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rening av DNA, RNA och proteiner
nukleinsyra- och proteinanalyser

mikroRNA-forskning och RNAI

automatisering av provtagnings- och analystekniker
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Anvédndningsomrade

artus VZV RG PCR-kitet ar ett in vitro-nukleinsyraamplifieringstest fér
kvantifiering av VZV-DNA i human cerebrospinalvatska (CSF). Fér detta
diagnostiska testkit anvénds polymeraskedjereaktion (PCR) och kitet ar
konfigurerat f6r anvéndning med Rotor-Gene Q-instrument.

Obs! artus VZV RG PCR-kitet kan inte anvéndas med Rotor-Gene Q 2plex-
instrument.

Sammanfattning och férklaring

artus VZV RG PCR-kitet utgér ett bruksfardigt system fér detektionen av VZV-
DNA med anvandning av polymeraskedjereaktion (PCR) i Rotor-Gene Q-
instrument. VZV RG Master innehdller reagenser och enzymer fér den specifika
amplifieringen av en 82 bp-region av VZV-genomet, och fér direkt detektion av

den specifika amplikonen i fluorescenskanalen Cycling Green i Rotor-Gene Q
MDx, Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene 6000 (kélla 470 nm, detektor 510 mm).

Dessutom innehdller artus VZV RG PCR-kitet ett andra heterologt
amplifieringssystem fér detektion av en eventuell PCR-inhibering. Denna
detekteras som en intern kontroll (IC) i fluorescenskanalen Cycling Orange i
Rotor-Gene Q eller Rotor-Gene Q 6000 (kalla 585 nm, detektor 610 nm).
Detektionsgrénsen f6r analytisk VZV-PCR (se “Analytisk sensitivitet”, sidan 23)
minskas inte. Externa positiva kontroller (VZV RG QS 1-4) medfdljer, vilka gér
det maijligt att faststélla andelen virus-DNA. Mer information: se “Kvantifiering”,
sidan 18.

Information om patogen

Varicella-zoster-virus (VZV) &r ett DNA-virus, vilket éverférs frén person till
person som en droppinfektion eller genom direktkontakt. Infektion med VZV ger
négot férhéjda temperaturer och péverkar det allménna halsofillstdndet i
mattlig grad. Polymorfa utslag med strimmor, bl&sor och skorpor tillsammans
med svér kldda (vattkoppor) kénnetecknar sjukdomen. Svéra VZV-infektioner
ses frekvent hos patienter med nedsatt immunférsvar och kan leda till farliga
komplikationer, t.ex lunginflammation och encefalit. Efter den akuta infektionen
finns patogenen kvar i sensoriska spinalganglier och ganglierna i
kranialnerverna. Om immuniteten férsvagas kan exacerbationer uppstd (t.ex.
béltros).

Princip fér proceduren

Patogen detektion med polymeraskedjereaktion (PCR) baseras pé
amplifieringen av specifika regioner i den patogena organismens genom. |
realtids-PCR detekteras den amplifierade produkten via fluorescerande
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fargdmnen. Dessa ér vanligtvis kopplade till sékfragment av oligonukleotider,
vilka binder specifikt till den amplifierade produkten. Om du &évervakar
fluorescensintensiteterna under PCR-kérningen (det vill séga i realtid) kan du
upptécka och kvantifiera den ackumulerande produkten utan att behéva éppna
reaktionsréren pé nytt efter PCR-kérningen.*

Material som medféljer

Kitinnehdll
artus VZV RG PCR Kit (24) (96)
Katalognr 4502263 4502265
Antal reaktioner 24 96

2x12 8x12

Bl& VZV RG Master ) )
reaktioner reaktioner

Gul VZV RG Mg-Solf Mg-Sol 600 ul 600 ul
Rod VZV RG QS 1* (1 x 10* kopior/ul) Qs 200 ul 200 pl
Réd  VZV RG QS 2* (1 x 10° kopior/ul) Qs 200 ul 200 ul
Rod VZV RG QS 3* (1 x 102 kopior/ul) Qs 200 ul 200 pl
Réd  VZV RG QS 4* (1 x 10" kopior/ul) Qs 200 ul 200 pl
Grén  VZV RG ICE IC 1000 ul 2 x 1000 ul
Vit Vatten (PCR-kvalitet) 1000 ul 1000 ul

Handbok 1 1

' Magnesiumlésning.

* Kvantifieringsstandard.
¥ Intern kontroll.

* Mackay, I.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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Material som behévs men inte medféljer

Anvand alltid lamplig laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon
vid hantering av kemikalier. Mer information finns i tilldmpliga
sdkerhetsdatablad (SDS) som kan erhéllas frdn produktleverantéren.

