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artus VZV LC PCR Kit

Fér anvandning tillsammans med LightCycler 1.1/1.2/1.5 resp.
LightCycler 2.0 instrumentet.

1. Innehall

Bendmning Art. nr. 4502063 Art. nr. 4502065
och innehéll 24 reaktioner 96 reaktioner
VZV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
VZVLC/TM QS 17
1 x 10* cop/l 1 x200pul 1 x 200 ul
VZV LC/TM QS 2°
1 % 10° copri 1 x 200 ul 1 x 200 l
VZV LC/TM QS 3"
Tx 702cop/ul 1 x200ul 1 x 200 ul
VZV LC/TM QS 4”
1x 10" cop/l 1 x200pul 1 x 200 ul
vzv LCIC* 1 x 1.000 ul 2 x 1.000 ul
Vit Water (PCRgrade) 1x1.000ul 1 x 1.000 ul
* QS = Kvantifieringsstandard
IC = Internkontroll

2. Férvaring

Komponenterna hos artus VZV LC PCR Kit ska férvaras vid —30 till =15 °C och
ar héllbara till det datum som anges pd etiketten. Undvik upprepad tining
och frysning (> 2 x), eftersom det minskar sensitiviteten. Reagenser som
inte anvands regelbundet bor dérfér frysas i portioner. Om det ar nédvéandigt

kan komponenterna férvaras vid +4°C i hdgst fem timmar.
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3. Material och utrustning som behévs men
inte medfoéljer

* Puderfria laboratoriehandskar

» DNA-isoleringskit (se 8.1 DNA-isolering)

» Pipetter (instéllbara)

» Sterila pipettspetsar med filter

* Vortex

» Bordscentrifug med rotor fér 2 ml rér

» Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat.nr. 2 158 850) fér
framtagning av en Crosstalk Color Compensation-fil fér LightCycler
1.1/1.2/1.5 resp. LightCycler 2.0 instrumentet

» LightCycler Multicolor Demo Set (Roche Diagnostics, kat.-nr. 03 624
854 001) fér LightCycler 2.0 instrumentet

» LightCycler-kapillarer (20 ul)

» LightCycler Cooling Block

» LightCycler 1.1/1.2/1.5 (Software Version 3.5) resp. LightCycler 2.0
(Software Version 4.0) instrumentet

» LightCycler Capping Tool

4. Allméanna forsiktighetsatgéarder

Tank alltid pé& féljande:

» Anvand sterila pipettspetsar med filter.

» Positivt material (prover, kontroller, amplikon) ska férvaras, isoleras
och tillsattas till reaktionen i utrymme som ar skilt frdn &vriga
reagenser.

» Tina alla komponenter fullsténdigt i rumstemperatur innan testet
p&borjas.

* Blanda komponenterna val och centrifugera en kortstund.

* Arbeta snabbt pé is eller i LightCycler Cooling Block.
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5. Information om patogener

Overféring av varicella-zoster-virus (VZV) sker frdn ménniska till manniska
som droppinfektion eller genom direkt kontakt. Infektion med VZV ger latt
feber och méttlig p&verkan av allmantillstdndet. Karakteristiskt for sjukdomen
&r det polymorfa exantemet med knottror, bl&sor och skorpor i kombination
med kraftig kldda (vattkoppor). VZV-infektion med sv@ra férlopp ses ofta hos
immunsupprimerade patienter med lung- och hjédrninflammationer som
hotande komplikation. Efter den akuta infektionen finns patogenen kvar i de
sensoriska spinalganglierna och i hjarnnervernas ganglier. Vid nedsatt

immunitet kan exacerbationer upptréda (t. ex. [Gppherpes, baltros).

6. Principen foér realtids-PCR

Vid diagnostik med hjélp av polymeras-kedjereaktion (PCR) amplifieras
specifika regioner av patogengenomet. Vid realtids-PCR sker detektion med
hjalp av fluoroforer. Dessa &r i regel bundna till oligonukleotidprober,
som  binder specifikt till PCR-amplikon. Genom detektion av
fluorescensintensiteten under realtids-PCR-férloppet kan produkterna pévisas

och kvantifieras utan att provréren behéver ppnas efter&t (Mackay, 2004).

7. Produktbeskrivning

artus VZV LC PCR Kit é&r eft bruksfardigt system fér pdvisning av VZV-DNA
med polymeras-kedjereaktion (PCR) i LightCycler instrumentet. VZV LC Master
innehadller reagenser och enzymer fér specifik amplifiering av ett 82 bp langt
fragment iVZV-genomet samt f6r omedelbar detektion av amplikon med
LightCycler 1.1/1.2/1.5 resp. LightCycler 2.0 instrumentet. Dessutom
innehadller artus VZV LC PCR Kit ett andra heterologt amplifieringssystem fér

detektion av en eventuell PCR-inhibering.
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PCR-produkt Val av fluorescenskanalerna

LightCycler 1.1/1.2/1.5 ®
instrumentet LightCycler 2.0 instrumentet
vzv F1/F2 530/640
VZVLCIC F3/Back-F1 705/Back 530

Amplifikationen och detektionen av denna internkontroll (IC) péverkar inte
detektionsgréansen av analytisk VZV-PCR negativt (se 11.1 Analytisk
sensitivitet). Externa positiva kontroller (VZV LC/TM QS 1 - 4) medfélier, med
vars hjalp en bestédmning av patogenbelastningen kan utféras. Du kan lésa

mer om detta i stycket 8.3 Kvantifiering.

