December 2021

Handbok for
arfus® CMV RG PCR Kit

: 24 (katalognr 4503263)
: 96 (katalognr 4503265)

Version 1
Kvantitativ in vitro-diagnostik

Fér anvandning med Rotor-Gene® Q MDx-instrument

C€osr
4503263, 4503265

QIAGEN GmbH

QIAGEN Strasse 1, 40724 Hilden, Tyskland
R7 11267595V

. 00000
— Sample to Insight QIAGEN —




artus CMV RG PCR Kit 12/2021



Innehall

Avsedd aNVANANING .....eiiiiiii i 5
Beskrivning 0Ch PriNCIP .vvveeiieiiie e 5
INfOrmation OM PATOGEN ......eiiiiiiieiiie et 6
TESTPIINCIPEN ...ttt ettt e e e e e 6
Material som medfBlier.........oooiiiiiii e 7
KIINNEhGIL ... 7
Material som behdvs men inte medfolier............cccoooviiiiiiiiiiii 8
REAGENSET ... 8
Forbrukningsartiklar ...........oooiiiiiiiii e 8
UBTUSINING « et et e e ettt e e e e e 8
Varningar och forsiktighets&tgarder ...........ooviviiiiiiiiii e 9
Sakerhetsinformation. ... ....oouiiiii it 9
FOrsiktighetsGIGArer..........ooviiiiiieeiie e 9
Férvaring och hantering av reagenser............oouiiiiiiiiiiiei e 10
Forvaring och hantering Qv Prover............ooiiiiiiiiiiii e 10
ProVIAGNING <. eeeeiiiiiiieiei e 10
LOgIiNG @V PrOVET .....ciiiiiiiiiiiiiit et 11
PrOVIFANSPOIt.....eiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
PrOCEAUN ... e 12
DNAGSOIEIING ...ttt 12
INtern KONIONl ... 13
Protokoll: PCR och dataanalys..............ooiiiiiiiiiiiiiiiie e 14

artus CMV RG PCR Kit  12/2021 3



Tolkning @V reSUlIA ......viiiiii e 22

KVANHFEIING ©.vteevie et 22
RESUIG ... 23
Kvalitetskontroll ..........coiiiiiii e 26
BEgrANSNINGAI. ...ttt 26
PrestandaegensKaPEr ... ....ooiiiiii e 27
Analytisk kanslighet ..o 27
Linjéra omré&den av kvantifieringen ............c.oocooiiiiiiiiii e 29
SPECIICHEE ...ttt 30
PreCision ....cooiiiiiiiie e 32
Interfererande GMNENn .........ccooiii it 34
ROBUSHNEL ...t 36
Reproducerbarhet..........c.ooiiiiiiiiiii e 36
Diagnostisk UIVArdering.......c..ooouiiiiiiieii e 38
RETErENSET. ...t 40
FelsOkningSQUIdE .. ..ooiiiiiiii e 41
SYMBOIET ..o 43
Bestallningsinformation ...........ooiiiiiii i 44
DOKUMENITEVISIONET ...\ viiieeiiiie e 47

4 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Avsedd anvdndning

artus CMV RG PCR Kit &r ett in vitro-nukleinsyraamplifieringstest for kvantifiering av cytomegalovirus
(CMV) DNA i human plasma. Fér detta diagnostiska testkit anvands polymeraskedijereaktion (PCR)
och kitet &r konfigurerat fér anvéndning med Rotor-Gene Q-instrument.

artus CMV RG PCR Kit &r avsett for anvéndning i samband med klinisk manifestation och andra

laboratoriemarkérer fér hantering av CMV-infektion i patienter med risk for CMV-sjukdom.

Resultaten frén arfus CMV RG PCR Kit mdste tolkas tillsammans med all relevant klinisk
information och laboratoriefynd.

arfus CMV RG PCR Kit &r inte avsett aft anvéndas som ett screeningtest fér nérvaro av CMV
i blod eller blodprodukter eller som ett diagnostiskt test for att bekrafta forekomst av
CMV-infektion.

Beskrivning och princip

arfus CMV RG PCR Kit utgdr ett bruksfardigt system for detektionen av CMV-DNA med
anvéndning av polymeraskedjereaktion (PCR) i Rotor-Gene Q MDx-instrument. CMV RG
Master innehdller reagenser och enzymer for den specifika amplifieringen av en 105 bp-
region av Major Immediate Early Gene [MIE) inom CMV-genomet (analysen kan upptécka
CMV-genotyper gB1 —gB4), och fér direkt detektion av den specifika amplikonen i

fluorescenskanalen Cycling Green i Rotor-Gene Q MDx.

Dessutom innehdller artus CMV RG PCR Kit ett andra heterologt amplifieringssystem for
detektion av en eventuell PCR-inhibering. Dessa detekteras som en intern kontroll (IC)
i fluorescenskanalen Cycling Yellow i Rotor-Gene Q MDx. Externa positiva kontroller (CMV
QS 1-4) medfdlier, vilka gér det méjligt att faststélla andelen virus-DNA. Mer information: se

"Kvantifiering", sidan 22.
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Information om patogen

Humant cytomegalovirus (CMV) péirdffas hos infekterade personer i blod, vavnader och i s& gott
som alla sekreforiska vétskor. Overféring kan ske oralt, sexuellt, via blodtransfusion eller
organiransplantation, intrauterint eller perinatalt (1-4). CMV viral lasttestning ar eft viktigt

hjglpmedel for att beddma risken for sjukdom, diagnostisera sjukdom och &vervaka terapisvar (5).

Infektion med CMV leder ofta till en asymtomatisk infektion, féljt av eft livslangt fortbesténd av
viruset i kroppen. Om symtom upptréder hos tondringar eller vuxna liknar de dem som
férekommer vid mononukleos med feber, svag hepatit och allmén sjukdomskénsla (6). Svéra
fall av CMV-infektion har framfér allt observerats hos personer som infekterats intrauterint och

patienter med immunbristsjukdom (4,7).
Testprincipen

Patogen detektion med polymeraskedijereaktion (PCR) baseras pé& amplifieringen av specifika
regioner i den patogena organismens genom. | realtime PCR detekteras den amplifierade
produkten via fluorescerande fdargdmnen. Dessa &r  vanligtvis  kopplade Hill
oligonukleotidsékfragmen som binder specifikt till den amplifierade produkten. Overvakning
av fluorescensintensiteterna under PCR-kérningen (det vill séga i realtid) moijliggér detektion
och kvantifiering av den ackumulerande produkten utan att man behdver 8ppna reaktionsréren

p& nytt efter PCRk&rningen (8).
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Material som medféljer

Kitinnehall
artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
Katalognr 4503263 4503265
Antal reaktioner 24 96
Bl CMV RG Master (Tag 0,1 U/pl) reikxti;:er rei kXﬁ;:er
Gul CMV Mg-Sol* Mg-SoI 600 pl 600 pl
Réd CMV QS 1111 x 104 kopior/pl) Qs 200 pl 200 pl
Réd CMV QS 2111 x 103 kopior/l) Qs 200 pl 200 pl
Réd CMV QS 3111 x 102 kopior/l) Qs 200 pl 200 pl
Réd CMV QS 4111 x 101 kopior/pl) Qs 200 pl 200 pl
Grén CMV RG IC! |c 1000l 2 x 1000 pl
Vit Water (Vatten) (PCRkvalitet) 1000 pl 1000 pl

Bruksanvisning

BH

* Magnesiumlésning

1 Kvantifieringsstandard

* Intern kontroll
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Material som behévs men inte medféljer

Reagenser

DNA-isoleringskit (se "DNA-isolering", sidan 12)