Reagenser
B DNA-isoleringskit (se “DNA-isolering”, sidan 10)

Férbrukningsartiklar
B Sterila pipettspetsar med filter

M Strip-rér och lock, 0,1 ml, fér anvéndning med 72-brunnars rotor (kat.nr

981103 eller 981106)

M Alternativt: PCR-rér, 0,2 ml, fér anvéndning med 36-brunnars rotor (kat.nr

981005 eller 981008)

Utrustning

B Pipetter (justerbara)*

M Vortexblandare*

B Bankcentrifug* med rotor f6r 2 ml-reaktionsror

B Rotor-Gene Q MDx-, Rotor-Gene Q- eller Rotor-Gene-instrument*' med
fluorescenskanaler fér Cycling Green och Cycling Orange

M Rotor-Gene Q MDx-/Rotor-Gene Q-programvaruversion 1.7.94 eller

senare (Rotor-Gene 6000-programvaruversion 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94)

B Kylblock (laddningsblock 72 x 0,1 ml rér, kat.nr 9018901, eller
laddningsblock 96 x 0,2 ml rér, kat.nr 9018905)

Varningar och forsiktighet

For in vitro-diagnostisk anvéndning

Anvand alltid [émplig laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon
vid hantering av kemikalier. Mer information finns i [dmpligt sékerhetsdatablad
(SDS). Dessa ér tillgéngliga online i praktiskt och kompakt PDF-format pé
www.giagen.com/safety dér du kan hitta, granska och skriva ut datablad fér
alla kit och kitkomponenter frén QIAGEN®.

Kassera prov- och analysavfall enligt lokala sékerhetsregler.

* Sakerstall att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens
rekommendationer.

t artus VZV RG PCR-kitet kan inte anvéindas med Rotor-Gene Q 2plex-instrument.
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Allméanna férsiktighetsatgdrder
Anvéandaren ska alltid vara uppmérksam om féljande:
B Anvénd sterila pipettspetsar med filter.

B Foérvara och extrahera positiva material (prover, positiva kontroller och
amplikoner) separerade frén alla andra reagenser och tillsétt dem ftill
reaktionsblandningen p& en separat plats.

B Tina alla komponenter noggrant vid rumstemperatur (15-25 °C) innan du
startar en analys.

B Nar komponenterna ér tinade blandar du dem (pipettera upprepade
gdnger upp och ned eller genom pulsvortexblandning) och centrifugera
kortvarigt.

B Arbeta snabbt och férvara komponenter pd is eller i kylblocket (72/96-
brunnars laddningsblock).

Férvaring och hantering av reagens

Komponenterna i artus VZV RG PCR-kitet méste férvaras vid =15 °C till

-30 °C och ar stabila fram till det utg@ngsdatum som anges pé etiketten.
Upprepad tining och frysning (>2 x) ska undvikas, eftersom detta kan minska
analyssensitiviteten. Om reagenserna endast ska anvéndas periodvis ska de
frysas ned i alikvoter. Férvaring vid 2-8 °C ska inte dverskrida 5 timmar.
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Procedur

DNA-isolering

EZ1 DSP Virus Kit (QIAGEN, kat. nr 62724)* har utvarderats fér viral
nukleinsyrarening frdn human CSF, fér anvéndning med artus VZV RG PCR-
kitet. Utfér den virala nukleinsyrareningen enligt anvisningarna i handboken Hill
EZ1 DSP Virus Kit, med en initial provvolym pd& 200 ul.

Obs! artus VZV RG PCR-kitet ska inte anvéindas med fenolbaserade
isoleringsmetoder.

Obs! Anvéndningen av bérar-RNA &r nédvéndig for extraktionseffektiviteten
och féljaktligen for DNA/RNA-utbytet. Tillsatt den ldmpliga méngden bérar-
RNA till varje extraktion enligt anvisningarna i handboken till EZ1 DSP Virus Kit.

Obs! Den interna kontrollen f6r artus VZV RG PCR-kitet kan anvéandas direkt i
isoleringsforfarandet (se “Intern kontroll”, nedan).

Intern kontroll

En intern kontroll (VZV RG IC) medféljer. Detta gér att anvédndaren bé&de kan
kontrollera DNA-isoleringsférfarandet och kontrollera om det finns en méijlig
inhibering av PCR. Fér denna anvdndning tillsétter man den interna kontrollen
till isolatet i férhéllandet 0,1 ul per 1 ul elueringsvolym. Till exempel, om man
vid anvdndning av EZ1 DSP Virus-kitet eluerar virusnukleinsyrorna i 60 ul
elueringsbuffert (AVE), s& ska 6 ul av den interna kontrollen anvéndas initialt.

Obs! Den interna kontrollen och barar-RNA (se “DNA-isolering”, sidan 10) ska
endast tillséttas blandningen av lyseringsbuffert och provmaterial eller direkt till
lyseringsbufferten.

Den interna kontrollen far inte tillsattas direkt till provmaterialet. Om den fillséits
till lyseringsbufferten ska man observera att blandningen av intern kontroll och
lyseringsbuffert-bérar-RNA méste beredas farsk och anvéndas omedelbart
(forvaring av blandningen vid rumstemperatur eller i kylsk&dp under bara ndgra
timmar kan leda till utebliven funktion av den interna kontrollen och en
minskad extraheringseffektivitet).

Obs! Tillsatt inte den interna kontrollen och bérar-RNA direkt till provmaterialet.

Den interna kontrollen kan dven anvéndas uteslutande t6r att kontrollera
eventuell PCR-inhibering. Fér denna anvéndning ska man tillsétta den interna
kontrollen direkt till blandningen av VZV RG Master och VZV RG Mg-Sol, enligt

beskrivning i steg 2b i protokollet (sidan 12).