Viktigt: Temperaturprofilen fér detektion av VZV-DNA med hjélp av artus VZV
LC PCR Kit, motsvaras av artus HSV 1/2 LC PCRKit, artus EBV LC PCR Kit och
artus CMV LC PCR Kit. Féljaktligen kan PCR- reaktionen fér dessa artus-
systemen genomfdras och analyseras i en kdrning. Mark dérvid de speciella
hanvisningar fér tolkning under

8.3 Kvantifiering och under 9. Tolkning av resultat.

8. Protokoll
8.1 DNA-isolering

Kit for DNA-isolering kan erhédllas fran olika tillverkare. F&lj tillverkarens

protokoll och tillsétt angiven provmdngd till isoleringen samt utfér DNA-

isoleringen enligtanvisningarna. Féljande isoleringskits rekommenderas:

Provmaterial Isoleringskit Katalog- Tillverkare Béirar RNA
nummer
QIAamp UltraSens .
Serum, plasma, ViruspKi’r (50) 53 704 QIAGEN Ingér
CSF
(Cerebrospinal- QA
vétska), utstryk R 51 304 QIAGEN Ingar ej
I3 (BN
CSF
. EZ1 DSP .
(Cere?rosplnal- Virus Kit (48)* 62 724 QIAGEN Ingér
vétska)

*For anvéndning  tillsammans  med BioRobot EZ1 DSP  Workstation
(kat. nr. 9001360) och EZ1 DSP Virus Card (kat. nr. 9017707).
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Viktig hénvisning vid anvéndning av QlAamp UltraSens Virus Kit och QlAamp
DNA Mini Kit:

« Tillsatsen av bé&rar-RNA é&r till fér isoleringens effektivitet och dérmed av
avgdérande betydelse fér utvinningen av DNA-/RNA. Om det anvéanda
isoleringskitet inte innehédller ndgon barar-RNA, bér du vid isolering av
nukleinsyror frén cellfria kroppsvéatskor eller material med ldag DNA/RNA-
halt (. ex. likvor) ftillsétta bd&rar-RNA (RNA-Homopolymer Poly(A),
Amersham Biosciences, kat. nr. 27-4110-01). Féljande tillvagag&ngssatt
rekommenderas:

a) Resuspendera de frystorkade béarar-RNA i isoleringskitets eluerings
buffert (e} i lyseringsbufferten) (t. ex. QlAamp DNA Mini Kit AE-buffert)
och bered en utspédning med en koncentration av 1 ug/ul. Portionera
denna barar-RNA-I6sning till det passande antalet alikvoter du
behéver, och lagra dem i -20°C. Undvik upprepad tining (> 2 x) av
en bé&rar-RNA-alikvot.

b) F&r varje isolering skall 1 ug barar-RNA per 100 ul lyseringsbuffert
anvandas. Foéresl@r extraktionsprotokollet t. ex. 200 ul lyseringsbuffert
per prov som skall isoleras, skall 2 ul barar-RNA (1 ug/ul) tillsattasdirekt
till lyseringsbufferten Innan varje isolering pdbérijas maste en férsk
blandning av lyseringsbuffert och béarar-RNA (om nédvandigt éven
Internkontroll, se 8.2 Internkontroll) tillredas enligt féljande

pipetteringsschema.

Antal prover 1 12

Lyseringsbuffer t. ex..200 ul t. ex. 2.400ul
Barar-RNA (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Total volym 202 ul 2.424 ul
Volym per extraktion 200 ul vardera 200 ul

c) Tillsatt den farskt tillredda blandningen av lyseringsbuffert och bérar-
RNA direkt till isoleringen. Férvaring av blandningen ér inte méjlig.

« Tillsatsen av bdrar-RNA ar till for isoleringens effektivitet och dérmed av

avgérande betydelse fér utvinningen av DNA-/RNA. Fér att uppnd en

hégre stabilitet av det bérar-RNA som medfdljer QlAamp UltraSens Virus
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Kit, rekommenderar vi féljonde ftillvdgagéngsséatt,  vilket  fréngédr
angivelsernaiisoleringskitets handbok:

a. Innan férsta anvdndningen resuspendera de frystorkade bé&rar-RNA

av isoleringskitet i 310 ul AE eller AVE buffert (eluerings buffert,
slutkoncentration 1 ug/ul, anvand ingen lyseringsbuffert) och
portionera denna bérar-RNA-I&sning till det passande antalet
alikvoter du behéver, och lagra dem i -20°C. Undvik upprepad
tining (> 2 x) av en bdrar-RNA-alikvot.

b. Innan varje isolering pé&bdérias maéaste en farsk blandning av
lyseringsbuffert och barar-RNA (om nédvéndigt dven Internkontroll,

se 8.2 Internkontroll) tillredas enligt féljande pipetteringsschema.

Antal prover 1 12

Lyseringsbuffert AC 800 ul 9.600 ul
Bara-RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Total volym 805,6 ul 9.667,2 ul
Volym perextraktion 800 ul vardera 800 ul

c. Tillsatt den farskt tillredda lyseringsbufferten direkt till isoleringen.

Férvaring av blandningen &r inte mojlig.

*  Genom anvéndning av QlAamp UltraSens Virus Kit kan provet ytterligare
koncentreras. Om provmaterialet inte &r serum eller plasma, ska minst
50 % (v/v) negativ humanplasma tillsattas till provet.

» Om isoleringar med etanolhaltiga tvattbuffertar anvénds, ska innan
eluering ytterligare ett centrifugeringssteg utféras (tre minuter, 13.000
rpm) sé& att eventuella etanolrester avldgsnas. Detta férhindrar eventuell
PCR-inhibering.

e artus VZV LC PCR Kit &r inte lampligt fér isoleringsférfarande baserade

pé fenol.

Viktig hénvisning vid anvéndning av EZ1 DSP Virus Kit:

« Tillsatsen av bérar-RNA é&r till fér isoleringens effektivitet och dérmed av

avgoérande betydelse fér utvinningen av DNA-/RNA. Tillsatt darfor till varje
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isolering den angivna mangden bdrar-RNA och félj instruktionerna i EZ1

DSP Virus Kit Handbook.

Viktigt: Internkontrollen fér artus VZV LC PCR Kit kan tillsattas direkt i

isoleringen (se 8.2 Internkontroll).

