos nyretransplantationspatienter. Klinisk relevante infektioner
er oftest begraenset til immunkompromitterede patienter.

Handbog til artus BK Virus RG PCR-kit 12/2014 7



Funktionsprincip

Patogendetektion via polymerasekaedereaktion (PCR) er baseret pé
amplifikation af specifikke omrdder a patogenets genom. Det amplificerede
produkt detekteres i realtids-PCR via fluorescerende farver. Disse er i reglen
knyttet til oligonucleotidprober, der bindes specifikt til det amplificerede
produkt. Monitorering af fluorescensintensiteterne under PCR-karslen (dvs. i
realtid) muligger detektion og kvantitering af det akkumulerede produkt, uden
at man behaver gendbne reaktionsglassene efter PCR-karslen.*

Leverede materialer

Kittets indhold

artus BK Virus RG PCR-kit (24) (96)
Katalognr. 4514263 4514265
Antal reaktioner 24 96

2x12 8x12

reaktioner reaktioner

Blat BK Virus RG Master

Gult  BK Virus RG Mg-Solt Mg-Sol 400 ul 400 ul
BK Virus RG QS 1*
Rock 11", 104 konier ) Qs 2004 2004l

BK Virus RG QS2*

Rodt 1105 kooier/) Qs 2004 2004l
BK Virus RG QS3*

Rodt 1107 komiersil Qs 2004 2004l
BK Virus RG QS4*

Rodt 1107 kooier/ul Qs 2004 2004l

Gront BK Virus RG IC? Ic 1000 ul - 2 x 1000 ul

Hvidt  Vand (PCR kvalitet) 1000 ul 1000 ul

Handbog 1 1

t Magnesium-oplasning.

 Kvantiteringsstandard.

§ Intern kontrol.

* Mackay, .M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Nodvendige materialer, der ikke er vedlagt

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, éngangshandsker og
beskyttelsesbriller, n&r der arbejdes med kemikalier. Der findes mere
information i de tilhgrende sikkerhedsdatablade (material safety data sheets,
SDS:s), som kan fé&s hos den pé&geaeldende leverander.

Reagenser
B DNA-isoleringskit (se “"DNA-isolering”, side 11)

Forbrugsartikler
B Sterile pipettespidser med filtre

M Striprer og heetter, 0,1 ml til brug med 72-brendsrotor (katalognr. 981103
eller 981106)

B Alternativt: PCR-rgr, 0,2 ml, til brug med 36-brendsrotor (katalognr.
981005 eller 981008)

Udstyr
B Pipetter (justerbare)*

M Vortex-mixer*

B Bordcentrifuge* med rotor til 2 ml reagensglas

B Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene Instrument*f med
fluorescenskanaler til Cycling Green og Cycling Orange

B Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q softwareversion 1.7.94 eller nyere

(Rotor-Gene 6000 softwareversion 1.7.65)

B Koleblok (pafyldningsblok 72 x 0,1 ml rer, katalognr. 9018901, eller
péfyldningsblok 96 x 0,2 ml rer, katalognr. 9018905)

Advarsler og forholdsregler
Til in vitro-diagnostisk brug

Der skal altid anvendes en egnet laboratoriekittel, éngangshandsker og
beskyttelsesbriller, ndr der arbejdes med kemikalier. Der henvises til de
relevante sikkerhedsdatablade (SDS) for yderligere information. De findes
online i bekvemt og kompakt pdf-format pd www.giagen.com/safety, hvor
sikkerhedsdatabladene til hvert QIAGEN®-kit og hver kitkomponent kan laeses
og udskrives.

Kassér prave- og analyseaffald i henhold til de lokale sikkerhedsbestemmelser.

* Serg for, at instrumenterne regelmaessigt kontrolleres og kalibreres efter producentens
anvisninger.
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t artus BK Virus RG PCR-kittet m& ikke anvendes sammen med Rotor-Gene Q 2plex-
instrumenterne.

Almene forsigtighedsregler
Felgende anvisninger skal altid overholdes af brugeren:
B Brug sterile pipettespidser med filtre.

B Positivt materiale (prever, positive kontroller, amplifikater) skal opbevares
og oprenses adskilt fra de @vrige reagenser og tilseettes
reaktionsblandingen i et separat rum.

B Opte alle komponenter grundigt ved stuetemperatur (15-25 °C), fer en
analyse pdbegyndes.

B Naér komponenterne er opteet, blandes de (ved at pipettere op og ned flere
gange eller med en pulsvortexblanding) og centrifugeres kort.

B Arbejd hurtigt, og hold PCR-komponenterne péd is eller i keleblokken
(72/96-brands péfyldningsblok).

Opbevaring og héndtering af reagenser

Komponenterne i artus BK Virus PCR-kittet skal opbevares ved -15 °C il

-30 °C og er stabile indtil den udlgbsdato, der er angivet pd etiketten.
Gentagne opteninger og genfrysninger (>2 x) ber undgds, da det kan reducere
analysens falsomhed. Ved uregelmaessig brug skal reagenserne derfor
aliquoteres. Mé& ikke opbevares ved 2-8 °C i mere end fem timer.
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Procedure

DNA-isolering

EZ1 DSP Virus-kittet (QIAGEN, kat. nr. 62724)* er valideret til viral
nukleinsyreoprensning fra humant plasma eller human urin til brug sammen
med artus BK Virus RG PCR-kittet. Udfer den virale DNA-oprensning i henhold
til anvisningerne i HYndbog til EZ1 DSP Virus Spin-kit med en startprevesterrelse
p& 400 ul.