* EZ1 DSP Virus Kit ér éven tillgangligt som CE-IVD-mérkt EASYartus® VZV RG PCR Kit, i
kombination med artus VZV RG PCR-kitet (se sidan 30 fér bestdllningsinformation).
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Protokoll: PCR och dataanalys

Viktigt att tdnka pa fére start

B Ta dig tid och bekanta dig med Rotor-Gene Q-instrumentet innan du
startar protokollet. Se instrumentets anvdndarhandbok.

B Sakerstall att minst en kvantifieringsstandard s@val som en negativ kontroll
(vatten, PCR-kvalitet) ingér i varje PCR-kérning. Fér att skapa en
standardkurva anvénder du alla 4 kvantifieringsstandarder som medféljer
(VZV RG QS 1-4) for varje kérning av PCR.

Saker som ska vtforas fore start

B Sakerstall att kylblocket (tillbehor till Rotor-Gene Q-instrumentet) ar férkylt
till 2-8 °C.
M Fore varje anvdndning maste alla reagenser tinas helt, blandas (pipettera

upprepade gdnger upp och ned eller vortex-blanda snabbt) och
centrifugeras under kort tid.

Procedur

1. Placera énskat antal PCR-rér i kylblockets adaptrar.

2. Om du anvéander den interna kontrollen for att 6vervaka DNA-
isoleringen och kontrollera eventuell PCR-inhibering, folj steg 2a.
Om du anvénder den interna kontrollen uteslutande for att
kontrollera PCR-inhibering, f6lj steg 2b.

2a. Den interna kontrollen har redan tillsatts till isolatet (se “Intern
kontroll”, sidan 10). | detta fall ska du bereda en masterblandning
enligt tabell 1.

Reaktionsblandningen innehéller vanligtvis alla komponenter som behdvs
fér PCR, férutom provet.
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Tabell 1. Beredning av masterblandning (intern kontroll som
anvands fér att 6vervaka DNA-isolering och kontrollera PCR-
inhibering)

Antal prover 1 12
VZV RG Master 25,5 ul 306 ul
VZV RG Mg-Sol 4,5 ul 54 ul
VZV RG IC 0 ul o ul
Total volym 30 ul 360 ul

2b. Den interna kontrollen maste tillsattas direkt till blandningen av VZV

12

RG Master och VZV RG Mg-Sol. | detta fall ska du bereda en
masterblandning enligt tabell 2.

Reaktionsblandningen innehdller vanligtvis alla komponenter som behévs
for PCR, férutom provet.

Tabell 2. Beredning av masterblandning (intern kontroll som
anvdnds uteslutande for att kontrollera PCR-inhibering)

Antal prover 1 12
VZV RG Master 25,5 ul 306 ul
VZV RG Mg-Sol 4,5 ul 54 ul
VZV RG IC 2 ul 24 ul
Total volym 32 ul* 384 ul*

* Volymékningen som orsakas av tillsats av den interna kontrollen &r férsumbar vid
férberedelse av PCR-analysen. Detektionssystemets sensitivitet férsamras inte.

Pipettera 30 pul av masterblandningen i varje PCR-rér. Tillsatt sedan
20 pl av eluerad prov-DNA (se tabell 3). PG motsvarande séatt maste
20 ul av minst en av kvantifieringsstandarderna (VZV RG QS 1-4)
anvdndas som en positiv kontroll och 20 ul vatten (vatten, PCR-
kvalitet) som en negativ kontroll.
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Tabell 3. Beredning av PCR-reaktion

Antal prover 1 12

Masterblandning 30 ul 30 ul av vardera
Prov 20 ul 20 ul av vardera
Total volym 50 ul 50 ul av vardera

4. Stéing PCR-réren. Kontrollera att Iasringen (tillbehér till Rotor-Gene-
instrumentet) ar placerad éverst pa rotorn fér att forhindra att réren
6ppnas av misstag under kérningen.

5. Skapa en temperaturprofil for detektion av VZV-DNA genom att
utféra nedanstdende steg.

Instéllning av allménna analysparametrar Figurer 1,2, 3
Forsta aktivering av enzym med varmstart Figur 4
DNA-amplifiering Figur 5
Justering av fluorescenskanalsensitiviteten Figur 6
Start av kérningen Figur 7

Alla specifikationer géller f6r Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q-
programvaruversion 1.7.94 och Rotor-Gene 6000-programvaruversion
1.7.65, 1.7.87 och 1.7.94. Mer information om hur du programmerar
Rotor-Gene-instrument hittar du i anvéndarhandboken till instrumentet. |
illustrationerna &r dessa instéliningar inramade i svart fet stil. lllustrationer
ingdr fér Rotor-Gene Q-instrument.
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6. Oppna forst dialogrutan “New Run Wizard” (Ny kérning av guide)
(figur 1). Markera rutan “Locking Ring Attached” (Lasring fést) och
klicka pa “Next” (Ndsta).

x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type
36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

SkipWizard | << Back |

Figur 1. Dialogrutan “New Run Wizard”.