Forbrukningsartiklar

Sterila pipettspetsar med filter

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, fér anvéndning med 72-Well Rotor (kat.nr 981103 eller
981106)

Alternativt: PCR Tubes, 0.2 ml, fér anvandning med 36-Well Rotor (kat.nr 981005 eller
981008)

Utrustning

Pipetter (justerbara)”

Vortexblandare®

Bankcentrifug™ med rotor fér 2 ml reaktionsrér

Instrumentet Rotor-Gene Q MDx" med fluorescenskanaler fér Cycling Green och Cycling
Yellow

Rotor-Gene Q programversion 2.3.5 eller senare

Kylblock (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, kat.nr 2018901, eller Loading Block 96 x
0.2 ml Tubes, kat.nr 2018905)

* Sékerstdll att instrumenten &r kontrollerade och kalibrerade enligt tillverkarens rekommendationer fére anvéndning.
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Varningar och forsiktighetsatgarder

Sdakerhetsinformation

Anvand alltid laboratorierock, engdngshandskar och skyddsglaségon vid hantering av
kemikalier. Mer information finns i tillampliga sékerhetsdatablad (Safety Data Sheets, SDS).
De finns tillgéngliga p& webben i behdndigt PDFformat p& adressen
www.qgiagen.com/safety, dar du kan hitta, visa och skriva ut sékerhetsdatablad fér varje
QIAGEN-kit och kitkomponent.

Kassera avfall frén prover och analyser i enlighet med lokala sékerhetsregler.
Forsiktighetsatgarder
Anvéndaren ska alltid vara uppmérksam pé féljande:

e Anvand sterila pipettspetsar med filter.
Férvara och extrahera positiva material (prover, positiva kontroller och amplikoner)
separerade fran alla andra reagenser och ftillsétt dem fill reaktionsblandningen pd& en
separat plats.

e Tina alla komponenter omsorgsfullt i rumstemperatur (15-25 °C) innan analysen péabérias.

® Nar komponenterna tinats ska de blandas (genom att pipettera upp och ned upprepade
génger eller genom att vortexa i pulser) och centrifugeras en kort stund.

® Arbeta snabbt och férvara komponenter pé is eller i kylblocket (laddningsblock
med 72/96 brunnar).
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Forvaring och hantering av reagenser

Komponenterna i artus CMV RG PCR Kit maste férvaras vid =30 till =15 °C och &r stabila fram
fill det utgéngsdatum som anges pa etiketten. Upprepad tining och frysning (> 2 ggr) ska
undvikas, eftersom detta kan minska analysens kdnslighet. Reagenser som inte anvénds
regelbundet bor darfor frysas i alikvoter. Férvaring vid 2-8 °C bér inte dverskrida 5 timmar.

Férvaring och hantering av prover

Obs! Alla prover méste behandlas som potentiellt smittsamt material.

Obs! Analytiska studier som utférs for att verifiera prestandan av detta kit hénvisar till EDTA-
plasma som det mest lampliga provmaterialet for CMV-detektion. Dérfér rekommenderar vi att
du anvander detta material tillsammans med arfus CMV RG PCR Kit.

Valideringen av arfus CMV RG PCR Kit genomférdes med human EDTA-plasmaprov. Andra
provmaterial @r inte validerade. Anvand endast det rekommenderade nukleinsyraisoleringskitet
(se "DNA-isolering", sida 12) fér provberedningen.

Anvéndning av vissa provmaterial samt sarskilda féreskrifter for provtagning, férvaring och

transport méste foljas.

Provtagning

Varje blodprovstagning medfér en skada pé blodkérl (artérer, vener eller kapillarer). Endast
stkra och sterila material far anvéndas. Fér blodprovstagningen bér lampligt engdngsmaterial
finnas tillgangligt. Fér provtagning i ven bér du inte anvéanda kapillarnélar som &r fér tunna.
Tappa venblod pé lampliga stéllen i armvecket, p& underarmen eller p& handens baksida.
Blodet ska tas med standard provtagningsror (rott lock, Sarstedt® eller likvardiga provror frén
andra tillverkare). Tappa en volym motsvarande 5-10 ml in i ett EDTA-rér. Provroren ska
omedelbart efter provtagningen upprepade génger véndas upp och ner (8 ggr, skaka ej).

Obs! Hepariniserade prover fér inte anvéndas.
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Lagring av prover

Helblod maste separeras i plasma- och celluléra komponenter genom centrifugering under
tjugo minuter vid 800-1600 x g inom sex timmar (2,10). Den utskilda plasman &verférs fill
sterila provrdr av polypropylen. Analysens kanslighet kan minska om proven fryses som eft

rutinférfarande eller om de férvaras under en léngre tid.
Provtransport

Provmaterial ska rutinméssigt transporteras i en splitterfri transportbehdllare. P& s& satt
undviker du att en infektion uppstar p& grund av léckande prov. Proverna ska transporteras i
enlighet med gdllande lokala och statliga féreskrifter for transport av potentiellt smittsamma

dmnen.”

Proven mdste levereras inom sex timmar. Lagring p& upphdmtningsorten rekommenderas inte.
Transport per post &r majlig, férordningarna om transport av potentiellt smittsamma dmnen
ska dock beaktas. Vi rekommenderar proviransport via bud. Blodproven méste transporteras

kylférvarade (2-8 °C), och den separerade plasman djupfryst (<30 till =15 °C).

" En internationell flygbolagsorganisation (International Air Transport Association, IATA). Dangerous Goods Regulations
(Féreskrifter for farligt gods).
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Procedur

DNA:-isolering

Kiten frén QIAGEN som visas i Tabell 1 &r validerade fér virussDNA-rening frén de angivna
humana provtyperna som anvénds med arfus CMV RG PCR Kit. Utfér virusDNA-reningen

enligt anvisningarna i respektive kitens handbécker.

Tabell 1. Reningskit som &r validerade for anvéindning med arfus CMV RG PCR Kit

Provmaterial Provstorlek  Nukleinsyraisoleringskit Katalognummer Barar-RNA
EDTA-plasma 500 pl QlAamp® DSP Virus Kit 60704 Medféljer
EDTA-plasma 400yl EZ1®DSP Virus Kit (48) 62724 Medfslier

Obs! Anvéndning av bararRNA ér nédvandig for extraktionseffektiviteten och foljaktligen for
DNA/RNA-utbytet. For att uppné en hégre stabilitet av det barar-RNA som medféljer QlAamp
DSP Virus Kit rekommenderar vi aft du féljer anvisningarna angéende rekonstitution och
lagring av barar-RNA i avsnittet "Preparing reagents and buffers" ("Beredning av reagens och
buffertar") av handboken fér QlAamp DSP Virus Kit.

Obs! Den interna kontrollen fér artus CMV RG PCR Kit kan anvéndas direkt i
isoleringsforfarandet. Se till att ta med eft negativt plasmaprov i isoleringsforfarandet. Den
motsvarande signalen fér den interna kontrollen utgér grunden fér utvdrderingen av

isoleringen (se avsnittet "Intern kontroll" nedan).
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Intern kontroll

En intern kontroll (CMV RG IC) medféljer detta kit. Detta gér att anvéndaren kan kontrollera
DNA-isoleringsférfarandet och kontrollera om det finns en méjlig inhibering av PCR. Fér denna
anvandning tillsatter man den interna kontrollen till isolatet i férhéllandet 0,1 pl per 1 pl
elueringsvolym. Till exempel, vid anvandning av QlAamp DSP Virus Kit elueras DNA i 60 pl
elueringsbuffert (AVE). Darfor ska 6 pl av den interna kontrollen tillsattas initialt. Méngden av

intern kontroll som anvéands beror endast p& elueringsvolymen.