Bemaerk: artus BK Virus RG PCR-kittet mé& ikke anvendes sammen med
phenolbaserede isoleringsmetoder.

Bemaerk: Brugen af baerer-RNA er af afgerende betydning for oprensningens
effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyfttet. Tilseet den passende meengde
baerer-RNA til hver oprensning efter anvisningerne i HYndbog til EZ1 DSP Virus-
kit.

Bemaerk: Den interne kontrol til artus BK Virus RG PCR-kittet kan bruges direkte
i isoleringsproceduren (se “Intern kontrol”, side 11).

Bemaerk: Vi vil steerkt anbefale at bruge oprensede virale nukleinsyrer til PCR
straks efter oprensning ved hjeelp af EZ1 DSP Virus-kittet. Eluater kan alternativt
opbevares i op til 3 dage ved 4 °C for PCR-analyse.

Intern kontrol

Der vedlaegges en intern kontrol (BK Virus RG IC). Dette giver brugeren
mulighed for bé&de at kontrollere DNA-isoleringsproceduren og kontrollere for
mulig PCR-haemning. Til denne anvendelse tilseettes den interne kontrol i et
forhold, der svarer til 0,1 ul pr. 1 ul elueringsvolumen til oprensningen. Ved
brug af f.eks. EZ1 DSP Virus-kittet skal der tilssettes 6 ul af den interne kontrol i
starten, hvis de virale nukleinsyrer elueres i 60 ul elueringsbuffer (AVE).

Bemaerk: Den interne kontrol og carrier-RNA (se “DNA-isolering”, side 11) ber
kun tilseettes blandingen aof lysisbuffer og prevemateriale eller direkte til
lysisbufferen.

Den interne kontrol mé ikke direkte tilseettes prevematerialet. Ved tilssetningen
til lysisbufferen skal der sarges for, at blandingen af den interne kontrol og

lysisbutfer/baerer-RNA forberedes frisk og tilseettes med det samme (opbevaring
af blandingen ved stuetemperatur eller i kaleskabet kan allerede efter f& timer
fere til fraveer af den interne kontrol og til en reduceret oprensningseffektivitet).

Bemezerk: Pipetter ikke den interne kontrol og carrier-RNA direkte i
prgvematerialet.

___________________________________________________________________________________________________________________________________|
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* EZ1 DSP Virus-kittet f&s ogsé som CE-IVD-maeerkede EASYartus® BK Virus RG PCR-kit
kombineret med artus BK Virus RG PCR-kittet (se bestillingsinformation pé& side 30).

Alternativt kan den interne kontrol anvendes udelukkende til kontrol af en mulig
PCR-inhibition. Til denne anvendelse tilseettes den interne kontrol direkte il
blandingen af BK Virus RG Master og BK Virus RG Mg-Sol som beskrevet i trin
2b i protokollen (side 14).
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Protokol: PCR og dataanalyse

Vigtige anvisninger for start

Brug tid pé& at blive fortrolig med Rotor-Gene Q-instrumentet, far
protokollen startes. Se brugervejledningen til instrumentet.

Saerg for, at mindst en kvantiteringsstandard og en negativ kontrol (vand,
PCR-kvalitet) er med i hver PCR-karsel. For at generere en standardkurve
bruges alle 4 kvantiteringsstandarder, der medfalger (BK Virus RG QS 1-
4) til hver PCR-kersel.

Ting, der skal geres for start

B Serg for, at keleblokken (tilbeher til Rotor-Gene Q-instrumentet) er forkelet
til 2-8°C.

M Alle reagenser skal, inden testen startes, optas fuldsteendigt ved
stuetemperatur, blandes godt (gentagen pipettering eller kort vortexen) og
centrifugeres kort.

Procedure

1. Anbring det onskede antal PCR-ror i keleblokkens adaptere.

2. Hvis De anvender den interne kontrol til at monitorere oprensningen
af DNA og til at kontrollere en eventuel inhibition af PCR, foelges trin
2a. Hvis De kun anvender den interne kontrol til at kontrollere en
inhibition af PCR, felges trin 2b.

2a. Den interne kontrol er allerede tilsat oprensningen (se ”“Intern

kontrol”, side 11). | dette tilfeelde klargeres en Master Mix ifelge
tabel 1.

Reaktionsblandingen indeholder typisk alle de komponenter, der skal
anvendes til PCR, undtagen preven.

Tabel 1. Klargering af Master Mix (intern kontrol anvendes til at
monitorere DNA-oprensning og kontrollere for heemning af PCR)

Antal prover 1 12
BK Virus RG Master 7 ul 84 ul
BK Virus RG Mg-Sol 3 ul 36 ul
BK Virus RG IC O ul o ul
Totalt volumen 10 ul 120 pl
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2b. Den interne kontrol skal tilseettes direkte til blandingen af BK Virus

14

RG Master og BK Virus RG Mg-Sol. | dette tilfelde klargeres en
Master Mix ifelge tabel 2.