7. Valj 50 fér PCR-reaktionsvolymen och klicka pé “Next” (figur 2).

New Run Wizard x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help

5 3 on an item, hover
Operator: lQlagen your mouse over the
- item for help. You
Notes : can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

I =
Volume (uL): = =

Sample Layout : IA1 A2 AT

Skipwizard | <<Back |

Figur 2. Instdllning av allménna analysparametrar.

|
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8. Klicka pda knappen "Edit Profile” (Redigera profil) i nésta dialogruta
"New Run Wizard”, (figur 3), och programmera temperaturprofilen
enligt bild i figurerna 3-5.

x|

Temperature Profile : 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.

Channel Setup :

Name I Source I Detector l Gain l

Green 470nm  510nm 5 E
Yellow  530nm  555nm
Orange  585nm  610nm
Red 625nm  B660nm
Crimson  680nm  710hp

Edit Gain...
Remove

Reset Defaults

I 3

SkipWizard [ << Back

Figur 3. Redigering av profilen.

M Edit Profile X

2 .8 H| o

New Open Save As Help
The run will take approximately 103 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

it

Click on a cycle below to modify it :

1-P Inset ater.

Insert before...
Remove

Hold Temperature: g5 deg.
2 Hold Time : 10 |{mins O [secs

Figur 4. Férsta aktivering av enzym med varmstart.

|
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" Edit Profile (x|
Z . € W @

New ~Open Save As 7H§Ip . B - B B
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
1 |m Insert after... |
Insert before... |

Remove |
2 This cycle repealsl 45 lime[s].l

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

BB

Timed Step LI
65 deg.

95 deg. for 15 secs

4a - ; 30 seconds I
Acquiring to Cycling & I 72 deg. for 20 secs I
on Green, Orange 65 deg. for 30 secs E o
e ,

4b-

v Touchdown(10 cyc 1
deq.)

Figur 5. DNA-amplifiering. Kontrollera att du har aktiverat den slutliga funktionen fér
10 cykler i hybridiseringssteget.

|
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9. Detektionsintervallet for fluorescenskanalerna maste faststéllas
enligt fluorescensintensiteterna i PCR-réren. Klicka pé “Gain
Optimisation” (Optimeringsvinst) i dialogrutan “New Run Wizard”,
(se figur 3) for att 6ppna dialogrutan “Auto-Gain Optimisation
Setup” (Instéllningar av automatisk optimeringsvinst). Stdll in
kalibreringstemperaturen pé 65 sa att den sttmmer 6verens med
amplifieringsprogrammets kyltemperatur (figur 6).

Auto-Gain Optimisation Setup @

Optimisation :
.G Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
Ce different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature to l55 j degrees. 1

Optimise All | Optimise Acquiring |

™ Perform Optimisation Before 1st Acquisition
[™ Perform Optimisation 4t 65 Dearees At Beginning Of Run

Channel Settings :

| | add. |

Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Min Gain | Max Gain Edit... |

Green 1 5| 10F1 10 10

Orange 1 5F 10FI 10 10 Remove |
Remove &l I

2 i Start Manual... | Close | Help

Figur 6. Justering av fluorescenskanalsensitiviteten.

Handbok fér artus VZV RG PCR-kit 12/2014 17



10. De forstarkningsvarden som faststélls av kanalkalibreringen sparas

automatiskt och anges i det sista menyfonstret i
programmeringsproceduren (figur 7). Klicka pé “Start Run” (Starta
koérning).

MNew Run Wizard

Summary :

Setting I Value I
Green Gain 5.33

Orange Gain 8

Rotor 72°well Rotor
Sample Layout 1235

Reaction Volume (in microliters) 50

T

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template I
begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Skipwizard | << Back

Figur 7. Start av kérningen.

Tolkning av resultat

Kvantifiering

De medféljande kvantifieringsstandarderna (VZV RG QS 1-4) behandlas pé
samma sdtt som redan isolerade prover och anvénds i samma volym (20 ul).
Fér att generera en standardkurva pd Rotor-Gene Q-instrument ska alla 4
kvantifieringsstandarder anvandas och definieras i dialogrutan “Edit Samples”
(Redigera prover) som standarder med specificerade koncentrationer (se
instrumentets anvéndarhandbok).

Obs! Kvantifieringsstandarderna definieras som kopior/ul. Féljande ekvation
maste anvéndas fér att omvandla de faststéllda vardena med hjélp av
standardkurvan till kopior/ml provmaterial:

Resultat (kopior/ul) x elueringsvolym
Resultat (kopior/ml) = ()

Provvolym (ml)

Principiellt ska den inledande provvolymen ifyllas i ekvationen ovan. Tag
hénsyn till denna nér provvolymen har féréndrats fére extraheringen av
nukleinsyra (till exempel reducering av volymen genom centrifugering eller
dkning av volymen genom att tillsétta den volym som kravs for isoleringen).

18

Handbok fér artus ZV RG PCR-kit  12/2014



Resultat
Exempel p& positiva och negativa PCR-reaktioner ges i figur 8 och figur 9.

05
QS4

0.4 QS3
g QS2
5031
‘E Qs1
202

0.1

g | Threshold I W S Al
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

Figur 8. Detektion av kvantifieringsstandarderna (VZV RG QS 1-4) i
fluorescenskanalen Cycling Green. NTC: Kontroll utan mall (negativ kontroll).