8.2 Internkontroll

En Internkontroll (VZV LC IC) medfélier. Med Internkontrollen kan du
kontrollera b&de isoleringen av DNA och en eventuell inhibering av PCR (se
Fig. 1). Vid anvéndning av EZ1 DSP Virus Kit skall Internkontrollen
tillsattas enligt instuktionerna i EZ1 DSP Virus Kit Handbook. Vid anvédndning
av QlAamp UltraSens Virus Kit eller QlAamp DNA Mini Kit tillsgtter du
Internkontrollen till isoleringen i ett férha&llande p& 0,1 ul per 1 ul
elueringsvolym. Om du till exempel anvénder QIAmp DNA Mini Kit och eluerar
DNA i 200 ul AE-buffert, s& anvénder du 20 ul av Internkontrollen. Om du
t. ex. eluerar i 100 ul, s& anvénder du motsvarande 10 ul. Méngden anvénd
Internkontroll beror enbart p& elueringsvolymen. Internkontroll och b&rar-RNA

(se 8.1 DNA-isolering) far endast tillséttas till

* blandning av lyseringsbuffert och provmaterial eller

» direkt till lyseringsbufferten.

Internkontroll f&r inte ftillséttas direkt till provmaterialet. Beakta att vid
tillsattning till lyseringsbufferten blandningen av Internkontroll, lyseringsbuffert
och barar-RNA d& maéste vara farskt tillredd och anvéndas direkt (férvaras
blandningen i rumstemperatur eller i kylskdp kan detta redan efter ndgra
timmar leda till bortfall av Internkontrollen, och till en minskning av
isoleringsefficienten). Pipettera inte Internkontroll och bdrar-RNA direkt till

provmaterialet.

Alternativt kan Internkontroll anvéndas enbart fér kontroll av en eventuell
PCR-inhibering (se Fig. 2). | s& fall tillsétter du 0,5 ul Internkontroll perreaktion
direkt till 15 ul VZV LC Master. Fér varje PCR-reaktion anvénds 15 ul
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av den s& tillverkade Master Mixen” varefter 5 ul av det renade provet tillsétts.
Om du férbereder en kérning fér flera prover, ékar du den erforderliga
mangden VZV LC Master och Internkontroll motsvarande antalet prover (se

8.4 Férberedelse av PCR).

artus HSV-1/2 LC PCR Kit och artus VZV LC PCR Kit innehéller en identisk
Internkontroll (IC). artus EBV LC PCR Kit och artus CMV LC PCR Kit innehéller

ocksé en identisk Internkontroll.

8.3 Kvantifiering

De medféljande Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4) behandlas
pd samma satt som ett redan isolerat prov och anvénds i samma volym (5 ul).
Fér aft ta fram en standardkurva pé LightCycler instrumentet, anvénder du

samtliga fyra medféljande Kvantifieringsstandarder pé& féljande sétt.

LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentet
Definiera VZV LC/TM QS 1 - 4 som standarder i Sample Loading Screen och
ange den angivna koncentrationen (se LightCycler Operator’'s Manual,

Version 3.5, Chapter B, 2.4. Sample Data Entry).

LightCycler 2.0 instrumentet

For definition av standarderna aktiverar du i fénstret Samples menybalk,
funktionen Analysis Type och valjer Absolute Quantification. Nu kan VZV LC
QS 1 - 4 defineras som standarder och de tillhérande koncentrationerna
anges (se LightCycler Operator’s Manual, Version 4.0, Chapter 2.2 Entering
Sample Information). Se till att funktionen Enable

Controls inte ar aktiverat, d& detta annars kan leda till ett begrénsat urval av

analys-optioner vid utvarderingen av data (se 9.2 Tolkning av LightCycler

2.0instrumentets PCR-data).

Denna standardkurva kan @ven anvandas fér efterféljande kvantifieringar, om
minst en standard av en definierad koncentration medtas vid den aktuella

testomgdngen. Den tidigare framtagna standardkurvan méste d& importeras

" Den volymakning som uppstér vid tillsats av Internkontroll ignoreras vid beredning av

PCR-reaktionen. De’rek’rionss;s’remets sensitivitet E&verkos inte.
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(se LightCycler Operator’s Manual, Version 3.5, Chapter B,

4.2.5. Quantification with an External Standard Curve resp. Version 4.0,
Chapter 4.2.2 Saving a Standard Curve). Ténk dock pé att det vid denna form
av kvantifiering kan férekomma resultatavvikelser mellan PCR-omgéngarna till

folid avvariabiliteten.

Om mer &n ett Herpes-artus-system d&r integrerat i en kérning &r det
viktigt att dessa analyseras med tillhérande Kvantifieringsstandarder

separerade fr@nvarandra.

Obsl: Kvantifieringsstandarderna anges som kopior/ul. Vid omrékning av de
varden som framtagits med hjélp av standardkurvan i kopior/ml provmaterial

anvénds féljande formel:

resultat (kopior/ul) x elueringsvolymen (pl)

Resultat (kopior/ml) =
provvolymen (ml)

Tank pé att den ursprungliga provvolymen skall anvéndas i den ovanstdende
formeln. Detta &r att beakta nér provvolymen fér nukleinsyreisoleringen
dndrats (t. ex. minskning genom centrifugering eller 8kning genom péfyllnad

for att nd den volym som krdvs 6r isolering).

Viktigt: Riktlinjer fér tolkning av kvantitativa resultat fér artus-systemen pé
LightCycler 1.1/1.2/1.5 resp. LightCycler 2.0 instrumentet finns pé&

www.giagen.com/Products/BylabFocus/MDX/ (Technical Note for
quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 Instrument).

8.4 Forberedelse av PCR

Kontrollera att Cooling Block med de dari ingdende adaptrarna (tillbehor till
LightCycler instrumentet) ar kylt till ca +4°C. Placera det antal LightCycler-
kapillarer som behdvs fér de planerade reaktionerna i Cooling Block
adaptrarna. Observera att minst en Kvantifieringsstandard samt minst en
negativ kontroll (Water, PCR grade) ska medtas vid varje PCR-kérning. For

framtagning av en standardkurva ska fér varje PCR-kérning samtliga
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medféljande Kvantifieringsstandarder (VZV LC/TM QS 1 - 4) anvéndas. Innan
testet pdbdrios ska alla reagenser tinas fullsténdigt i rumstemperatur och
blandas val (pipetteras upp och ned flera g&nger eller vortexas en kort stund)

och dérefter kort centrifugeras.