Reaktionsblandingen indeholder typisk alle de komponenter, der skal
anvendes til PCR, undtagen praven.

Tabel 2. Klargering af Master Mix (intern kontrol anvendes kun til at
kontrollere for h&amning af PCR)

Antal prover 1 12
BK Virus RG Master 7 ul 84 ul
BK Virus RG Mg-Sol 3 ul 36 ul
BK Virus RG IC 1,5 ul 18 ul
Totalt volumen 11,5 pl* 138 ul*

* Volumenforhgielsen, som opstér p& grund af den interne kontrol, er irrelevant.
Sensitiviteten for detektionssystemet pavirkes ikke.

Pipettér 10 ul of Master Mix i hvert PCR-ror. Tilszet derefter 15 ul af
det eluerede prove-DNA (se tabel 3). Der skal tilsvarende bruges

15 pl af mindst én af kvantiteringsstandarderne (BK Virus RG QS 1-
4) som positiv kontrol og 15 pl vand (vand, PCR-kvalitet) som negativ
kontrol.

Tabel 3. Opseetning af PCR-reaktion

Antal prover

1

12

Master-blanding

Prave

10 ul
15 ul

for hver 10 ul*
for hver 15 ul*

Totalt volumen

25 ul

for hver 25 pl*

Luk PCR-rerene. Serg for, at ldseringen (tilbehor til Rotor-Gene-
instrumentet) er placeret oven pa rotoren for at forebygge utilsigtet
dbning af rerene under kerslen.

For detektion af BK-virus-DNA oprettes en temperaturprofil i
henhold til de felgende trin.
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Indstilling af generelle analyseparametre Figur 1,2, 3
Indledende aktivering af hot-start enzymet Figur 4
Amplifikation af DNA'et Figur 5
Justering af fluorescenskanalens fglsomhed Figur 6
Start af kersel Figur 7

Alle specifikationer henviser til Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q
softwareversion 1.7.94 og Rotor-Gene 6000 softwareversion 1.7.65.
Yderligere oplysninger om programmering af Rotor-Gene Q-instrumenter
kan ses i instrumentets brugervejledning. I illustrationerne er disse
indstillinger indrammet med en fed, sort streg. Der er illustrationer til Rotor-
Gene Q-instrumenter.

6. Abn forst dialogboksen ”"New Run Wizard” (Hjzlp til ny kersel)
(Figur 1). Marker afkrydsningsfeltet “Locking Ring Attached”
(Lésering pasat), og klik pé “Next” (Naeste).

New Run Wizard ll

Welcome to the Advanced Run Wizard!

 Rotor Type

Figur 1. Dialogboksen "New Run Wizard”.

7. Velg 50 for PCR-reaktionsvolumen, og klik pé "Next” (figur 2).
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New Run Wizard I x|

This screen displays miscellaneous options for the nun. Complete the fields, This box displays

clicking Next when pou are ready to move to the next page. :ﬁ;"vﬁ:;éer;grﬁei,g

on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Operator : I Qiagen

Notes :

“1:28! Reaction I =
Volume (uL): 0=

Sample Layout | | 1.2, 3... =

i
SkipWizard | <<Beck [|  Newt>>

Figur 2. Indstilling af generelle analyseparametre.

Bemeerk: Selvom det fysiske reaktionsvolumen er 25 ul, skal du veelge
50for reaktionsvolumen i Rotor-Gene-softwaren.

8. Klik pé& knappen "Edit Profile” (Regiger profil) i den naeste
dialogboks “New Run Wizard” (Figur 3) og programmer
temperaturprofilen som vist i Figur 3-5).

New Run Wizard x|

Temperature Prafile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the

item for help. You
can also click on a
combo box to display

help about its

available settings.
Edit Profile ... '

Channel Setup :

Name | Source | Detector | Gain | Create New... |
Green 470nm  510nm E

Yellow  530nm  555nm
0 - Orange  585nm  B610nm Edit Gain...
Red 625nm  660nm
Crimson  680nm  710hp
an Blue 365nm  460nm

ENENEL, N

i

Reset Defaults

2 Gain Optimisation... 3

Skipwizard | ¢ Back ]

Figur 3. Redigering af profilen.
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4 a=- B5 deg.

4 —fF e

1 g [Read-0nly)
| reerb Liefore.. |

2

1-

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

Edit Profile =]

. H | 9

[dEw [Hpen Save Az H.elp

The run will take approximately 109 minute(z] to complete. The graph below reprezents the min to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

IFsert aften.. |

Hemese |

Hold Temperature : 95 |deg.
Hald Time: : 10 |mins 1] |secs

-L

Figur 4. Indledende aktivering af hot-start enzymet.