0.8 -
06 -
2
g QS 1-QS4+NTC
w
E04
=]
=
0.2
TL L 1.l
oSO
0 S — 4_=—‘/

FoN
()]

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Figur 9. Detektion av den interna kontrollen (IC) i fluorescenskanalen Cycling Orange
med samtidig amplifiering av kvantifieringsstandarderna (VZV RG QS 1-4). NTC:

Kontroll utan mall (negativ kontroll).
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En signal har upptackts i fluorescenskanalen "Cycling Green" (gron
atervinning).
Analysresultatet a@r positivt: provet innehdller VZV-DNA.

| det har fallet &r detektionen av en signal i kanalen Cycling Orange umbarlig,
eftersom héga inledande koncentrationer av VZV-DNA (positiv signal i kanalen
Cycling Green) kan leda till en reducerad eller utebliven fluorescenssignal fér
den interna kontrollen i kanalen Cycling Orange (konkurrens).

| fluorescenskanalen "Cycling Green" har ingen signal upptéckts. Pa
samma géng syns en signal frédn den interna kontrollen i kanalen
Cycling Orange.

| provet upptdcks inget VZV-DNA. Det kan ddrfor anses som negativt.

| fallet av en negativ VZV-PCR, utesluter den detekterade signalen i den interna
kontrollen méjligheten av en inhibition av PCR.

Ingen signal har detekterats i kanalerna Cycling Green respektive
Cycling Orange.
Det gér inte att komma fram till nédgra resultat.

Information om felkallor och deras |6sning kan du hitta i
“Felsékningshandbok”, sidan 20.

Fels6kningshandbok

Denna felsékningshandbok kan vara till hjglp fér att [6sa eventuella problem
som uppstér. Foér ytterligare information, se éven sidan Frequently Asked
Questions (Vanliga frégor) pé& vart tekniska supportcenter:
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Dessutom svarar teamet f6r QIAGEN:s
tekniska service gdrna pé frégor om informationen och protokollet i denna
handbok eller prov- och analysmetoder (fér kontaktinformation, se baksidan
eller besék www.giagen.com).

Kommentarer och férslag

Ingen signal med positiva kontroller (VZV RG QS 1-4) i
fluorescenskanalen Cycling Green

a) Den valda For dataanalys véljer du fluorescenskanalen
fluorescenskanalen fér  Cycling Green fér den analytiska PCR fér VZV
PCR-dataanalys och fluorescenskanalen Cycling Orange fér den
stémmer inte Gverens interna kontrollen av PCR.

med protokollet
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Kommentarer och férslag

b) Felaktig J&amfér temperaturprofilen med protokollet. Se
programmering av “Protokoll: PCR och dataanalys”, sidan 10.
temperaturprofilen fér
Rotor-Gene-
instrumentet

c) Felaktig konfiguration  Kontrollera ditt arbete med anvéndning av

av PCR pipetteringsschemat och upprepa PCR-analysen
vid behov. Se “Protokoll: PCR och dataanalys”,
sidan 10.
d) Férvaringsvillkoren fér  Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor och
en eller flera utg@ngsdatum (se kitetiketten) och anvéand ett
kitkomponenter nytt kit vid behov.

dverensstamde inte
med de instruktioner
som gavs i “Férvaring
och hantering av
reagens” (sidan 9).

e) Utgdngsdatum fér Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor och
artus VZV RG PCR-kitet  utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvénd ett
har passerats nytt kit vid behov.

Svag eller obefintlig signal i den interna kontrollen for ett negativt
CSF-prov som renats med hjdélp av EZ1 DSP Virus Kit i
fluorescenskanalen Cycling Orange och samtidig franvaro av signal i
kanalen Cycling Green

a) Villkoren fér PCR Kontrollera villkoren fér PCR (se ovan) och
stdmmer inte Sverens upprepa reaktionen med korrekt instéliningar vid
med protokollet behov.

b) PCR inhiberades Séakerstall att du anvdnder den rekommenderade

isoleringsmetoden och noggrant féljer
tillverkarens anvisningar.

c) DNA férlorades under  Om den interna kontrollen tillsattes i
extraktion extraheringen kan en frdnvarande signal fér den
interna kontrollen tyda pé& att DNA gétt férlorad
under extraheringen. Sékerstall aft du anvéander
den rekommenderade isoleringsmetoden (se
“DNA-isolering”, sidan 10) och noggrant féljer
tillverkarens anvisningar.
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Kommentarer och férslag

d) Férvaringsvillkoren fér  Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor och
en eller flera utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvénd ett
kitkomponenter nytt kit vid behov.
dverensstdmde inte
med de instruktioner
som gavs i “Férvaring
och hantering av
reagens” (sidan 9).

e) Utgdngsdatum fér Kontrollera reagensernas férvaringsvillkor och
artus VZV RG PCR-kitet  utgdngsdatum (se kitetiketten) och anvénd ett
har passerats nytt kit vid behov.

Signaler med de negativa kontrollerna i fluorescenskanalen Cycling
Green i den analytiska PCR

a) Kontamination Upprepa PCR med nya reagenser i replikat.

intraffade under

t5rberedelse av PCR Stdng om maijligt PCR-réren direkt nér du har

tillsatt det prov som ska testas.
Se till aft pipettera den positiva kontrollen sist.