Om du med Internkontrollen vill kontrollera b&de isoleringen av DNA och en
eventuell inhibering av PCR, ska du tillsétta Internkontroll redan vid
isoleringen (se 8.2 Internkontroll). Anvand i s& fall féljande

pipetteringsschema (se &ven den schematiska &versikten i Fig. 1):

Antal prover 1 12
. VZV LC Master 15ul 180 ul
1. Beredning av ou o
u
Master Mix vZvicic M
Total volym 15 180 ul
: Master Mix 15 ul vardera 15 ul
2. Beredning av 5 dora 5
u vardera 5
PCR-reaktion Prov
Total volym 20 ul vardera 20 ul

Om du vill anvénda Internkontroll enbart fér kontroll av en PCR-inhibering,
ska du tillsétta den direkt till VZV LC Master. | s& fall anvénder du féljande

pipetteringsschema (se dven den schematiska dversikten i Fig. 2):

1. Beredning av VZV LC Master 15ul 180 ul
Master Mix vZvicic 0,5ul : 6 ul *
Total volym 15,5 ul 186 4l
2. Beredning av Master Mix 15l vardera 15 ul’
PCR-reaktion Prov Sul vardera 5 pl
Total volym 20 ul vardera 20 ul

Pipettera i plastbehéllaren till varie kapillar 15 ul av Master Mix. Tillsatt
darefter 5 ul eluat frdn DNA-isoleringen. P& motsvarande satt méste 5 ul av
minst en av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4) tillsattas sompositiv

kontroll och 5 ul vatten (Water, PCR grade) som negativ kontroll.

" Den volymakning som uppstér vid tillsats av Internkontroll ignoreras vid beredning av
PCR-reaktionen. Detektionssystemets sensitivitet pdverkas inte.
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Forslut kapillérerna. Fér att éverféra blandningen frédn plastbehallaren fill
kapillérerna, centrifugera adaptrar med kapillérer i en bordscentrifug i tio

sekunder vid max. 400 x g (2.000 rpm).
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Tillsats av Internkontroll till isolering

Fig. 1:  Schematiskt arbetsférlopp fér kontroll av isolering och PCR-
inhibering.

Vid varje pipetteringssteg ér det mycket viktigt att se till aft de
[6sningar som ska anvéndas &r helt upptinade, vél blandade
och centrifugerade en kortstund
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Tillsats av Internkontroll till artus Master

Fig. 2:  Schematiskt arbetsférlopp fér kontroll av PCR-inhibering.

Vid varje pipetteringssteg ér det mycket viktigt att se till aft de
[6sningar som ska anvéndas &r helt upptinade, vél blandade
och centrifugerade en kortstund.
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8.5 Programmering av LightCycler instrumenten
8.5.1 Programmering av LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentet

For detektion av VZV-DNA programmeras en temperaturprofil p& LightCycler
1.1/1.2/1.5 instrumentet enligt dessa fem steg (se Fig. 3 - 7).

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

Observera speciellt installningarna fér Analysis Mode, Cycle Program Data
och Temperature Targets. Dessa instéllningar markeras i figurerna med en
svart ram. Mer information om programmering av LightCycler 1.1/1.2/1.5
instrumentet finner du i LightCycler Operator’s Manual. Steg D. Smaéltkurva ér
valfritt. Det behévs endast vid differentiering mellan HSV-1 och HSV-2 vid
samtida insats av artus HSV1/2 LC PCR Kit.

Analysis Mode INERE
Quantification . 2
Melting Curves

Temperature Targets

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

Secondary Target Temperature (*C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|_ |—Acquisiti0n Mode

2000[50 300 (30 _[a] NONE |5 QaD |

Fig. 3: Initial aktivering av Hot Start-enzymet.
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1 [y cle Program Data P o 2
— [— al Quantification —
Mﬂﬂ Melting Curves

emperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature (*C)

Step Size ('C)
‘7 Step Delay (cycles)
0

I—Acquisition Mode

Fig. 4: Touch-Down steg.

ICycle Program Data

1 Analysis Mode 2
- a Quantification e
Cycles|| 4[5

emperature |argets

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

Step Size ('C)
’> Step Delay (cycles)

|—Acquisiti0n Mode
35 [§5  [dleo00 (g0 [gloo fglo 5 NONE |5 QRN

Fig. 5: Amplifiering av DNA.
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1 Cycle Program Data. Analysis Mode( None 2
- l—lﬂ Quantification -
M 1) Melting Curves

7emperature Targets

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

Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
’> Step Delay {cycles)

I—Acquisition Mode

@@= a7 Sz} oo 5o 5o @
(Qnsqso 505 [Slooof0 [Hoo [Flo  [3Mnone [ QR

@efe 50500 o o o Joowr )

Fig. 6: Smaltkurva.

Cycle Program Dat

Cycles Elg

emperature [argets

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

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|— [—Acquisition Mode

Eo000 80 [900 |20 |2/ NONE [ @

Analysis Mode IRl

Quantification
Melting Curves

(e

Fig. 7: Kylning.
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8.5.2 Programmering av LightCycler 2.0 instrumentet

For ott programmera en PCR-kérning pé& LightCycler 2.0 instrumentet
aktiverar du alternativet New i menybalken och valier dérefter LightCycler

Experiment.

Ddrefter kan du fér detektion av VZV-DNA skapa en temperaturprofil pé
LightCycler 2.0 instrumentet enligt dessa fem programsteg (se Tabell 1).

Initial aktivering av Hot Start-enzymet
Touch-Down-steg
Amplifiering av DNA

Smaéltkurva (valfritt)

mo o @ »

Kylning

Steg D. Smaltkurva &r valfritt. Det behévs endast vid differentiering mellan

HSV-1 och HSV-2 vid samtida insats av artus HSV1/2 LC PCR Kit.