Edit Profile =]

D ER R ‘

MHew Open Savedbs H.elp

The run will take approximately 103 minute(z] to complete. The graph below reprezents the run to be performed :

Click ot a cycle below to modify it ©

Inzert after... |
Inzert befare... |
Remave |

|

Thiz cycle repeats

ElE]

I
30 seconds 4
Acquiring to Cycling & I 72 deqg. for 20 secs I
oh Green, Orange E5 deq. for 30 zecs i

Lona Range —— -5

95 deg. for 15 secs

-6

Figur 5. Amplifikation af DNA'et. Serg for at aktivere touchdown-funktionen for 10
cyklusser i haerdningstrinnet.

Detektionsomradet for fluorescenskanalerne skal bestemmes i
henhold til fluorescensintensiteterne i PCR-rerene. Klik pé ”Gain-
Optimisation” (Gain-optimering) i dialogboksen "New Run Wizard”
(se figur 3) for at dbne dialogboksen ”Auto-Gain Optimisation
Setup” (Opsatning af automatisk gain-optimering). Indstil
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kalibreringstemperaturen til 65 for at matche
amplifikationsprogrammets afhardningstemperatur (Figur 6).

Auto-G ain Optimization Setup

— Dptimization :

i Suto-Gain Optimization will read the fluoresence on the inserted sample at
L3 A'\éb different gain levels until it findz one at which the fluorezcence levels are

k acceptable. The range of fluorescence vou are looking for depends on the
chemistry vou are perfarming.

Set temperature th!EE 3: degrees; 1

Optimize Al | Optimize Acquinng |

™ Perform Optimization Before 1st Acquisition

[ Perform Optimisation &t B5 D egrees &t Beginning OF Fun

— Channel Settings ;

Tube Pozition Edit... |
Orange 1 EF| 10FI 10 7 Remove |
Fernose &)l |

|
2 -4 Start I Manuial... | Cloze | Help |

Figur 6. Justering af fluorescenskanalens falsomhed.
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10. Gain-veerdierne, der bestemmes af kanalkalibreringen, gemmes
automatisk og angives i det sidste menuvindue i
programmeringsproceduren (figur 7). Klik pa ”Start Run” (Start
korsel).

New Run Wizard x|

Summary :

Setting I Walue |
Green Gain 4

Orange Gain 8

Rotor 724/ell Rotor
Sample Layout A1-48,B1-B8, ..

Reaction Yolume (in microliters] 50

=}

Once you've confirmed that vour mun settings are corect, click Start Run to Save Template
beain the run. Click Save Template to save settings for future runs. _—]

Skipwizard | <cBack |

Figur 7. Start kerslen.

Fortolkning af resultater

Kvantificering

De vedlagte kvantiteringsstandarder (BK Virus RG QS 1-4) behandles som en
allerede oprenset preve og anvendes i samme volumen (15 ul). For at generere
en standardkurve p& Rotor-Gene Q-instrumenter ber alle 4
kvantiteringsstandarder bruges og defineres i dialogboksen “Edit Samples”
(Rediger praver) som standarder med de specificerede koncentrationer (se
instrumentets brugervejledning).

Bemaerk: Kvantiteringsstandarderne defineres som kopier/[]l. Falgende formel
skal anvendes til at omregne de veerdier, som er bestemt ved hjelp af
standardkurven, til kopier/ml prevemateriale:
Resultat (kopier/ul) x elueringsvolumen
Resultat (kopier/ml) = ()
Pravevolumen (ml)

Det initiale prevevolumen skal altid indseettes i ovenst@ende formel. Det skal
tages i betragtning, ndr prevevolumen aendres for nukleinsyreekstraktionen
(f.eks. reduktion af volumen ved centrifugering eller agning af volumen ved at
tilseette det nedvendige volumen til isolationen).

___________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Resultater
Eksempler p& positive og negative PCR-reaktions er givet i Figur 8 og Figur 9.

Threshold N TQ—

! ——

B 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Figur 8. Detektion af kvantiteringsstandarderne (BK Virus RG QS 1-4) i
fluorescenskanalen Cycling Green. NTC: Ingen skabelonkontrol (negativ kontrol).

055

os

045

04

505 QS1-QS4+NTC

Threzhald

5 10 15 20 25 0 35 40 45
Cycle

Figur 9. Detektion af den interne kontrol (IC) i fluorescenskanalen Cycling Orange
med samtidig amplifikation af kvantiteringsstandarderne (BK Virus RG QS 1-4). NTC:
Ingen skabelonkontrol (negativ kontrol).

Der er detekteret et signal i fluorescenskanalen Cycling Green.
Analysens resultat er positivt: Pregven indeholder BK-virus-DNA.

| dette tilfeelde er detektion af et signal i kanalen Cycling Orange unedvendigt,
idet hgje indledende koncentrationer af BK-virus-DNA (positivt signal i

Cycling Green-kanalen) kan medfere reduceret eller manglende
fluorescenssignal fra den interne kontrol i Cycling Orange-kanalen
(konkurrence).
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Der er ikke detekteret noget signal i fluorescenskanalen Cycling Green.
Samtidig vises et signal fra den interne kontrol i Cycling Orange-
kanalen.