Obs! Den interna kontrollen och barar-RNA (se "DNA-isolering", sidan 12) ska endast tillséttas

blandningen av lyseringsbuffert och provmaterial eller direkt till lyseringsbufferten.

Den interna kontrollen far inte ftillsattas direkt till provmaterialet. Om den tillsétts Hill
lyseringsbufferten ska man observera aft blandningen av intern kontroll och lyseringsbuffert-
barar-RNA maste beredas farsk och anvéndas omedelbart (férvaring av blandningen vid
rumstemperatur eller i kylskdp under bara né&gra timmar kan leda till utebliven funktion av den

inferna kontrollen och en minskad extraheringseffektivitet).
Obs! Tillsatt inte den inferna kontrollen och barar-RNA direkt till provmaterialet.

For atft en rening ska betraktas som framgéngsrik méste Crvérdet f6r den interna kontrollen
for ett negativt plasmaprov som har behandlats med rening (QlAamp DSP Virus Kit) uppnd
Cr =27 £ 3 (gransvarde: 0,03) med Rotor-Gene Q-instrument (se sida 25 fér mer information).
Spridningen beror p& variansen hos instrumentet och reningen. En stdrre avvikelse tyder p&
problem med reningen. Saledes mdste reningen kontrolleras och eventuellt utvarderas pé nytt.
Om du skulle ha ytterligare frégor eller om andra problem upptréder, ber vi dig kontakta
QIAGEN:s tekniska service.

Den interna kontrollen kan @ven anvéndas uteslutande fér att kontrollera eventuell PCR-inhibering.
For denna anvandning ska man tillsatta den interna kontrollen direkt fill blandningen av CMV RG
Master och CMV Mg-Sol, enligt beskrivning i steg 2b av protokollet (sida 15).
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Protokoll: PCR och dataanalys

Viktigt att tanka pé fére start

Ta dig tid och bekanta dig med Rotor-Gene Q-instrumentet innan du startar protokollet. Se
bruksanvisningen for respektive instrument fér mer information.

Sakerstall att minst en kvantifieringsstandard s&val som en negativ kontroll (vatten, PCR-
kvalitet) ingar i varje PCR-kérning. Om du vill skapa en standardkurva anvénder du alla 4

kvantifieringsstandarder som levererats (CMV QS 1- 4) f&r varje kérning av PCR.

Saker som méste goras fore start

Sakerstall aft kylblocket (tillbehér till Rotor-Gene Q-instrumentet) &r forkylt till 2-8 °C.
Fére varje anvandning méste alla reagenser tinas helt, blandas (pipettera upprepade

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

Procedur

1.
2.

Placera énskat antal PCR-rér i kylblockets adaptrar.

Om du anvénder den interna kontrollen fér att évervaka DNA-isoleringen och kontrollera
eventuell PCR-inhibering, folj steg 2a. Om du anvénder den interna kontrollen uteslutande

for att kontrollera PCR-inhibering, falj steg 2b.

Obs! Det rekommenderas i hdg grad att man tillsétter den interna kontrollen till CMV RG
Master och CMV  Mg-Sol som anvands for  kvantifieringsstandarder.  For
kvantifieringsstandarderna ska man tillsétta den interna kontrollen direkt till CMV RG
Master och CMV Mg-Sol, enligt beskrivning i steg 2b i protokollet, och anvénda denna
masterblandning fér varje kvantifieringsstandard (CMV QS 1-4).

2a. Den interna kontrollen har redan fillsatts till isolatet (se "Intern kontroll", sidan 13).
| detta fall ska du bereda en Masterblandning enligt tabell 2 (ndsta sida).
Reaktionsblandningen innehdller vanligtvis alla komponenter som behdvs fér PCR,

férutom provet.
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Tabell 2. Beredning av Masterblandning (intern kontroll anvéinds fér att vervaka DNA-isolering och kontrollera
PCR-inhibering)

Antal prover 1 12
CMV RG Master 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 0yl 0l
Total volym 30 pl 360 pl

2b. Den interna kontrollen maste tillsattas direkt till blandningen av CMV RG Master och
CMV Mg-Sol. | detta fall ska du bereda en Masterblandning enligt tabell 3.
Reaktionsblandningen innehéller vanligtvis alla komponenter som behévs fér PCR,

forutom provet.

Tabell 3. Beredning av Masterblandning (intern kontroll anvéinds uteslutande for att kontrollera PCR-inhibering)

Antal prover 1 12
CMV RG Master 25l 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 2 pl 24 pl
Total volym 32 pl* 384 pl*

*Volymékningen som orsakas av fillsats av den interna kontrollen &r férsumbar vid férberedelse av PCR-analysen.
Detektionssystemets kanslighet férsémras inte.

3. Pipettera 30 pl av Masterblandningen i varje PCR-rér, tillsétt sedan 20 pl av det utspadda
provet DNA (se tabell 4). P& motsvarande satt méste 20 pl av minst en av
kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) anvéndas som en positiv kontroll och 20 pl

vatten (vatten, PCR-kvalitet) som en negativ kontroll.
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Tabell 4. Beredning av PCR-analys

Antal prover 1 12
Masterblandning 30 pl vardera 30 pl
Prov 20 pl vardera 20 pl
Total volym 50 pl vardera 50 pl
Antal prover 1 12

4. Stang PCR-réren. Kontrollera att lasringen (tillbehér till Rotor-Gene-instrumentet)  &r

placerad &verst pd rotorn for att férhindra att réren dppnas av misstag under kérningen.

5. Skapa en temperaturprofil fér detektion av CMV DNA genom att utféra féljande steg.

Stélla in allménna analysparametrar Figur 1, figur 2 och figur 3
Férsta aktivering av enzym med varmstart Figur 4
Amplifiering av DNA (touchdown PCR) Figur 5.
Justering av fluorescenskanalkénslighet Figur 6
Starta kérningen Figur 7

Alla specifikationer avser Rotor-Gene Q, programversion 2.3.5 eller hdgre. Mer information
om hur du programmerar Rotor-Gene Q-instrumenten hittar du i anvandarhandboken till
instrumentet. | figurerna har dessa instéllningar ramats in i svart. Figurer inkluderas fér Rotor-

Gene Q-instrument.

6. Oppna dialogrutan "New Run Wizard" (Guide fér ny kéring) (figur 1, ndsta sida).
Markera rutan Locking Ring Attached (L&sring fast) och klicka pa Next (Nésta).
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor
Gene-Disc 72

Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached I

Ota]

Figur 1. Dialogrutan "New Run Wizard" (Guide for ny kérning).

7. Valj 50 for PCR-reaktionsvolym och klicka p& Next (Nésta) (Figur 2).

New Run Wizard I

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

Operator: IIJ iagen

Notes :

! Reaction I =i
Yolume (uL) Dz

Sample Lapout : I 1.2 3 j

x|

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.

SkipWizad | <<Back |i Next >> i

Figur 2. Stélla in allménna analysparametrar.
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8. Klicka p& knappen Edit Profile (Redigera profil) i nésta dialogruta i New Run Wizard (Guide

for ny kérning) (Figur 3) och programmera temperaturprofilen enligt figur 3 till figur 5.

hewrmwizard 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 ] Source | Detector | Gain |
Green  470nm  510nm
Yelow  530nm  555nm
Orange  585nm  B10nm
Red 625hm  B60nm
Crimson  680nm

Edit Gain...

Remove I
Reset Defaults |

I 3

Next >> I

Create New... I
Edit... |

~Nooona

SkipWizard | <<Back

Figur 3. Andra profilen.

8 Edit Profile 3

@ ., 8 W @
New Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute[s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

It cycle below to modify it :
1 ] Insert after...