Tank pd att du till att bérja med anger antalet férbereda kapillérer fér denna

PCR-kérningen (Max. Seek Pos.) (se Fig. 8).

Tabell 1: Framtagning av temperaturprofilen.

O Tc:orgei 'Ho|c? ng; Acq. Analysis
[°’C] [hh:mm:ss] lcycles] Mode Cycles Mode
Aktivering 95 00:10:00 20 0 0 0 None 1 None
95 00:00:05 20 0 0 0 None
Touch

Blaxin 00:00:20 10 None

72 00:00:15 20 0 0 0 None
95 00:00:05 20 0 0 0 None
Amplifierin AN, . Quanti
g av DNA 55 00:00:20 20 0 0 0 Single 40 )
72 00:00:15 20 0 0 0 None fication
95 00:00:01 20 0 0 0 None

b I N N I N I N R vy

80 00:00:00 0,1 0 0 0 Cont.
Kylning 40 00:00:30 20 0 0 0 None 1 None

artus VZV LC PCRKit ~ 01/2015 21



Ange provspecifikationerna genom att trycka pé& knappen Samples.

* Boérja med att ange det totala antalet tankta PCR-beredningar (Sample
Count) i fénstret Capillary View.

* |l anslutning kan du tilldela proven namn under Sample Name.

» Efter detta valjer du fluorescenskanalerna 530 under Selected Channels
for att detektera analytisk VZV-PCR och 705 fér att pévisa PCR av
Internkontrollen.

» F&r definition av standarderna och fér tilldelningen av de motsvarande
koncentrationerna véljer du under Analysis Type alternativet Absolute
Quantification (se 8.3 Kvantifiering).

e Se till aft funktionen Enable Controls inte &r aktiverat, d& detta annars
leder till ett begrénsat urval av analys-optioner vid utvéarderingen av data
(Fit Points-Modus stdr annars inte till férfogande, se 9.2 Tolkning av
LightCycler 2.0 instrumentets PCR-data). Under Target Name kan du
tilldela de valda fluorescenskanalerna 530 och 705 de mélsekvenser (VZV
resp. Internkontroll) som skall pdvisas. Ifyllandet av spalten Target Name
kan underléttas med funktionen Auto Copy. Definitionen av Target Name
ar till for att forbattra dverblicken, detta ér dock inte obligatoriskt.

e Foér aft ta fram en standardkurva vid analysen av data maste
Kvantifieringsstandarderna definieras med de motsvarande
koncentrationerna. Foér att géra detta véljer du Standard under Sample
Type och anger de motsvarande koncentrationen under Concentration.

« Den programmerade temperaturprofilen kan sparas pé& h&rddisken fér att
anvéndas pd& nytt fér vidare kérningar. Fér oft géra detta aktiverar du
funktionen Save As.... under menyn File. | fénsteret som dppnas vdljer du
under Templates and Macros underférteckningen Run Templates och
sparar under ett passande namn datan dér.

* For att starta PCR-kérningen, byter du till knappen Run och aktiverar Start
Run (se Fig. 8). Efter att ha angivet destinationen fér var datan skall

sparas startas PCR-programmet.
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2 m End Program | +10 Cycles lColor Comp (O] v“ ﬂ Options 'I
Brograms | Onfine Data Display | Fun Notes |
Seup——— Programs
Defauk Channet (50 ~| | A || | ProgramName Cycles Analysis Mode
- Initial Activation of the Hot Start Enzyme 1 ~<{None -
T a2 _Milzasacl =" i
— ] Touch bown Sep 10 Z|None =
| =Liecscokpe 122} | |Ampliicstion of the DNA 40 =|Quantfication -
Instument Type:  |6Ch.  ¥] LI Melting Curve 1 ~{Melting Curves -
CoploySice: |20 ¥ » Cooling 1 ~<{None -
Ca a]
Program T Targsts
:J Target (*C) | Hold (hhxmmcss)| Ramp Rate Sec Step Size | Step Dalay Acquisiion Mode
(C/s) | Taget(T)) ('C) (cycles)
il »a0  Z{oo0o30  E20 <10 <0 <10 ~{None ¥
hd

-

2
8

Temperature (°C)
88883888

010,09 01827 0:28:59 0:33.26 0:47:46 0:57:06
Time (h:mm:ss)

Fig. 8: Start av PCR-kérningen.
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9. Tolkning av resultat

9.1 Tolkning av LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentets
PCR-data

Fér att analysera de data som har tagits fram med LightCycler 1.1/1.2/1.5
instrumentet rekomenderar vi att LightCycler Software Version 3.5. anvands.
Vid flerférgs-analysen upptréder interferenser mellan fluorimeterkanalerna.
Programvaran till LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentet innehéller en fil som
benédmns Color Compensation File, som kompenserar dessa stérningar.
Oppna filen innan, under eller omedelbart efter PCR-kérningen genom att
aktivera knappen Choose CCC File resp. Select CC Data. Om det inte finns
ndgon Color Compensation File installerad, méste du skapa filen enligt
anvisningarna i LightCycler Operator’s Manual. Efter att ha aktiverat Color
Compensation File visas skilda signaler i fluorimeterkanalerna F1, F2 och F3.
Fér analys av PCR-reultaten, vilka tas fram med artus VZV LC PCR Kitvéljer du
displayfunktionerna F1/F2 fér analytisk PCR, resp. F3/Back-F1 fér PCR av
Internkontrollen. Fér analys av kvantitativa kérningar ska du félja
anvisningarna i avsnittet 8.3 Kvantifiering, samt Technical Note for

quantitation on  the  LightCycler 1.1/1.2/1.5 Instrument p&
www.qiagen.com/Products/BylabFocus/MDX/.

Om mer &n ett Herpes-artus-system ér integrerat i en PCR-kérning ér det
viktigt att VZV-proven analyseras separerade fr&n varandra. Vélj dérfér ut de

motsvarande rotor-positionerna f6r tolkning av resultaten.
Féljande resultat kan férekommai:

1. | fluorimeterkanalen F1/F2 detekteras en signal.