Intet BK-virus-DNA kan detekteres i preaven. Den kan séledes betragtes
som negativ.

| tilfeelde af en negativ BK Virus PCR udelukker det detekterede signal af den
interne kontrol muligheden for PCR-haemning.

Intet signal detekteret i Cycling Green eller Cycling Orange-kanalerne.
Der kan ikke udledes noget resultat.

Information vedrerende fejlkilder og deres lasning kan findes i
Fejlfindingsvejledning herunder.

Fejlfindingsvejledning

| denne fejlfindingsvejledning kan der findes brugbare henvisninger, som kan
hjeelpe ved lasningen af eventuelle problemer. Der findes desuden flere
informationer pd siden “Frequently Asked Questions” [Hyppigt stillede
spergsmal] hos vores tekniske supportcenter:
www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Derudover svarer personalet fra
QIAGENS tekniske service gerne pd spergsmél vedrarende informationen og
protokollerne i denne hdndbog eller preve- og analyseteknologier
(kontaktinformation: se bagsiden, eller beseg www.giagen.com).

Kommentarer og forslag

Intet signal ved positive kontroller (BK Virus RG QS 1-4) i
fluorescenskanalen Cycling Green

a) Den valgte Ved dataanalyse vaelges fluorescenskanalen
fluorescenskanal for Cycling Green for analytisk BK Virus-PCR og
PCR-dataanalyse fluorescenskanalen Cycling Orange for intern
stemmer ikke overens kontrol-PCR.

med protokollen

b) Ukorrekt Sammenlign temperaturprofilen med
programmering af protokollen. Se “Protokol: PCR og dataanalyse”,
temperaturprofilen for side 13.

Rotor-Gene-instrument

c) Ukorrekt konfiguration Kontrollér Deres arbejdstrin ved hjelp of
af PCR pipetteringsskemaet, og gentag i givet fald
PCR’en. Se "Protokol: PCR og dataanalyse”,
side 13.
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Kommentarer og forslag

d) Kontroller opbevaringsbetingelserne og
Opbevaringsbetingels reagensernes udlgbsdato (se kitmaerkaten), og
erne for en eller flere brug om nadvendigt et nyt kit.

kitkomponenter var ikke
i overensstemmelse med
de instruktioner, der er
angivet i “Opbevaring
og hé&ndtering af
reagenser”, (side 10)

e) artus BK Virus RG PCR-  Kontroller opbevaringsbetingelserne og
kittet er udlgbet reagensernes udlgbsdato (se kitmaerkaten), og
brug om nadvendigt et nyt kit.

Svagt eller intet signal fra den interne kontrol af en negativ
plasmapreve underkastet oprensning med artus BK Virus RG PCR--
kittet i fluorescenskanalen Cycling Orange og samtidigt fraveer af
signal i kanalen Cycling Green

a) PCR-betingelserne Kontroller PCR-betingelserne (se ovenfor), og
stemmer ikke overens gentag om nedvendigt PCR med korrigerede
med protokollen indstillinger.

b) PCR blev heemmet Saerg for, at De bruger den anbefalede

isoleringsmetode og felger producentens
vejledning naje.

c) DNA gik tabt under Hvis den interne kontrol er tilsat til
ekstraktionen ekstraktionen, kan et manglende signal fra den
interne kontrol vaere tegn pd tab af DNA under
ekstraktionen. Serg for, at De bruger den
anbefalede isoleringsmetode (se “DNA-
isolering”, side 11) og felger producentens
vejledning naje.

d) Kontroller opbevaringsbetingelserne og
Opbevaringsbetingels reagensernes udlgbsdato (se kitmaerkaten), og
erne for en eller flere brug om nadvendigt et nyt kit.

kitkomponenter var ikke
i overensstemmelse med
de instruktioner, der er
angivet i “Opbevaring
og hé&ndtering af
reagenser”, (side 10)
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Kommentarer og forslag

e) artus BK Virus RG PCR-  Kontroller opbevaringsbetingelserne og
kittet er udlgbet reagensernes udlgbsdato (se kitmaerkaten), og
brug om nadvendigt et nyt kit.

Signaler med de negative kontroller i fluorescenskanalen Cycling
Green eller i den analytiske PCR

a) Kontamination under Gentag PCR med de nye reagenser i replika.

klargering af PCR Luk om muligt PCR-rerene umiddelbart efter

tilseetning af den preve, der skal testes.
Positiv-kontrollerne skal pipetteres fil sidst.

Serg for at arbejdsbordene og apparaterne
regelmaessigt dekontamineres.

b) Der forekom Gentag ekstraktion og PCR for den prave, der
kontamination under skal testes, med nye reagenser.

ekstraktion Serg for at arbejdsbordene og apparaterne

regelmaessigt dekontamineres.

Kvalitetskontrol

| overensstemmelse med QIAGENs ISO-certificerede kvalitetsstyringssystem
testes hvert lot af artus BK Virus RG PCR-kittet efter fastlagte specifikationer for
at sikre en ensartet produktkvalitet.

Begrensninger

Produktet m& kun anvendes af personale, som er specielt instrueret og
uddannet i in vitro-diagnostiske procedurer.

Det er ngdvendigt naje at falge brugervejledningen for at opné optimale PCR-
resultater.