Insert before...
Remove

Hold Temperature : g5 deg.
2- Hold Time : 10 |mins 0 |secs
e ———

Figur 4. Férsta aktivering av enzym med varmstart.
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8 Edit Profile

@ .8 || e
New Open SaveAs @ Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

!

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1 Insert before...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stabs below to modify it, or press + of - to add and remave steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs / 5

65 deg. for 30 secs

s-fE] s

x 6

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

9. Detektionsintervallet fér fluorescenskanalerna maste faststéllas enligt fluorescensintensiteterna i
PCR-réren. Klicka pé Gain Opfimisation (Optimering av férstérkning) i dialogrutan "New Run
Wizard" (Guide for ny kérning) (se figur 3, féregéende sida) for att 6ppna dialogrutan "Auto-
Gain Optimisation Setup" (Stéll in automatisk optimering av férstarkning). Stall in
kalibreringstemperaturen p& 65 s& aft den stdmmer dverens med amplifieringsprogrammets

temperatur f5r hybridisering (figur 6, ndsta sida).
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Auto-Gain Optimisation Setup @

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
e 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 |55 %‘I degrees. 1

Optimise All I Optimise Acquiring |

™ Peiform Optimisation Before 1st Acquisition
I” Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| -] b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< E

2 -II Start I Manual... ] Close | Help |

Figur 6. Justering av fluorescenskanalkénslighet.

10. De forstarkningsvérden som faststdlls av kanalkalibreringen sparas automatiskt och anges
i det sista menyfonstret i programmeringsproceduren (figur 7, nésta sida). Klicka pé& Start

run (Starta kérning).
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,23,
Reaction Valume (in microliters) 50

Save Template

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

Skip Wizard << Back

Figur 7. Starta kdrningen.
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Tolkning av resulat

Kvantifiering

De medféljande kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) behandlas p& samma satt som
redan isolerade prover och anvénds i samma volym (20 pl) direkt i PCR (ingen vidare
extraktion kravs). For att generera en standardkurva pd Rotor-Gene Q-instrument ska alla 4
kvantifieringsstandarder anvéndas och definieras i dialogrutan "Edit Samples" (Redigera
prover) som standarder med specificerade  koncentrationer (se instrumentets

anvandarhandbok).

Obs! For att sékerstdlla noggrann kvantifiering rekommenderas det i hég grad att man tillsétter
den interna kontrollen till CMV RG Master och CMV Mg-Sol som anvénds for
kvantifieringsstandarder. Fér denna anvéndning ska man tillsétta den interna kontrollen direkt
till CMV RG Master och CMV Mg-Sol, enligt beskrivning i steg 2b av protokollet (sida 15),

och anvénda denna masterblandning fér varje kvantifieringsstandard (CMV QS 1-4).

Obs! Kvantifieringsstandarderna definieras som kopior/pl. Féljande ekvation mé&ste anvéndas
for ot omvandla de faststéllda vdrdena med hijdlp av standardkurvan till kopior/ml

provmaterial:

Resultat (kOPiO") _ Resultat (kopior/pl) x spédningsvolym (pl)

ml Provvolym (ml)

Principiellt ska den inledande provvolymen anges i ekvationen ovan. Tag hénsyn till denna
nar provvolymen har féréndrats fére extraktionen av nukleinsyra (till exempel reducering av
volymen genom centrifugering eller dkning av volymen genom att tillsatta till den volym som

krévs for isoleringen).
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Obs! Kvantifieringsstandarderna har kalibrerats mot den férsta internationella standarden fér
humant cytomegalovirus (NIBSCkod: 09/162) enligt Véarldshalsoorganisationen (WHO).

For att konvertera kopior/ml till IU/ml med hansyn till QlAamp DSP Virus Kit:

WHO (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (kopior/ml)
Obs! For QlAamp-arbetsflddet méste kvantifierade prov vara inom det linjéra omré&det av
kvantifieringen p&d QS 1 x 10" #ill T x 10 kopior/pl. Kvantifiering kan inte sdkerstdllas utanfér

detta omréde.

For att konvertera/ml till IU/ml med hénsyn till EZ1 DSP Virus Kit p& EZ1 Advanced XL-

instrumentet:
WHO (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (kopior/ml)

Obs! Fér EZ1-arbetsflodet méste kvantifierade prov vara inom det linjdra omrédet 3,16E+02

till 1,00E+08 kopior/ml. Kvantifiering kan inte sikerstéllas utanfér detta omréde.

Resultat

Exempel pé positiva och negativa PCR-reaktioner ges i figur 8 och figur 9, (nésta sida).
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Figur 8. Detektion av kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4) i fluorescenskanalen Cycling Green.

NTC: No template control (Kontroll utan mall) (negativ kontroll).
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Figur 9. Detekfion av den interna kontrollen (internal control, IC) i fluorescenskanalen Cycling Yellow med samfidig amplifiering
av kvantifieringsstandarderna (CMV QS 1-4). NTC: No template control (Kontroll utan mall) (negativ kontroll).
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En signal upptdcks i fluorescenskanalen "Cycling Green".

Analysresultatet ar positivt: provet innehéller CMV-DNA.

| det har fallet ér upptackten av en signal i kanalen "Cycling Yellow" umbaérlig, eftersom héga
inledande koncentrationer av CMV-DNA (positiv signal i kanalen "Cycling Green") kan leda

till en reducerad eller frénvarande fluorescenssignal i den interna kontrollen i kanalen "Cycling

Yellow" (konkurrens).

| fluorescenskanalen "Cycling Green" har ingen signal upptéckts. P& samma géng syns en

signal frén den interna kontrollen i kanalen "Cycling Yellow".

Ingen CMV DNA gér aft detektera i provet. Det kan darfér anses som negativt.

| fallet av en negativ PCR fér CMV utesluter den upptéickia signalen i den interna kontrollen

mojligheten av en inhibition av PCR.

Ingen signal har upptéckts i kanalerna "Cycling Green" respektive "Cycling Yellow".

Inget resultat kan faststdllas.

Information om felkéllor och deras |&sning kan du hitta i "Felsékningsguide", sidan 41.
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Kvalitetskontroll

| enlighet med QIAGEN:s ISO-certifierade kvalitetshanteringssystem testas varje lot av artus
CMV RG PCR Kit mot férutbestdmda specifikationer fér att garantera foljdriktig produktkvalitet.

Begrdnsningar
Alla reagenser ar endast fér in vitro-diagnostisk anvandning.

Produkten ska anvandas av personal som sarskilt utbildats i in vitro-diagnostiska procedurer.

For optimalt PCR-resultat krévs att anvisningarna i anvandarmanualen fér respektive instrument
faljs strikt.

Var uppmérksam pé de utg&ngsdatum som anges pé férpackningen och pé etiketterna till alla

komponenter. Anvand inte komponenter vars utgdngsdatum har passerat.

Aven om det i sdllsynta fall kan uppkomma mutationer inom virusgenomets i hég grad
bevarade omréden, vilka técks av satsens primrar och/eller sokfragment, kan detta resultera
i underkvantifiering eller kan befintligheten av virus i dessa fall missas att upptackas. Déarfér

granskas analysens giltighet och prestanda med jamna mellanrum.
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Prestandaegenskaper

Analytisk kanslighet

Den analytiska detektionsgransen séval som den analytiska detektionsgransen med hansyn fill
reningen (kdnslighetsgrénser) beddémdes fér artus CMV RG PCR Kit. Den analytiska
detektionsgransen, med hansyn till reningen, bestdmdes med hjalp av CMV-positiva kliniska
prover i kombination med en sdrskild extraktionsmetod. Déremot bestéms den analytiska
detektionsgransen oberoende av den valda extraktionsmetoden, med anvéndning av CMV-
DNA med kénd koncentration.