Kontrollera med j@mna mellanrum att arbetsytan
och instrumenten &r dekontaminerade.

b) Kontamination Upprepa extraktionen och PCR-analysen for det
intréffade under prov som ska testas med nya reagenser.
extraktion

Kontrollera med j@mna mellanrum att arbetsytan
och instrumenten &r dekontaminerade.

Kvalitetskontroll

| enlighet med QIAGEN:s ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem testas varje
lot av artus VZV RG PCR-kitet mot férutbestémda specifikationer fér att
garantera félidriktig produktkvalitet.

Begrdnsningar

Produkten ska endast anvéndas av personal som har fatt specialinstruktioner
och som har utbildats i in vitro-diagnostiska férfaranden.

Anvdndarhandboken maéste féljas strikt f6r att uppné optimala resultat f6r PCR.

Var noga med att uppmdarksamma de utg@ngsdatum som &r angivna pé asken
och pa& etiketterna t6r alla komponenter. Anvénd inte utgdngna komponenter.

|
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Aven om det i séllsynta fall kan uppkomma mutationer inom virusgenomets i

hég grad bevarade omréden, vilka técks av satsens primrar och/eller prob, kan

dessa kvantifieras i underkant eller kan befintligheten av virus i dessa fall
missas att upptdackas. Darfér granskas analysens giltighet och prestanda med
j@dmna mellanrum.

Prestandaegenskaper

Analytisk sensitivitet

For aft bestémma den analytiska sensitiviteten fér artus VZV RG PCR-kitet
ordnades en standardspddningsserie frédn 10 till 0,001 kopior/ul och
analyserades i Rotor-Gene 6000 i kombination med artus VZV RG PCR-kitet.

Testningen utférdes under 3 olika dagar med 8 replikat. Resultaten faststélldes

genom en probitanalys. En grafisk bild av probitanalysen i Rotor-Gene 6000

visas i figur 10. Den analytiska detektionsgréansen fér artus VZV RG PCR-kitet i
kombination med Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 ar 0,136 kopior/ml (p = 0,05).

Detta innebér att det finns en 95-procentig sannolikhet att 0,136 kopior/ul
kommer att detekteras.

95%

-0.86586 ~ 0.136 copies/ul (95%)
(0.079 - 0.32 copies/ul)

Proportions

log (dose)

Figur 10. Probitanalys: VZV (Rotor-Gene 6000). Analytisk sensitivitet fér artus VZV RG
PCR-kitet i Rotor-Gene 6000.

Specificitet

Specificiteten fér artus VZV RG PCR-kitet garanteras i férsta hand genom val av

primrar och prober samt val av strikta reaktionsférhéllanden. Primrarna och
proberna kontrollerades betréffande eventuella homologier i alla sekvenser
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som publicerats i genbanker genom sekvensjamférande analys. Darmed
stkerstdlls att alla relevanta genotyper kan detekteras.

Dessutom validerades specificiteten med 30 olika VZV-negativa CSF-prover.

Dessa alstrade inga signaler med de VZV-specifika primrar och prober som
ingér i VZV RG Master.

En potentiell korsreaktivitet fér artus VZV RG PCR-kitet testades med hjalp av

den kontrollgrupp som anges i tabell 4. Ingen av de testade patogenerna har
varit reaktiv.
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Tabell 4. Testning av kitets specificitet med potentiellt korsreaktiva

patogener

Intern kontroll

vzv (Cycling

Kontrollgrupp (Cycling Green) Orange)
Humant herpesvirus 1

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

. . — +
(herpes simplex-virus 2)
Humant herpesvirus 4

. . — +

(Epstein-Barr-virus)
Humant herpesvirus 5 _ n
(cytomegalovirus)
Humant herpesvirus 6A - +
Humant herpesvirus 6B - +
Humant herpesvirus 7 - +
Humant herpesvirus 8 (Kaposis _ n
sarkom-associerat herpesvirus)
Hepatit A-virus - +
Hepatit B-virus - I
Hepatit C-virus - +
Humant immunbristvirus (HIV) - +
Humant T-cell-leukemivirus 1 - +
Humant T-cell-leukemivirus 2 - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
West Nile-virus — +

Precision

Precisionsuppgifter fér artus VZV RG PCR-kitet har samlats in med anvéndning
av Rotor-Gene-instrument och méjliggér bestémning av analysens totala
varians. Den totala variansen bestér av intraanalysvariabilitet (variabilitet for
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flera provresultat med samma koncentration inom ett experiment),
interanalysvariabilitet (variabilitet fér flera analysresultat som genererats pé
olika instrument av samma typ av olika operatérer inom ett laboratorium) och
interbatchvariabilitet (variabilitet fér flera analysresultat med anvéndning av
olika batcher). De uppgifter som erhélls anvéndes fér att faststélla
standardavvikelsen, variansen, variationskoefficienten fér den specifika
sjukdomsalstraren och den interna kontrollen f6r PCR.