Analysresultatet ér positivt. Provet innehéller VZV-DNA.

| detta fall ér detektion av en signal i kanalen F3/Back-F1 ovésentlig, eftersom héga
initiala koncentrationer av VZV-DNA (positiv signal i kanalen F1/F2) kan leda till en
reducerad eller utebliven fluorescenssignal fér Internkontrollen i kanalen F3/Back-F1

(konkurrens).
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2. | fluorimeterkanalen F1/F2 detekteras ingen signal, utan endast i kanalen

F3/Back-F1 (Internkontrollens signal).

Inget VZV-DNA kan pévisas i provet. Det kan dérfér anses som negativt.

Vid negativ VZV-PCR utesluter detektionen av Internkontroll-signalen méjligheten av

en PCR-inhibering.

3. Ingen signal detekteras vare sig i kanal F1/F2 eller i kanal F3/Back-F1.
Né&got diagnosresultat kan inte erhéllas.

Information om felkéllor och hur dessa &tgérdas finns i 10. Felsékning.

Exempel pd positiva och negativa PCR-reaktioner finns i Fig. 9 och Fig. 10.
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Cycle Number

Fig. 9: Detektion av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4) i
fluorimeterkanal  F1/F2  hos  LightCycler 1.1/1.2/1.5
instrumentet. NTC: non-template control (negativ kontroll).
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o.ms—-_‘ _—
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Fig. 10: Detektion av Internkontrollen (IC) i fluorimeterkanal F3/Back-
F1 hos LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentet med samtidig
amplifiering av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1
- 4). NTC: non-template control (negativ kontroll). Orsakat
av den begrdnsade kompensationen av  fluorescens-
interferensen uppkommer &verlagringar av internkontrollens
signaler i F3 genom positiva signaler frén F1. P& grund av
detta &r en utvardering av internkontrollens (F3) signaler fér
starkt positiva prover och kontroller inte majligt.
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9.2 Tolkning av LightCycler 2.0 instrumentets PCR-data

Fér aft analysera de data som har tagits fram med LightCycler 2.0
instrumentet rekommenderar vi att LightCycler Software Version 4.0. anvénds.

Beakta &ven hanvisningarna i LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual
Version 4.0.

Fér att analysera PCR-data orienterar du dig efter féljande schema (se Fig.

11):

= Aktivera funktionen Analysis i menybalken och vélj alternativet Absolute
Quantification, med vilket i princip alla amplifikationsdata som genereras
med artus LC PCR kit bér analyseras.

LightCycler® Software Version 4.0 innehéller en fil med beteckningen
Color Compensation File, vilken kompenserar signal-interferenser mellan
fluorescenskanalerna. Denna fil éppnar du under eller i anslutning till
PCR-kérningen genom att aktivera knappen Color Comp (On/Off) och
dérefter Select Color Compensation (se Fig. 11). Om ingen Color
Compensation File finns installerad, skapar du filen under beaktning av
anvisningarna i LightCycler® Operator’s Manual.

« Efter ot ha aktiverat Color Compensation File dyker det upp skilda
signaler i de enskilda fluorescenskanalerna. Fér aott analysera PCR-
resultaten som tagits fram med artus VZV LC PCR Kit, valjer du
displayfunktionen 530/640 fér analytisk VZV -PCR resp. 750/Back 530 fér

PCR av Internkontrollen.
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Fig. 11: Aktivering av  Color Compensation  File och val av
fluorescenskanal.

Fér analysen av kvantitativa kérningar beakta édven avsnittet 8.3 Kvantifiering
samt Technical Note for quantitation on the LightCycler 2.0 Instrument pé&

www.qgiagen.com/Products/Byl abFocus/MDX/.

Nér instéllningarna av analys-optionerna har avslutats kan féljande resultat
forekomma:
1. | fluorescenskanalen 530/640 detekteras en signal.

Analysresultatet ér positivt. Provet innehéller VZV-DNA.

| detta fall &r detektion av en signal i kanalen 705/Back 530 ovésentlig, eftersom
héga initiala koncentrationer av VZV-DNA (positiv signal i kanalen 530/640) kan leda

till en reducerad eller utebliven fluorescenssignal fér Internkontrollen i kanalen
705/Back 530 (konkurrens).

2. | fluorescenskanalen 530/640 detekteras ingen signal, utan endast i

kanalen 705/Back 530 (Internkontrollens signal).

Inget VZV-DNA kan pdvisas i provet. Det kan dérfér anses som negativt.
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Vid negativ VZV-PCR utesluter detektionen av Internkontroll-signalen méjligheten av
en PCR-inhibering.

3. Ingen signal detekteras vare sig i kanal 530/640 eller i kanal
705/Back 530.

Négot diagnosresultat kan inte erhéllas.

Information om felkéllor och hur dessa &tgérdas finns i 10. Felsékning.

Exempel pd positiva och negativa PCR-reaktioner finns i Fig. 12 och Fig. 13.
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Fig. 12: Detektion av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4)
i fluorescenskanal 530/640 hos LightCycler 2.0 instrumentet.
NTC: non-template control (negativ kontroll).
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Fig. 13: Detektion av Internkontrollen (IC) i fluorescenskanal 705/Back
530 hos LightCycler 2.0 instrumentet med samtidig
amplifiering av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1
- 4). NTC: non-template control (negativ kontroll).
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10. Felsokning

Ingen signal fér de positiva kontrollerna (VZVLC/TM QS 1 - 4) i
fluorescenskanal F1/F2 resp. 530/640:
* Valet av fluorescenskanal vid analysen av PCR-data motsvarar inte
angivelserna i protokollet.
€ Valj 16r analysen av data fluorescenskanal F1/F2 resp. 530/640 fér
den analytiska VZV -PCR och fluorescenskanal F3/Back-F1 resp.
705/Back 530 fér PCR av Internkontrollen.

* Programmeringen av temperaturprofilen fér LightCycler 1.1/1.2/1.5 resp.