For att bestdimma den analytiska kansligheten for arfus CMV RG PCR Kit ordnades en
spadningsserie av. CMV genomiskt DNA frén 10 till nominellt 0,00316 kopior/pl och
analyserades i Rotor-Gene-instrumenten i kombination med artus CMV RG PCR Kit. Testningen
utférdes under 3 olika dagar med 8 replikat. Resultaten faststdlldes genom en probitanalys.
En grafisk bild av probitanalysen i Rotor-Gene 6000 visas i figur 10 (n&sta sida). Den
analytiska detektionsgrénsen for artus CMV RG PCR Kit i kombination med Rotor-Gene Q
MDx/Q/6000 och Rotor-Gene 3000 ar 0,36 kopior/pl (p = 0,05) respektive 0,24 kopior/pl
(p = 0,05). Detta innebdr att det finns en 95-procentig sannolikhet att 0,36 kopior/pl eller
0,24 kopior/pl kommer att detekteras.
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Figur 10. Probitanalys: CMV (Rotor-Gene 6000). Analytisk kénslighet for artus CMV RG PCR Kit i Rotor-Gene 6000.

Den analytiska kansligheten med hdansyn till reningen (QlAamp DSP Virus Kit) av
arfus CMV RG PCR Kit p& Rotor-Gene-instrument faststélldes med hjélp av spadningsserier av
CMV-virusmaterial frén 1000 till nominellt 0,316 CMV-kopior/ml toppade i kliniska
plasmaprover. Dessa genomgick en DNA-extraktion med QlAamp DSP Virus Kit
(extraktionsvolym: 0,5 ml, elueringsvolym: 40 pl). Var och en av de 8 spddningarna
analyserades med artus CMV RG PCR Kit p& 3 olika dagar och med 8 replikat. Resultaten
faststalldes genom en probitanalys. En grafisk bild av probitanalysen visas i figur 11 (nésta
sida). Den analytiska detektionsgrdnsen med hénsyn till reningen av artus CMV RG PCR Kit i
kombination med Rotor-Gene 3000 &r 57,1 kopior/ml (p = 0,05). Detta innebar att det finns

en 95-procentig sannolikhet att 57,1 kopior/ml kommer att detekteras.
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Figur 11. Probitanalys: CMV (Rotor-Gene 3000). Analytisk kénslighet med hénsyn fill reningen (QIAamp DSP Virus Kit,
QIAGEN) av artus CMV RG PCR Kit i Rotor-Gene 3000.

Den analytiska kéansligheten med hansyn till reningen med EZ1 DSP Virus Kit
(extraheringsvolym: 0,4 ml, elueringsvolym: 60 pl) med EZ1 Advanced Xl-instrumentet av arfus
CMV RG PCR Kit p& Rotor-Gene 6000 ar 68,75 kopior/ml (p = 0,05). Detta innebar att det
finns en 95-procentig sannolikhet att 68,75 kopior/ml kommer att detekteras.

Linjara omraden av kvantifieringen

Det linjgra omrédet med hénsyn fill reningen med EZ1 DSP Virus Kit (extraheringsvolym:
0,4ml, elueringsvolym: 60 pl) med EZ1 Advanced XL-instrumentet faststdlldes genom att testa
41l 6 replikat av CMV-irusmaterial i en spadningsserie fran  3,16E+01 il
1,00E+08 kopior/ml.

En grafisk bild av probitanalysen visas i figur 12 (n&sta sida).
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Figur 12. Polynomial regression av dataset av artus CMV RG PCR Kit med hénsyn till reningen (EZ1 DSP Virus Kit) péa
EZ1 Advanced XL-instrumentet. Linjéra, kvadratiska och kubiska regressionsmodeller &r inkluderade.

Det linjéra omradet av artus CMV RG PCR Kit med hansyn till reningen med EZ1 DSP Virus
Kit (extraheringsvolym: 0,4ml, elueringsvolym: 60pl) med EZ1 Advanced XL-instrumentet
ar 3,16E+02 till 1,00E+08 kopior/ml.

Obs! Det linjgra omradet av arfus CMV RG PCR Kit med hansyn fill reningen med QlAamp

DSP Virus Kit (extraheringsvolym: 0,4 ml, elveringsvolym: 60 pl) &r 1,00E+01 il
1,00E+04 kopior/pl.

Specificitet

Specificiteten fér artus CMV RG PCR Kit garanteras i férsta hand genom val av primrar och
sokfragment samt val av strikta reaktionsférhéllanden. Primrarna och  sékfragmenten
kontrollerades betraffande eventuella homologier i alla sekvenser som publicerats i genbanker
genom sekvensjgmférande analys. Ddrmed sckerstélls att alla relevanta stammar kan
detekteras.
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Dessutom validerades specificiteten med hundra olika negativa plasmaprover av CMV. 99 av

dessa prover alstrade inga signaler med de CMV-specifika primrar och sokfragment som ingar
i CMV RG Master.

Obs! 1 prov som genererade en signal i CMV-specifika primers och sdkfragment som ocks&
testade CMV-positivt i arfus CMV LC och TM RG PCR Kits &r lika positiva. Den slutliga
specificiteten baserat p& testning av 100 individuella donatorprov verifierades som 99,00 %
(99/100).

En potentiell korsreaktivitet fér arftus CMV RG PCR Kit testades med hjalp av den kontrollgrupp
som anges i fabell 5. Ingen av de testade patogenerna var reaktiv. Inga korsreaktiviteter
visade sig med blandade infektioner.

Tabell 5. Testning av kitets specificitet med potentiellt korsreaktiva patogener

CMV (Cycling Green Intern kontroll (Cycling Yellow

Kontrollgrupp eller Cycling A.FAM) eller Cycling A.JOE)
Humant herpesvirus 1 (Herpes simplex-virus 1) - +
Humant herpesvirus 2 (Herpes simplex-virus 2) - +
Humant herpesvirus 3 (varicella-zoster-virus) - +
Humant herpesvirus 4 (Epstein-Barr-virus) - +
Humant herpesvirus 6A - +
Humant herpesvirus 6B - +
Humant herpesvirus 7 - +

Humant herpesvirus 8

(Kaposis sarkom-associerat herpesvirus) - *
Hepatit A-virus - +
Hepatit B-virus - i
Hepatit C-virus - +

(fortsatining pa nasta sida)
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Tabell 5 (forts. fran foregdende sida)

CMV (Cycling Green Intern kontroll (Cycling Yellow
Kontrollgrupp eller Cycling A.FAM) eller Cycling A.JOE)
Humant immunbristvirus 1 - +
Humant T-cellleukemivirus 1 - +
Humant T-cell-leukemivirus 2 - +
West Nile-virus - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - +
Precision

Precisionsuppgifter for arfus CMV RG PCR Kit har samlats in med anvéndning av Rotor-Gene-
instrument och majliggdr bestdmning av analysens totala varians. Den totala variansen bestar
av intra-analysvariabilitet (variabilitet for flera resultat av prover med samma koncentration
inom eft experiment), inter-analysvariabilitet (variabilitet for flera resultat av analysen som
genererats pd olika instrument av samma typ av olika operatérer inom ett laboratorium) och
inter-batchvariabilitet (variabilitet for flera resultat av analysen med anvéndning av olika
batcher). De uppgifter som erhélls anvéndes fér att faststélla standardavvikelsen, variansen,

variationskoefficienten fér den specifika patogenen och den interna kontrollen fér PCR.