Precisionsdata for artus VZV RG PCR har samlats in med hjélp av
kvantifieringsstandarden fér den légsta koncentrationen (QS 4; 10 kopior/ul).
Testning utférdes med 8 replikat. Precisionsdata berdknades med utg@ngspunkt
frdn C;-vardena fér amplifieringskurvorna (Cy: tréskelcykel, se tabell 5, sidan
27). Dessutom faststdlldes precisionsdata fér kvantitativa resultat i kopior/ul
med anvdndning av motsvarande C-vdrden (se tabell 6, sidan 27). Baserat pé
dessa resultat ar den totala statistiska spridningen fér ett givet prov med némnd
koncentration 0,45 % (C;) eller 8,32 % (koncentration) och 2,81 % (C;) fér
detektionen av den interna kontrollen. Dessa varden baseras pé slutsumman
for alla enskilda varden av de faststéllda variabiliteterna.

Robusthet

Med hjalp av verifieringen av robustheten gdr det att faststalla den totala
felfrekvensen fér artus VZV RG PCR-kitet. 30 VZV-negativa CSF-prover fick en
tillsats av 0,4 kopior/ml elueringsvolym av VZV-DNA (en ungefar tre ganger sé
stor koncentration av den analytiska sensitivitetsgrénsen). Efter extraktion med
anvéndning av EZ1® DSP-viruskitet (se “DNA-isolering”, sidan 10) analyserades
dessa prover med artus VZV RG PCR-kitet. Felfrekvensen var 0 % fér alla de 30
proven. Dessutom utvdrderades robustheten fér den interna kontrollen genom
rening och analys av 30 VZV-negativa CSF-prover. Den totala
misslyckandefrekvensen var O %. Inhibitioner observerades inte. Robustheten fér
artus VZV RG PCR-kitet é@r séledes >99 %.

Reproducerbarhet

Med hjalp av reproducerbarhetsdata @r det mojligt att regelbundet utvérdera
artus VZV RG PCR-kitet och att géra en effektivitetsjgmférelse med andra
produkter. Dessa uppgifter erhdlls vid deltagande i etablerade
kunskapsprogram.
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Tabell 5. Precisionsdata pa grundval av C;-vérdena

Variationskoefficient

Standardavvikelse Varians (%)
Intraanalysvariabilitet:
VZV QS 4 0,08 0,01 0,26
Intraanalysvariabilitet: 0,04 0,002 0,17
Intern kontroll
Interanalysvariabilitet:
VZV QS 4 0,15 0,02 0,5
Interanalysvariabilitet: 0,39 0,15 163
Intern kontroll
Interbatchvariabilitet:
VZV QS 4 0,1 0,01 0,34
Interbatchvariabilitet: 0,66 0,43 2 65
Intern kontroll
Total varians:
VZV QS 4 0,13 0,02 0,45
Total varians: 0,68 0,47 2,81
Intern kontroll

Tabell 6. Precisionsuppgifter baserade pé kvantitativa resultat (i
kopior/ul)

Variationskoefficient
Standardavvikelse Varians (%)
{;\Z’r(;:lgsoglsvoriobili’re’r: 0,5 0,25 5,46
Ulzfc\a/rgsolzllsvoriobili’re’r: 0,85 0,72 8,72
Umz’rslrgcsn’rzhvcricbili’re’r: 0.75 0,56 7 67
wos 0,81 0,66 8,32
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Litteraturhénvisningar

QIAGEN uppratthéller en stor och uppdaterad databas online med
vetenskapliga publiceringar dar QIAGEN-produkter anvénds. Omfattande
sokalternativ gér att du kan hitta de artiklar du behéver, antingen genom en
enkel nyckelordssékning eller genom att specificera tilldmpning,
forskningsomré&de, titel osv.

Om du vill ha en fullsténdig referenslista kan du beséka QIAGEN:s
referensdatabas online pd www.qgiagen.com/RefDB/search.asp eller kontakta
QIAGEN:s tekniska serviceavdelning eller din lokala distributér.

Symboler
W Innehéller reagenser som racker fér <N > tester
<N>
E Utgdngsdatum
IVD Medicinteknisk produkt fér in vitro-diagnostik
REF Katalognummer
LOT Lotnummer
Materialnummer
COMP Komponenter
CONT Innehéller
NUM Antal

GTIN-artikelnummer (Global Trade Item Number)
Temperaturbegrdnsning

Tillverkare

-}
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E@ Se bruksanvisningen

Kontaktinformation

For teknisk hjdlp och ytterligare information, besék vart center f6ér teknisk
support pd www.qgiagen.com/Support eller ring en av QIAGEN:s avdelningar
for teknisk support eller lokala distributérer (se baksidan eller besék
www.giagen.com).

Handbok fér artus VZV RG PCR-kit 12/2014 29



Bestdllningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
artus VZV RG PCR Kit Foér 24 reaktioner: Master, 4 4502263
(24) kvantifieringsstandarder, intern kontroll,
magnesiumlésning, vatten (PCR-
kvalitet)
artus VZV RG PCR Kit For 96 reaktioner: Master, 4 4502265
(96) kvantifieringsstandarder, intern kontroll,
magnesiumlésning, vatten (PCR-
kvalitet)

EASYartus VZV RG PCR Kit - fér fullsténdigt CE-IVD-
oéverensstdimmande integrerad automatisk provrening och
patogendetektion

artus VZV RG PCR Kit T Fér 48 virusnukleinsyrapreparat och EA10223
24 analyser: 1 x EZ1 DSP Virus Kit,
1 x artus VZV RG PCR Kit (24)