Bemaerk ngje udlgbsdatoerne, der er trykt pé sesken og etiketterne til alle
komponenter. Brug aldrig for gamle komponenter.

Selv om det er sjeeldent, kan mutationer i de steerkt konserverede omréder af
det virale genom, der daekkes of kittets primere og/eller probe, resultere i
underkvantitering eller manglende evne til at detektere tilstedeveerelsen af
virusset i disse tilfeelde. Analysedesignets gyldighed og ydeevne revideres med
jeevne mellemrum.

___________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ydelsesegenskaber

Analysefelsomhed

Til bestemmelsen af den analytiske sensitivitet for artus BK Virus RG PCR-kittet
blev der udarbejdet en standardfortyndingsraekke af 10 til nominelt 0,001
kopiaekvivalenter/ul. Denne blev derefter analyseret ved hjeelp af artus BK Virus
RG PCR-kittet p& Rotor-Gene 6000. Testene blev gennemfart pd 3 forskellige
dage med 8 replikater. Resultatet blev udarbejdet ved hjeelp af en probit-
analyse. En grafisk illustration af probitanalysen p& Rotor-Gene 6000 er vist i
figur 10. Den analytiske detektionsgraense for artus BK Virus RG PCR-kittet i
kombination med Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 er 0,195 kopier/ul (p = 0,05).
Det vil sige, at der er 95 % sandsynlighed for, at 0,195 kopier/ul vil blive
detekteret.

-0.71005 ~ 0.195 copies/pl (95%)
(0.06797 - 9.1908 copies/pl)

Proportions

log (dose)

Figur 10. Probit-analyse: BK Virus (Rotor-Gene 6000). Analytisk sensitivitet for artus BK
Virus RG PCR-kittet p& Rotor-Gene 6000.

Specificitet

Specificiteten af artus BK Virus RGQ-kittet sikres farst og fremmest af valget af
primere og prober samt valget af stringente reaktionsbetingelser. Primere og
prober blev kontrolleret for mulige homologier med alle sekvenser, der er
publiceret i genbanker efter sekvenssammenligningsanalyse. Detektérbarheden
for alle relevante stammer er séledes sikret ved en databasejustering og ved en
PCR karsel p& Rotor-Gene instrumenter med folgende stammer (se Tabel 4).
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Tabel 4. Test af relevante stammers specificitet

BK Virus Intern kontrol

(Cycling (Cycling
Virus Stamme Kilde Green) Orange)
BK-virus Dunlop ATCC* + +
BK-virus Gardner ATCC + +
BK-virus AB269822 Geneart + +
BK-virus S72390 Geneart + +

* American Type Culture Collection.

Desuden blev specificiteten valideret med 30 forskellige BK-virusnegative
plasmapraever. Disse genererede ikke nogen signaler med BK-virusspecifikke
primere og prober, som indgér i BK Virus RG Master.

En potentiel krydsreaktivitet i artus BK Virus RG PCR-kittet blev testet med den
kontrolgruppe, der er angivet i tabel 5. Ingen af de testede smitstoffer var
reaktive. Der viste sig ingen krydsreaktiviteter ved blandede infektioner.
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Tabel 5. Testning aof kittets specificitet med potentielt krydsreaktive
patogener

Intern kontrol
BK-virus (Cycling

Kontrolgruppe (Cycling Green) Orange)
Cytomegalovirus - +
Epstein-Barr-virus - +
Humant herpesvirus 1

. . —_ +
(herpes simplex-virus 1)
Humant herpesvirus 2

. . — +
(herpes simplex-virus 2)
Humant herpesvirus 3 B n
(varicella-zoster-virus)
Humant herpesvirus 6 - +
JC-virus - +
Simian-virus 40 - 4
Candida albicans - +

Pracision

Praecisionsdata for artus BK Virus RG PCR-kittet er indsamlet ved hjeelp af Rotor-
Gene instrumenter og tillader bestemmelsen af totalvariansen for testsystemet.
Den totale varians bestér af variabilitet inden for analysen (variabiliteten af flere
resultater af prever med samme koncentration inden for et eksperiment),
variabiliteten mellem preverne (variabiliteten af flere resultater af analysen
genereret pd forskellige instrumenter af samme type af forskellige operaterer
inden for et laboratorium) og variabiliteten mellem batches (variabiliteten af
flere resultater af analysen ved brug of forskellige batches). De opndede data
blev brugt til at bestemme standardafvigelsen, variansen og
variationskoefficienten for den patogenspecifikke og den interne kontrol-PCR.

Praecisionsdata for artus BK Virus RG PCR-kittet er indsamlet ved hjeelp af
kvantiticeringsstandarden med den laveste koncentration (QS 4; 1 x

10" kopier/ul). Testene blev foretaget med 8 replika. Praecisionsdata blev
beregnet p& basis af C;-vaerdierne af amplifikationskurverne (Cy: taerskelcyklus,
se tabel 6). Baseret pd disse resultater er den samlede statistiske spredning af
enhver given preve med den naevnte koncentration 2,11 % (C;) og 3,59 % (C;)
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for detektion af den interne kontrol. Disse veerdier er baseret pd helheden af
enkeltveerdierne af alle konstaterede variationer.