Precisionsdata fér arfus CMV RG PCR har samlats in med hjélp av kvantifieringsstandarden
for den lagsta koncentrationen (QS 4; 10 kopior/pl). Testning utférdes med 8 replikat.
Precisionsdata berdknades med utg&ngspunkt fran Cr-vardena for forstarkningsgraferna (Cr:
troskelcykel, se tabell 6, nasta sida). Dessutom faststélldes precisionsuppgifter fér kvantitativa
resultat i kopior/pl med anvéndning av motsvarande Crvdrden (se tabell 7, nésta sida).
Baserat p& dessa resultat dr den totala statistiska spridningen fér ett givet prov med némnd
koncentration 1,21% (Cr) eller 14,38% (koncentration) och 1,93% (Cr) for detektionen av den

interna kontrollen. Dessa varden baseras pad summan av alla enskilda bestémda variabiliteter.
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Tabell 6. Precisionsdata pa grundval av Cr-vérdena

Standardavvikelse Varians Variationskoefficient (%)

Intraanalysvariabilitet: 057
CMV QS 4 0,17 0,03 )
Intraanalysvariabilitet: 0,31 0,10 116
Intern kontroll
Interanalysvariabilitet:

1,27
CMV QS 4 0,38 0,14
Interanalysvariabilitet: 0,47 0,22 177
Intern kontroll
Interbatchvariabilitet:

1,10
CMV QS 4 0,33 o1
Interbatchvariabilitet: 0,53 0,28 2.02
Intern kontroll
Total varians: CMV QS 4 0,36 0,13 1,21
Total varians: Intern 0,51 0,26 1,93

kontroll

Tabell 7. Precisionsuppgifter baserade pé kvantitativa resultat (i kopior/pl)

Standardavvikelse Varians Variationskoefficient (%)
g;;\vchslyzvoricbilifet: 134 180 13,30
gﬁcnrgéyzvariabilitet: 154 238 15,25
g;\i:k/)gcsh\friubilitet: 1,46 212 14,41
Total varians: CMV QS 4 1,45 2,11 14,38
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Interfererande dmnen

CMYV DNA toppades till negativ plasma i olika kommersiellt tillgangliga blodprovssystem med
olika antikoagulanter. Den berdsknade koncentrationen (kopior/ml, Crmedelvérde,
standardavvikelse, varians och CV %) rapporteras i tabell 8. Standardavvikelse och
variationskoefficient &r inom ramen av 5 % och dérmed inom toleransomré&det. Ingen

betydande effekt p& PCR pd& grund av de varierande émnena identifierades.

Tabell 8. K siellt blodprovssystem och antikoaguleringsdata

Amne Koncentration G G G G
(kopior/ml) medelvérde Standardavvikelse Varians CV (%)

Kalium EDTA, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36

Becton Dickinson®

Kalium EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97

Sarstedt

Kalium EDTA, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58

Greiner Bio-One®

Kalium EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52

Springe (referens)

Kalium EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47

Sarstedt (referens)

Kalium EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(graviditet)

Endogena &mnen (tabell 9, ndasta sida) toppades i CMV-positiva EDTA-plasmaprov vid
3 xLOD och 10xLOD. Alla prov har framgéngsrikt upptéckts och ingen interferens
observerades for prov som innehdller upphdjda nivéer av endogena hémmare (bilirubin,

hemoglobin, triglycerid och albumin).
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Tabell 9. Testade endogena substanser

In’rerferercmde dmnen

Lista med interfererande émnen

Bilirubin
Hemoglobin
Triglycerid
Albumin

30 mg/dl
2 g/dl
1 g/dl
6 g/dl

Vanliga lakemedel som anvands vid transplantationer testades med 3 ggr den akuta

toppkoncentrationen efter en |dkemedelsterapeutisk behandling, s& som rekommenderat i
riktlinjen CLSI® EPO7-A2 (11) (se tabell 10). Alla dessa amnen toppades i bade CMV-negativa
och CMV-positiva prov som testades i 4 replikat.

Alla testade exogena @mnen visade ingen betydande pé verkan pé prestationen av arfus CMV

RG PCR kit.

Tabell 10. Lista med ldkemedel testade som exogena Gmnen

Interfererande Gmnen

Testkoncentration

Antibiotika
Sulfametoxazol
Trimetoprim
Claforan® (Cefotaxime)

Tazobac® (Piperacillin+Tazobactam)

Ticarcillin

Augmentin® (Amoxicillin + klavulansyra)

Vancomycin
Antisvamp
Fluconazol
Immunhémmande lakemedel
Rapamycin

Mykofenolatnatrium

200 mg/I
5,2 mg/I
1g/

Piperacillin: 1 g/I
Tazobactam:125 mg/|

1g/

Amoxicillin:125 mg/|
Klavulansyra: 25 mg/I

125 mg/|

1 mg/I

100 mg/I
80 mg/I
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Robusthet

Med hjélp av verifieringen av robustheten gér det att faststdlla den totala felfrekvensen for
arfus CMV RG PCR Kit. 100 CMV-negativa plasmaprover fick toppades med CMV vid en
slutlig koncentration p& 170 kopior/ml (ungefdr tre gdnger sé stor koncentration som den
analytiska kanslighetsgransen). Efter extraktion med anvéndning av QlAamp DSP Virus Kit
analyserades dessa prover med artus CMV RG PCR Kit. Felfrekvensen var O % for alla CMV-
proven. Den interna kontrollens robusthet prévades dessutom genom rening och analys av
100 CMV-negativa-plasmaprover. Robustheten fér artus CMV RG PCR Kit &r séledes >99 %.

Reproducerbarhet

Med hjélp av reproducerbarhetsdata ar det majligt att regelbundet utvérdera artus CMV RG
PCR Kit och att géra en effektivitetsjgmférelse med andra produkter. Dessa data erhélls genom
deltagande i etablerade kunskapsprogram.

Férutom deltagande i etablerade kunskapsprogram testade en 10-medlemmars CMV-panel
(tabell 11) i 3 externa laboratorier med EZ1 DSP Virus Kit pd EZ1 Advanced XL-instrumentet
for att rena nukleinsyra och artus RG PCR kit for att testa DNA-eluat.

Tabell 11. Sammanfattning av CMV-panelmedlemmarna

Panelnummer (typ av panelmedlem)  Panelmedlem Spadningseffekt
1001 (1) Negativ Negativ pool 1
1002 (1) Negativ Negativ pool 2
1003 (2) Hégt negativ 50 % positiv

1004 (2) Haégt negativ 50 % positiv

1005 (3) Lagt positiv 200 kopior/ml
1006 (3) Lagt positiv 200 kopior/ml
1007 (4) Maéttligt positiv 2 000 kopior/ml
1008 (4) Mattligt positiv 2 000 kopior/ml
1009 (5) Hagt positiv 200 000 kopior/ml
1010 (5) Hégt positiv 200 000 kopior/ml
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Den 10-medlemspanelen testades dubbelt av 2 olika operatérer varje dag i 6 dagar pé varje

plats med 3 reagenskitverktyg. Darfoér ér 20 prov multiplicerat med 2 operatérer under 6

dagar pé 3 platser ar lika med 720 datapunkter.