LightCycler 2.0 instrumentet &r felaktig.
© 8.5 Programmering av LightCycler instrumentet).

* Felaktig sammanstéllining av PCR-reaktionen.

© Kontrollera arbetsstegen med hjdlp av pipetteringsschemat (se
8.4 Férberedelser av PCR) och upprepa, om nédvéndigt, PCR.

» Férvaringsanvisningarna fér en eller flera av kit-komponenterna har inte
foljts enligt féreskrifterna i 2. Férvaring, eller héllbarhetsdatumet fér artus
VZV LC PCR Kit har |6pt ut.
© Kontrollera b&de férvaringsférutsattningarna sé vél som datumet foér

reagenserna héllbarhet (se kit-etikett) och anvénd, om nédvéndigt, ett

nytt kit.

Svag eller utebliven signal fér Internkontrollen i fluorescenskanal F3/Back-F1
resp. 705/Back 530 tillsommans med fr&nvaro av signal i kanal F1/F2
resp. 530/640:
» PCR-férhéllandena motsvarar inte protokollet.
© Kontrollera PCR-férhéllandena (se ovan) och upprepa, om nédvéndigt,
PCR med korrigerade installningar.
* PCR har inhiberats.
€ Kontrollera aft du har anvént ett reningsférfarande som
rekommenderas av oss (se 8.1 DNA-isolering) och var noga med att

féljatillverkarens anvisningar exakt.
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€ Forvissa dig om att hos DNA-isoleringen det rekomenderade extra
centrifugeringssteget fér fullstandigt avlégsnande av etanol-rester
genomférdes innan elueringen (se 8.1 DNA-isolering).

* Det féorekommer DNA-férluster orsakade av reningsférfarandet.
© Har Internkontrollen tillsatts fér isolering kan en utebliven signal fér

Internkontrollen betyda aott det féreligger DNA-férluster orsakade av
reningsférfarandet. Kontrollera att du har anvéant ett reningsférfarande
som rekommenderas av oss (se 8.1 DNA-isolering) och var noga
med att félja tillverkarens anvisningar.

» Férvaringsanvisningarna fér en eller flera av kit-komponenterna har inte
foljts enligt féreskrifterna i 2. Férvaring, eller héllbarhetsdatumet fér artus
VZV LC PCR Kit har |6pt ut.
€ Kontrollera b&de férvaringsférutsattningarna sé& vél som datumet foér

reagenserna héllbarhet (se kit-etikett) och anvédnd, om nédvandigt, ett

nytt kit.

Signal hos de negativa kontrollerna i fluorescenskanal F1/F2 resp. 530/640 i
analytisk PCR.
* En kontamination féreligger under PCR férberedelserna.
272
€ Forslut de enskilda PCR-reaktionsbehéllarna om méjligt direkt efter
tillsats av de undersékta proverna.
o
€ Foérsakra er om aft arbetsplatser och apparater dekontamineras
regelbundet.
* En kontamination orsakad av isoleringen féreligger.
€ Upprepa isoleringen och PCR av de undersékta proverna med hjélp av
oanvénda reagenser.
€ Forsakra er om aft arbetsplatser och apparater dekontamineras
regelbundet.
Om du skulle ha ytterligare frégor eller om andra problem upptréder, ber vi dig

kontakta den tekniska servicen.
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11. Specifikationer
11.1 Analytisk sensitivitet

For bestdmning av den analytiska sensitiviteten fér artus VZV LC PCR Kit
under anvéndning av LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentet bereddes en
standard-spédningsserie frén 60 till nominellt 0,019 VZV-kopieekvivalenter /ul
som analyserades med artus VZV LC PCR kit. Undersékningarna
genomférdes tre olika dagar i form av &ttafaldiga bestémningar. Resultatet har
tagits fram med hjdélp av en probit-analys. Den grafiska utvarderingen framgér
av Fig. 14. Den analytiska detektionsgrénsen fér artus VZV LC PCR kit i
samband med LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentet ligger séledes p& 0,8
kopior/ul (p = 0,05). Detta innebér att med 95 % konfidens 0,8 kopior/ul

kan detekteras.

Probit-analys: Varizella-zoster-virus (LightCycler1.1/1.2/1.5)

17 s—4—+—+—
i1 0,10112 2 0,8 kopior/ul (95%)
2
o
b =4
2
o
&
3.5 25 1.5 -0,5 05 15 5 35
log (dose)

Fig. 14: Analytisk  sensitivitet ~ fér  artus VZV LC PCR Kit under
anvéndandet av LightCycler 1.1/1.2/1.5instrumentet.

" Den standard som anvénds hér ér en klonad PCR-produkt vars koncentration har
bestémts spekiral- och fluorescensfotometriskt.

|
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11.2 Specificitet

Specificiteten fér artus VZV LC PCR Kit garanteras i férsta hand genom val av
primers och prober samt val av stringenta reaktionstférhéllanden. Primers och
prober kontrolleras med en sekvensj@mférelse-analys med avseende pé
eventuella homologier mot alla i genbanker publicerade sekvenser. P& s& satt

kontrolleras éven att alla relevanta stammar detekteras.

Valideringen av specificiteten genomférdes @ven pd 30 olika CSF
(Cerebrospinalvatska) prover, vilka inte genererade ndgon signal med de

specifika VZV primers och prober som ér integrerade i VZV LC Master.

Fér bestémning av specificiteten av artus VCV LC PCR Kit underséktes den i
Tabell 2 angivna kontrollgruppen med avseende p& korsreaktivitet. Ingen av

de testade patogenerna var reaktiv.

Tabell 2: Kitets specificitetstest med eventuella korsreaktiva patogener.