Tabel 6. Preecisionsdata pé basis af C;-veerdierne

C;- Variationskoefficient
vaerdi  Standardafvigelse (%)

Variabilitet

inden for

analysen: 29,45 0,17 0,56
BK Virus RG

QS 4

Variabilitet
inden for
analysen:
Intern kontrol

24,31 0,12 0,49

Variabilitet

mellem

analyser: 29,42 0,25 0,85
BK Virus RG

QS 4

Variabilitet
mellem
analyser:
Intern kontrol

23,30 0,77 3,30

Variabilitet

mellem

batches: 30,31 0,64 2,10
BK Virus RG

QS 4

Variabilitet
mellem
batches:
Intern kontrol

22,53 0,40 1,78

Total varians:
BK Virus RG 29,80 0,63 2,11
QS 4

Total varians:
Intern kontrol

23,12 0,83 3,59

Handbog til artus BK Virus RG PCR-kit 12/2014



Robusthed

Verificeringen af robustheden muligger bestemmelse af den samlede fejlrate for
artus BK Virus RG PCR-kittet. 30 BK-virusnegative praver blev tilsat 1 kopi/ul
elueringsvolumen BK viruskontrol-DNA (cirka fem gange koncentrationen af
den analytiske sensitivitetsgraense). Efter oprensningen med EZ1® DSP Virus-
kittet (se “DNA-isolering”, side 11) blev disse prever analyseret med artus BK
Virus RG PCR-kittet. Fejlraten udgjorde for alle 30 praver 0 %. Desuden blev
robustheden af den interne kontrol vurderet ved oprensning og analyse af 30
BK-virus-negative prever. Den samlede udskillelsesrate udgjorde 0%.
Inhibitioner blev ikke observeret. Robustheden af artus BK Virus RG PCR-kittet er
> dermed 99 %.

Reproducerbarhed

Reproducerbarhedsdata muligger en jeevnlig ydelsesvurdering af artus BK Virus
RG PCR-kittet samt en effektivitetssammenligning med andre produkter. Disse
data indhentes ved deltagelse i standardiserede praestationsprogrammer.

Diagnostisk evaluering

artus BK Virus RG PCR-kittet gennemgdr i gjeblikket en reekke evaluerende
studier.

Referencer

QIAGEN vedligeholder en stor, ajourfart onlinedatabase med videnskabelige
publikationer, hvor QIAGENSs produkter er anvendt. De avancerede
segefunktioner ger det muligt at finde de artikler, du har brug for, enten med
en simpel negleordssagning eller ved at angive applikation, forskningsomréde,
titel osv.

En fuldsteendig referenceliste kan fés ved at besege QIAGENs
referencedatabase online pd www.giagen.com/RefDB/search.asp eller kontakte
QIAGENS tekniske service eller den lokale forhandler.

Symbols
W Indeholder tilstraeekkelige reagenser til <N> tests
<N>
E Anvendes inden
IVD In vitro-diagnostisk medicinsk produkt
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Katalognummer

H

LOT Lot-nummer

Materialenummer

Komponenter

Indeholder

Nummer

Globalt handelsvarenummer

Temperaturbegraensning

Producent

Laes brugsveijledningen

SR=EHEHE -

Kontaktoplysninger

For teknisk bistand og yderligere information henvises til vores tekniske
supportcenter p& www.giagen.com/Support, eller du kan henvende dig til en af
QIAGENS tekniske serviceafdelinger eller lokale forhandlere (se bagsiden eller
besag www.giagen.com).
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Bestillingsinformation

Produkt Indhold Kat. nr.
artus BK Virus RG PCR-  Til 24 reaktioner: Master, 4514263
kit (24) 4 kvantiteringsstandarder, intern

kontrol, magnesiumoplasning, vand

(PCR-kvalitet)
artus BK Virus RG PCR-  Til 96 reaktioner: Master, 4514265
kit (96) 4 kvantiteringsstandarder, intern

kontrol, magnesiumoplasning, vand

(PCR-kvalitet)

EASYartus BK Virus RG PCR-kit - til integreret automatiseret
proveoprensning og patogendetektion fuldt i henhold til

CE-IVD
EASYartus BK Virus RG  Til 48 virale nukleinsyreklargeringer og ~ EA11423
PCR Kit 1 24 analyser: 1 x EZ1 DSP Virus-kit,

1 x artus BK Virus RG PCR-kit (24)

EASYartus BK Virus RG  Til 48 virale nukleinsyreklargeringer og ~ EA11424
PCR Kit 2 48 analyser: 1 x EZ1 DSP Virus-kit,
2 x artus BK Virus RG PCR-kit (24)

EZ1 DSP Virus-kit - til automatiseret, samtidig oprensning
af viralt DNA og RNA fra 1-14 prever af humant plasma,
serum eller CSF

EZ1 DSP Virus Kit (48)  Til 48 virale nukleinsyreklargeringer: 62724
Fyldte reagensbeholdere, engangs
filterspidsholdere, engangs filterspidser,
proverar, elutionsrar, buffere, baerer-

RNA
Rotor-Gene Q MDx og tilbehegr
Rotor-Gene Q MDx Realtids-PCR-cycler med 5 kanaler 9002022
5plex Platform (gren, gul, orange, red, violet), baerbar

computer, software, tilbehar: Inklusive
1 &rs garanti p& reservedele og
arbejdslgn. Installation og uddannelse
ikke inkluderet
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Produkt

Indhold

Kat. nr.