EASYartus VZV RG PCR  Fér 48 virusnukleinsyrapreparat och EA10224
Kit 2 48 analyser: 1 x EZ1 DSP Virus Kit,
2 x artus VZV RG PCR Kit (24)

EZ1 DSP Virus Kit - for automatisk, simultan rening av
virus-DNA och -RNA frén 1-14 prover av human plasma,
serum eller CSF

EZ1 DSP Virus Kit (48)  For 48 virusnukleinsyrapreparat: 62724
Forfyllda reagenskassetter,
engdngsspetshéllare,
engd@ngsfilterspetsar, provror,
elueringsroér, buffertar, barar-RNA

Rotor-Gene Q MDx och tillbehor

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid med 5 kanaler 9002022
5plex Platform (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), laptopdator, program,

tillbehor: inkluderar 1 &rs garanti pé

reservdelar och arbete, installation och

utbildning ingér inte

30 Handbok fér artus ZV RG PCR-kit  12/2014



Produkt Innehall Kat.nr

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid med 5 kanaler 9002023
5plex System (grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), laptopdator, program,

tillbehér: inkluderar 1 &rs garanti pé

reservdelar och arbete, installation och

utbildning
Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid och analysator med 9002032
5plex HRM Platform hégupplésningssmalining och 5

kanaler (grén, gul, orange, réd och
karmosinréd) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér:
inkluderar 1 &rs garanti pd reservdelar
och arbete, installation och utbildning

ing@r inte
Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid och analysator med 9002033
5plex HRM System hégupplésningssmadélining och 5

kanaler (grén, gul, orange, réd och
karmosinréd) plus HRM-kanal,
laptopdator, program, tillbehér:
inkluderar 1 &rs garanti p& reservdelar
och arbete, installation och utbildning

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid med 6 kanaler (blad, 9002042
6plex Platform grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), inklusive laptopdator,

program, tilloehoér: inkluderar 1 érs

garanti pd reservdelar och arbete,

installation och utbildning ingér inte

Rotor-Gene Q MDx PCR-cykler i realtid med 6 kanaler (bla, 9002043
6plex System grén, gul, orange, réd och

karmosinréd), inklusive laptopdator,

program, tillbehoér: inkluderar 1 érs

garanti pd reservdelar och arbete,

installation och utbildning

Loading Block Aluminiumblock f6r manuell 9018901
72 x 0.1 ml Tubes reaktionsinstélining med en
enkanalspipetti 72 x 0,1 ml rér
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Produkt Innehall Kat.nr

Loading Block Aluminiumblock f6r manuell 9018905
96 x 0.2 ml Tubes reaktionsinstélining i en

standarduppséttining p& 8 x 12 med 96

x 0,2 ml rér

Strip Tubes and Caps, 250 remsor fér 4 rér och lock fér 1 981103
0.1 ml (250) 000 reaktioner

Strip Tubes and Caps, 10 x 250 remsor f6r 4 rér och lock fér 981106
0.1 ml (2500) 10 000 reaktioner

PCR Tubes, 0.2 ml 1 000 tunnvéggiga rér for 1 981005
(1000) 000 reaktioner

PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1 000 tunnvaggiga ror for 981008
(10000) 10 000 reaktioner

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler: se
respektive QIAGEN-kithandbok eller anvandarhandbok. QIAGEN-
kithandbécker och anvéndarhandbécker finns att tillgé p& www.giagen.com
eller kan bestéllas frdn QIAGEN:s tekniska serviceavdelning eller fran lokal
aterférsaljare.
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Denna sida har med avsikt [démnats tom
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| och med inképet av denna produkt kan personen anvénda den fér diagnostiska tiénster fér human in vitro-diagnostik. Inget allmént patent eller
annan licens av n&got slag férutom denna specifika anvéndarrétt i och med ink&pet beviljas harigenom.

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

Begrénsat licensavtal

Genom anvéndningen av denna produkt samtycker ink&paren eller anvéndaren av artus VZV RG PCR-kitet till fljande villkor:

1.

artus VZV RG PCR-kitet fér endast anvéindas i enlighet med handboken till artus VZV RG PCR-kitet och med de komponenter som ingdr i kitet.
QIAGEN beviljar inget tillst&nd enligt ndgot av dess immaterialrétt att anvénda eller inkorporera de ingdende komponenterna i detta kit med
n&gon komponent som inte ingdr i detta kit férutom enligt beskrivning i handboken till artus VZV RG PCR-kitet och ytterligare protokoll som
finns tillgéngliga p&_www.giagen.com.

Férutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéndning inte krénker oberoende tredje
parts réttigheter.
Detta kit och dess komponenter é&r licensierade f&r engé&ngsbruk och f&r inte &teranvéndas, renoveras eller séljas vidare.

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

Inképaren och anvéndaren av detta kit samtycker till att inte vidta eller till&ta att ndgon annan vidtar ndgra steg som kan leda till eller
underlétta ndgra &tgérder som é&r férbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréiva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska
ersdttas for alla undersdknings- och rétteg&ngskostnader, inklusive advokatkostnader, vid eventuellt férsék att upprétthélla detta begrénsade
licensavtal eller n&gon av sina immateriella réttigheter avseende kitet och/eller n&gon av dess komponenter.

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.giagen.com.

© 2009-2014 QIAGEN, med ensamrétt.
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