Den totala reproducerbarheten av artus CMV RGQ MDx-estet faststdlldes vara <12 % CV for
prov med en koncentration mellan 200 kopior/ml och 200 000 kopior/ml (tabell 12)

Tabell 12. Gvergripande sammanfatining (varje panelmedlemtyp) - observerade genomsnitt

panel_member_type oAlI::::'voﬁoner Medelvirde  Median Standardavvikelse Procent CV  Minimum
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00

2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10

3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98

4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16

5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

Den &vergripande sammanfattningen av procentvariansen och standardavvikelsen for

log10 IU/ml-vérden fér var och en av de 5 panelerna éver lot, plats, operatér, dag, mellan

kérning och inom kdrning presenteras i tabell 13 (ndsta sida).

arfus CMV RG PCR Kit
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Tabell 13. Gvergripande sammanfatining och standardavvikelse

Prov 1 2 3 4 5
Provtyp negativ hogt negativ  lagt positiv  mattligt positiv  hégt positiv
Observerat medelvarde 503
log10 1U/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 g
Antal tester 144 144 144 144 144
o
Métning % o
Lot 0 3,10 0 0 3,00
0 0,113 0 0 0,016
Omrade 0 0 0 0,90 0
0 0 0 0,016 0
Operator 4,3 4,6 0 18,8 15,4
(Operatér) 0,033 0,136 0 0,074 0,037
48,10
Variansk ! D 0 0 8,60 6,00 .
arianskomponen ag 0 0 0,067 0,042 0,065
Mellan 0 0 4,40 10,90 7,90
kérningar 0 0 0,048 0,057 0,026
Inom 95,7 92,3 87 63,40 25,60
kérning 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
100
Totalt 100 100 100 100
° 0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Diagnostisk utvardering

arfus CMV RG PCR Kit bedémdes i en studie som jamférde arfus CMV RG PCR Kit med
COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. 156 retrospektiva och prospektiva kliniska

EDTA-plasmaprov analyserades. Alla prover hade analyserats i férvdg som positiva eller
negativa med COBAS AMPLICOR CMV MONITOR fér rutinméssig diagnostik.
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CMYV DNA fér testning av artus CMV RG PCR Kit isolerades med QIAamp DSP Virus Kit, med
den interna kontrollen av artus CMV RG PCR Kit fillsatt till isoleringen och analysen utférdes
pé Rotor-Gene 3000. Proverna fsr COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test bearbetades och

analyserades i enlighet med tillverkarens anvisningar som fanns i bipacksedeln.

Samtliga 11 prover som testades positiva med COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test
testades Gven positiva med arfus CMV RG PCR Kit. 123 av 145 prover som testades negativa
med COBAS AMPLCOR CMV MONITOR Test tfestades d&ven negativa med
artus CMV RG PCR Kit. 22 diskrepanta resultat erhdlls (tabell 14).

Tabell 14. Resultat fran den jémférande valideringsstudien

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Totalt
+ 11 22 33
artus CMV RG PCR Kit
- 0 123 123

Om resultaten av COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test anvédnds som referens, ar den
diagnostiska kénsligheten fér samtliga prover fér artus CMV RG PCR Kit 100 %, och den

diagnostiska specificiteten &r 84,8 %.

Ytterligare tester av de 22 diskrepanta proverna bekraftade resultaten fér artus PCR-kiten. Man

kan darfor utgd fran att diskrepansen beror pd hdgre kénslighet hos artus CMV RG PCR Kit.
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Felsokningsguide

Den har felsékningsguiden kan vara till hjélp fér att 16sa eventuella problem som uppstéar. Mer
information finns pé& sidan vanliga fragor (Frequently Asked Questions, FAQs) pé& vért tekniska

supportcenter: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Kommentarer och férslag pa atgérd

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

a) Den valda fluorescenskanalen fér PCR- Vid dataanalys véljer du fluorescenskanalen Cycling Green for
dataanalysen Sverensstémmer inte med den analytiska PCR fér CMV och fluorescenskanalen Cycling
protokollet Yellow fér den interna kontrollen av PCR.

b) Felaktig programmering av Jamfar temperaturprofilen med protokollet. Se "Protokoll: PCR och
temperaturprofilen fér Rotor-Gene- dataanalys", sidan 14.
instrumentet

c) Felaktig konfiguration av PCR Kontrollera arbetsstegen med hjélp av pipetteringsschemat och

upprepa PCR-analysen vid behov. Se "Protokoll: PCR och
dataanalys", sidan 14.

d) Férvaringsvillkoren for en eller flera Kontrollera férvaringsvillkoren och utg&ngsdatumet (se etiketten p&
kitkomponenter &verensstémde inte med de  kitet) for reagenserna och anvénd ett nytt kit vid behov.
instruktioner som gavs i "Férvaring och
hantering av reagenser" (sidan 10)

e) Utgangsdatumet fér artus CMV RG PCR Kit  Kontrollera férvaringsvillkoren och utgéngsdatumet (se etiketten pa
har passerat kitet) fér reagenserna och anvand ett nytt kit vid behov.

Svag eller obefintlig signal i den interna kontrollen fér ett negativt plasmaprov som renats med hjélp av QlAamp
DSP Virus Kit (Cr = 27 + 3; troskelvérde, 0,03) i fluorescenskanal Cycling Yellow och samtidig franvaro av signal i
kanal Cycling Green

a) Villkoren fr PCR stémmer inte dverens med  Kontrollera PCR-villkoren (se ovan) och upprepa, om nédvéndigt,
protokollet PCR med korrigerade instéllningar.

b) PCR inhiberades Séikerstall att du anvénder den rekommenderade isoleringsmetoden
och noggrant fljer tillverkarens anvisningar.

c) DNA férlorades under extraktion Om den interna kontrollen tillsattes i extraktionen kan en
franvarande signal fér den interna kontrollen tyda pé att DNA gétt
forlorad under extraktionen. Sakerstdll att du anvénder den
rekommenderade isoleringsmetoden (se "DNA-isolering", sidan 12)
och noggrant fljer tillverkarens anvisningar.
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Kommentarer och férslag pa atgérd

d) Férvaringsvillkoren for en eller flera
kitkomponenter &verensstémde inte med de
instruktioner som gavs i "Férvaring och
hantering av reagenser" (sidan 10)

e) Utg&ngsdatumet fér artus CMV RG PCR Kit
har passerat

Kontrollera férvaringsvillkoren och utg&ngsdatumet (se etiketten p&
kitet) for reagenserna och anvénd ett nytt kit vid behov.

Kontrollera férvaringsvillkoren och utg&ngsdatumet (se etiketten p&
kitet) for reagenserna och anvénd ett nytt kit vid behov.

Signaler med de negativa kontrollerna i fluorescenskanalen Cycling Green fér analytisk PCR

a) Kontaminering intréffade under
fsrberedelse av PCR

b) Kontamination intréffade under extraktion

Upprepa PCR med oanvanda reagenser i replikat.

Stang om m&jligt PCR-réren direkt nér du har tillsatt det prov som
ska testas.

Se till att pipettera den positiva kontrollen sist.

Forsakra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras
regelbundet.

Upprepa extraktion och PCR av provet som ska testas med hjélp
av oanvénda reagenser.

Férsakra dig om att arbetsytor och instrument dekontamineras
regelbundet.
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Symboler

Y
%

IVD

REF

LOT

COMP
CONT
NUM

JR-§

Innehaller tillrackligt med reagenser fér <N> test

Utgé&ngsdatum

In vitro-diagnostisk medicinteknisk enhet

Katalognummer

Lotnummer

Materialnummer
Komponenter
Innehdller

Antal

GSl-artikelnummer

Temperaturbegransning

Tillverkare

Las bruksanvisningen innan anvéndning
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Bestallningsinformation

Produkt Innehall Kat.nr
artus CMV RG For 24 reaktioner: Master, magnesiumldsning, 4503263
PCR Kit (24) 4 kvantifieringsstandarder, intern kontroll, vatten

(polymeraskedjereaktionsgrad)
artus CMV RG Fér 96 reaktioner: Master, magnesiumldsning, 4503265
PCR Kit (96) 4 kvantifieringsstandarder, intern kontroll, vatten

(polymeraskedjereaktionsgrad)

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

EZ1 DSP Virus For 48 virusnukleinsyrapreparat: Forfyllda reagenskassetter, 62724
Kit (48) engdngsspetshallare, engangsfilterspetsar, provrér,
elueringsror, buffertar, bararRNA