Rotor-Gene Q MDx
5plex System

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Loading Block 72 x
0.1 ml Tubes

Loading Block 96 x
0.2 ml Tubes

Realtids-PCR-cycler med 5 kanaler
(gren, gul, orange, rad, violet), baerbar
computer, software, tilbehar: Inklusive
1 &rs garanti p& reservedele og
arbejdslen, installation og uddannelse

Realtids-PCR-cycler og hajoplaeselig
smelteanalysator med 5 kanaler (gren,
gul, orange, rad, violet) plus HRM-
kanal, baerbar computer, software,
tilbeher: Inklusive 1 &rs garanti pé
reservedele og arbejdslan. Installation
og uddannelse ikke inkluderet

Realtids-PCR-cycler og hajoplaeselig
smelteanalysator med 5 kanaler (gren,
gul, orange, rad, violet) plus HRM-
kanal, baerbar computer, software,
tilbeher: Inklusive 1 &rs garanti pé
reservedele og arbejdslen, installation
og uddannelse

Realtids-PCR-instrument med 6 kanaler
(bl&, gren, gul, orange, rad, violet),
inkl. baerbar computer, software,
tilbehar: Inklusive 1 &rs garanti pé
reservedele og arbejdslen. Installation
og uddannelse ikke inkluderet

Realtids-PCR-instrument med 6 kanaler
(bl&, gren, gul, orange, red, violet),
inkl. baerbar computer, software,
tilbehar: Inklusive 1 &rs garanti pé
reservedele og arbejdslen, installation
og uddannelse

Aluminiumsblok til manuel opsaetning
af reaktion med en etkanalspipette i
72 x 0,1 ml rer

Aluminiumsblok til manuel opsaetning
af reaktion i et standard 8 x 12-array
med 96 x 0,2 ml rer
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Produkt Indhold Kat. nr.

Strip Tubes and Caps, 250 strips a 4 rer og haetter til 1000 981103
0.1 ml (250) reaktioner

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 strips a 4 rer 6g haetter il 981106
0.1 ml (2500) 10.000 reaktioner

PCR Tubes, 0.2 ml 1000 tyndvaeggede rar til 1000 981005
(1000) reaktioner

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 tyndvaeggede rer til 10.000 981008
(10000) reaktioner

For opdateret licensinformation og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser
henvises til den aktuelle QIAGEN-kit-hdndbog eller -brugervejledning. QIAGEN
kit-hdndbeger og brugervejledninger kan findes p& www.giagen.com eller kan
rekvireres fra QIAGENSs tekniske serviceafdeling eller den lokale leverander.
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Ved keb aof dette produkt mé keber anvende det til at udfere diagnostiske tienester til human in vitro-diagnostik. Der gives ikke hermed noget
generelt patent eller anden form for licens end denne specifikke brugsret via kebet.

Varemaerker: QIAGEN®, artus®, EASYartus®, EZ1®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).

Aftale om begreaenset licens

Brug af dette produkt betyder, at enhver kaber eller bruger of artus BK Virus RG PCR-kittet accepterer folgende vilkar:

1.

artus BK Virus RG PCR-kittet m& kun bruges i overensstemmelse med H&ndbog til artus BK Virus RG PCR-kittet og kun med de komponenter, der
felger med kittet. QIAGEN giver ingen licens, under nogen intellektuel ejendomsret, til at bruge eller inkorporere komponenterne i dette kit med
komponenter, der ikke er inkluderet i dette kit, undtagen som beskrevet i Handbog til artus BK Virus RG PCR-kittet og yderligere protokoller,
som er tilgaengelige p& www.qgiagen.com.

Ud over de udtrykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at dette kit og/eller brugen of det ikke overtreeder tredjeparts
rettigheder.

Dette kit og dets komponenter er under licens til engangsbrug og mé ikke genbruges, gendannes eller videreszelges.
QIAGEN afviser specifikt alle andre licenser, udtrykte eller underforstéede, end dem, der udtrykkeligt er angivet.

Keberen og brugeren of kittet indvilliger i ikke at tage, eller lade andre tage, skridt, der kunne fere til, eller fremme, handlinger, der forbydes
ovenfor. QIAGEN kan h&ndhaeve forbuddene i denne begraensede licensaftale i enhver ret, og vil inddrive alle undersegelses- og
retsomkostninger, herunder advokatsaleerer, i ethvert segsmél for at h&ndhaeve denne begraensede licensaftale samt alle deres intellektuelle
ejendomsrettigheder i forbindelse med kittet og/eller komponenterne deri.

For opdaterede licensbetingelser henvises der til www.qgiagen.com.

© 2009-2014 QIAGEN, alle rettigheder forbeholdes.
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