Kmrbrmllor i \/74% Internkontroll
(F1/F2) (F3/Back-F1)
Humant herpesvirus 1 (Herpes-simplex-virus 1) - +
Humant herpesvirus 2 (Herpes-simplex-virus 2) - +
Humant herpesvirus 4 (Epstein-Barr-virus) - +
Humant herpesvirus 5 (Cytomegalievirus) - +
Humant herpesvirus 6A - +
Humant herpesvirus 6B - +
Humant herpesvirus 7 - +
Humant herpesvirus 8 ) N
(Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus)

11.3 Precision

Precisionsdatan fér artus VZV LC PCR Kit tilladter framtagandet av
totalvariansen (total spridning) av testsystemet. Denna totalvarians bestér av
Intra-Assay-variabilitet (variabilitet mellan prover av samma koncentration
inom en undersdkningsomgdng). Inter-Assay-variabilitet  (lab-intern

variabilitet p& grund av att olika enskilda personer anvénder olika instrument
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av samma typ) och Inter-Batch-variabilitet (variabilitet under anvéndande av

olika batcher). Darvid férmedlas standardavvikelsen, variansen och
varitionskoefficienten, sé&val fér det patogen-specifika som fér PCR av

Internkontrollen.

Dessa data togs fram fér artus VZV LC PCR Kit med hjalp av
Kvantifieringsstandarden med den minsta koncentration (QS 4; 10 kopior/ul).
Undersdkningarna utférdes i form av &ttafaldiga bestémningar. Utvarderingen
av resultaten gjordes med amplifikationskurvornas Ct-varden (Ct: threshold
cycle, Tabell 3) och de darifran férmedlade kvantitativa vérdena i kopior/ul
(Tabell 4). Séledes utgér den totala spridningen hos ett godtyckligt prov med
den benédmda koncentrationen 0,88 % (Ct) resp. 11,40 % (konc.) och fér
detektion av Internkontrollen 1,26 % (Ct). Dessa vérden baserar p& summan

av alla enskilda véarden av den férmedlade variabiliteten.

Tabell 3: Precisionsdata baserade p& Ct-véardena.

Standard- Vari Variations-
avwvikelse arians koefficient [%)]
Intra-Assay-variabilitet:
21 4
VZV LC/TM QS 4 0, 0.0 0,89
Intra-Assay-variabilitet:
0,04 0,00 0,33
Internkontroll
Inter-Assay-variabilitet:
1
VZV LC/TM QS 4 017 0,03 0,75
Inter-Assay-variabilitet:
0,09 0,01 0,69
Internkontroll
Inter-Batch-variabilitet: 021 0.04 0.89
VZV LC/TM QS 4 ! ! !
Inter-Batch-variabilitet:
0,15 0,02 1,16
Internkontroll
Totalvarians:
21 4
VZV LC/TM QS 4 0, 0,0 0,88
Totalvarians:
oravanans 0,16 0,03 1,26
Internkontroll
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Tabell 4: Precisionsdata baserade pé de kvantitativa vérdena (i kopior/ul).

Standard- . Variations-
avvikelse Varians koefficient [%]
Intra-Assay-variabilitet:
1,33 1,77 13,1
VZV LC/TM QS 4 ! 7 A9
Inter-Assay-variabilitet: 0.97 0.94 9 66
VZV LC/TM QS 4 ' ! !
Inter-Batch-variabilitet:
1,2 1,67 12,83
VZV LC/TM QS 4 29 ! !
Totalvarians: 115 132 11.40
VZV LC/TM QS 4 ! ! !

11.4 Robusthet

Undersékningen av robustheten tjgnar syftet att formedla den totala
felfrekvensen fér artus VZV LC PCR Kit. Fér detta @ndamal blandades 30 VZV
negativa CSF (Cerebrospinalvatska)-prover med vardera 2,1 kopior/ul
elutionsvolymen VZV-kontroll-DNA (trefaldig koncentration av den analytiska
sensitivitetsgrdnsen), isolerades med QlAamp DNA Mini Kit (se

8.1 DNA-isolering) och analyserades med artus VZV LC PCR Kit.
Felfrekvensen fér VZV var O %. fér alla proven. Internkontrollens robusthet
prévades dessutom genom isolering och analys av 30 VZV negativa CSF
(Cerebrospinalvatska) prover. Felfrekvensen var 0 %. Robustheten fér artus

VZV LC PCR Kit &r séledes = 99 %.

11.5 Reproducerbarhet

Data fér reproducerbarhet har insamlats fér regelbunden utvéardering av
prestanda fér artus VZV LC PCR Kit samt fér j@mférelse av prestanda med

andra produkter, vilket uppfylls genom deltagande i provningsjémférelser.

11.6 Diagnostisk utvardering

artus VZV LC PCR Kit utvarderas f6r nérvarande i ett flertal studier.

|
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12. Sarskild information om
produktanvéndning

» Samtliga reagenser &r endast avsedda att anvandas fér in vitro-
diagnostik.

» Utférandet bér ske av personal som fétt sérskild undervisning och
utbildning i in vitro-diagnostik-férfarandet (EN375).

*  For att erhélla optimala PCR-resultat &r det mycket viktigt aft
protokollet féljs exakt.

» Beaokta utgdngsdatumet som finns p& de enskilda komponenternas

férpackningar och etiketter. Utgdngna reagenser fér inte anvéndas.

13. Sakerhetsinformation

Sakerhetsinformation fér artus VZV LC PCR Kit hittar du i tillhérande
stikerhetsdatablad (material safety data sheets, MSDS). Detta hittar du som

kompakt och anvéndarvénlig PDF-fil underwww.giagen.com/safety.

14. Kvalitetskontroll

Enligt QIAGENSs certifierade kvalitets-managment-system ISO 9001 och ISO
13485 testades varje tillverkningssats artus VZV LC PCR Kit mot fastlagda

specifikationer, fér att garantera en enhetlig produktkvalitet.

15. Referenser

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
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16. Symbolférklaring

Anvdnds fore

-
o

Tillverkningssatsnummer

Tillverkare

E

-

Bestdllningsnummer
Materialnummer

Handbok

=
>

< g EE i[RI

Medicinteknisk produkt fér in vitro-diagnostik
GS1-artikelnummer (Global Trade Item Number)

Innehdllet racker for <N > test

z
\%

Temperaturintervall

Kvantifieringsstandard

o
»n

Internkontroll

o
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