QlAamp DSP Virus Kit - for rening av virusnukleinsyror frén human plasma
for in vitro-diagnostik
QlAamp DSP Fér 50 beredningar: QlAamp MinElute® 60704

Virus Kit centrifugeringskolonner, buffertar, reagenser, rér,
kolonnférlangare och VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx och tillbehor

Rotor-Gene Q Realtime PCR-cykler med 5 kanaler (grén, gul, orange, 9002022
MDx 5plex réd och karmosinréd), barbar dator, program och

tillbehdr: inkluderar 1 ars garanti p& delar och arbete;

installation och utbildning ingér inte

Platform

Rotor-Gene Q Realtime PCR-cykler med 5 kanaler (grén, gul, orange, 9002023
MDx 5plex réd och karmosinréd), barbar dator, program och
tillbehdr: inkluderar 1 &rs garanti pé delar och arbete

System
samt installation och utbildning
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Produkt Innehall Kat.nr
Rotor-Gene Q Real-time PCR-cykler och HRM-analysinstrument (High 9002032
MDx 5plex Resolution Melt) med 5 kanaler (grén, gul, orange, réd
HRM Platform och karmosinréd) plus HRM-kanal, barbar dator, program

och tillbehor: inkluderar 1 &rs garanti p& delar och
arbete; installation och utbildning ingér inte
Rotor-Gene Q Real-time PCR-cykler och HRM-analysinstrument (High 9002033
MDx 5plex Resolution Melt) med 5 kanaler (grén, gul, orange, réd
HRM System och karmosinréd) plus HRM-kanal, barbar dator,
programvara och tillbehér: inkluderar 1 &rs garanti pé&
delar och arbete samt installation och utbildning
Rotor-Gene Q Real-time PCR-instrument med 6 kanaler (bla, gron, gul, 9002042
MDx 6plex orange, réd och karmosinréd), inklusive laptopdator,
Platform program, tillbehér: inkluderar 1 &rs garanti pa reservdelar
och arbete, installation och utbildning ingdr inte
Rotor-Gene Q Realtime PCR-instrument med 6 kanaler (bl&, gron, gul, 9002043
MDx 6plex orange, réd och karmosinréd), inklusive barbar dator,
System program och tillbehdr: inkluderar 1 &rs garanti p& delar
och arbete samt installation och utbildning
Rotor-Gene Q Real-time PCR-cykler med 2 kanaler (grén och gul), bérbar 9002002
MDx 2plex dator, program, tillbehér: inkluderar 1 &rs garanti pé
Platform delar och arbete, installation och utbildning ingér inte
Rotor-Gene Q Realtime PCR-cykler med 2 kanaler (grén och gul), barbar 9002003
MDx 2plex dator, program, tillbehér: inkluderar 1 ars garanti pé
System delar och arbete samt installation och utbildning
Rotor-Gene Q Real-time PCR-cykler och HRM-analysinstrument (High 9002012
MDx 2plex Resolution Melt) med 2 kanaler (grén och gul) plus HRM-
HRM Platform kanal, barbar dator, program, tillbehér: inkluderar 1 érs
garanti pé delar och arbete; installation och utbildning
ingdr inte
artus CMV RG PCR Kit 12/2021 45



Produkt Innehadll Kat.nr

Rotor-Gene Q Real-time PCR-cykler och HRM-analysinstrument (High 9002013
MDx 2plex Resolution Melt) med 2 kanaler (grén och gul) plus HRM-
HRM System kanal, barbar dator, program och tillbehér: inkluderar 1

ars garanti pd delar och arbete samt installation och

utbildning
Loading Block Aluminiumblock fér manuell reaktionsinstélining med en 9018901
72 x0.1 ml enkanalspipett i 72 x 0,1 ml rér
Tubes
Loading Block Aluminiumblock fér manuell reaktionsinstélining i en 9018905
96 x 0.2 ml standarduppséttning pé 8 x 12 med 96 x 0,2 ml rér
Tubes
Strip Tubes and 250 remsor for 4 r6r och lock for 1 000 reaktioner 981103
Caps, 0.1 ml
(250)
Strip Tubes and 10 x 250 remsor med 4 rér och lock fér 981106
Caps, 0.1 ml 10 000 reaktioner
(2500)
PCR Tubes, 1 000 tunnvéggiga ror fér 1 000 reaktioner 981005
0.2 ml (1000)
PCR Tubes, 10 x 1 000 tunnvaggiga rér for 10 000 reaktioner 981008
0.2 ml (10000}

Uppdaterad licensinformation och produktspecifika friskrivningsklausuler finns i respektive
handbok eller anvéndarmanual fér QIAGEN-kit. Handbdcker och anvéndarmanualer Hill
QIAGENit finns p& www.qiagen.com eller kan bestdllas frén QIAGEN teknisk service eller

din lokala éterférsaljare.
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Dokumentrevisioner

Revision Andringar
Ré mars 2021 Tillagg av avsnitten Linjdra omréden av kvantifieringen,

Interfererande @mnen och Reproducerbarhet.

Uppdateringar av avsnitten Avsedd anvéndning och
Kvantifiering.

Borttagande av referenser for QIAGEN-instrument som
infe léngre stdds.

R7, december 2021 Korrigering av avsnittet Kitinnehdll genom tillagg av
information om kitformatet med 24 tester

Begréinsat licensavtal fér artus CMV RG PCR Kit

Anvéndning av den hér produkten innebér att kdpare eller anvéndare av produkten godkdnner féljande villkor:

1. Produkten far endast anvindas i enlighet med de protokoll som medféljer produkten och den hér handboken och fér endast anvéindas med komponenterna som
ingér i kitet. QIAGEN ger ingen licens fr ndgon av sina immateriella tillgéngar fér att anvénda eller inkludera komponenterna i detta kit med komponenter som
inte ingdr i detta kit, fdrutom vad som beskrivs i de protokoll som medféljer produkten, den har handboken och ytterligare protokoll som finns p& www.qiagen.com.
Vissa av de hér ytterligare protokollen har fillhandahéillits av QIAGEN-anvéndare fér andra QIAGEN-anvéndare. De hér protokollen har inte testats noggrant eller

optimerats av QIAGEN. QIAGEN garanterar infe att de inte krénker tredje parts réttigheter.
Farutom de uttryckligen angivna licenserna kan QIAGEN inte garantera att detta kit och/eller dess anvéindning inte kréinker oberoende tredje parts réttigheter.
Kitet och dess komponenter &r licensierade for engéngsbruk och fér inte ateranvéndas, férbattras eller séljas vidare.

QIAGEN avsdger sig specifikt ansvar fér alla andra licenser, uttryckliga eller underfdrstédda, forutom de uttryckligen angivna.

o~

Ink&paren och anvéndaren av detta kit samtycker till ot inte vidta eller tillata att négon annan vidtar négra steg som kan leda fill eller underlétta nagra atgérder

som &r fdrbjudna enligt ovan. QIAGEN kan kréva upphévande av detta begrénsade licensavtal i domstol och ska erséttas fér alla underssknings- och

()

réttegdngskostnader, inklusive advc
réttigheter avseende kitet och/eller négon av dess komponenter.

begl

Fér uppdaterade licensvillkor, se www.qgiagen.com.

ader, vid Il atgaird fér att upprétthdlla detta begrdnsade licensavtal eller nédgon av foretagets immateriella

Kdpet av den hér produkten ger anvéindaren rétt att utféra diagnostiska analyser for human in vitro-diagnostik. Inget allmént patent eller licens av ndgot slag fdrutom

den hér specifika réttigheten ingér i képet.

Varumérken: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, artus®, EZ1®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™ (Thermo

Fisher Scientific).

HB-0046-009 1126759 R7 12/2021© 2021 QIAGEN, med ensamratt.
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