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Bruksomrdde

artus® HAdV RG PCR Kit (94) er en test til in vitrodiagnostikk, basert p& realtime PCR-
teknologi, til deteksjon og kvantifisering av humant adenovirus (HAdV)-spesifiki DNA.

Sammendrag og forklaring

artus HadV RG PCR Kit utgjer et bruksklart system for deteksjon av HAdV-spesifikt DNA ved
bruk av realtime PCR p& Rotor-Gene Qrinstrumenter. Analysen inkluderer et heterologt
forsterkningssystem (intern kontroll) for & identifisere mulig PCR-hemming og bekrefte

infegriteten til seffreagensene.
Patogeninformasjon

Humane adenovirus (HAdV), ferst isolert p&d 19504allet fra eksplantert adenocidvev, er
dobbeltrédede, DNAwirus uten kappe fra Adenoviridaefamilien, og tilherer

Mastadenovirusslekten. De er utbredt verden over uten et sesongbetont smittemenster.

HAdJV er klassifisert i 7 arter A-G. Art B er ytterligere inndelt i BT og B2. Minst 56 ulike
serotyper (HAdV-1 fil HAdV-56) er beskrevet til dags dato. Adenovirus forarsaker en lang
rekke sykdommer, deriblant forkjglelse, faryngitt, bronkitt, pneumoni, diaré, konjunktivitt
(@yeinfeksjon), feber, cystitt (bleerekatarr eller urinveisinfeksjon), utslett og nevrologisk

sykdom.

Symptomer pd& denne sykdommen fordrsaket av et adenovirus avhenger av virusets
foretrukne vevstropisme. For eksempel forarsakes luftveissykdom ofte av art B1, C eller E,
oyesykdom av art B, D eller E, gastroenteritt er pdvist generelt & induseres av arti A, F eller

G, mens nyre- og urinveisinfeksjoner ofte er forbundet med HAdV av arten B2.
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Adenovirusenes epidemiologiske egenskaper varierer i henhold til type. Mens enkelte
humane adenovirus er endemiske i deler av verden og infeksjon som regel erverves i
barndommen, foré&rsaker andre typer sporadisk infeksjon og periodiske utbrudd. All HAJV

overferes via direkte kontakt, fekal-oral overfering og av og til vannbéren overfering.

Selv om de fleste HAdV-infeksjoner er selvbegrensende, har alvorlig pneumoni oppstétt
sporadisk hos ellers friske personer. | tillegg kan enkelte typer skape vedvarende
asymptomatiske infeksjoner i mandlener, adenoidene og tarmene fil infiserte verter, og
avskalling kan forekomme i flere méneder eller ar. Reaktivering av latente infeksjoner hos
verter med nedsatt immunforsvar, for eksempel transplanterte pasienter, kan fere fil en

livstruende disseminert sykdom.

Siden HAdV er sveert resistent mot milijgmessige forhold og sveert smittefarlig, kan
nosokomiale utbrudd av adenovirus-assosiert sykdom, for eksempel keratokonjunktivitt, lett
forekomme hvis god praksis for infeksjonskontroll- og hygienepraksiser ikke felges neye. |

enkelte land er rapportering pd lokalt regjeringsnivé obligatorisk for enkelte typer HAdV-
utbrudd.

Prosedyreprinsipp

HAdV RG Master A og HAJV RG Master B inneholder reagenser og enzymer for den
spesifikke forsterkningen av mélregioner innen HAdV-genomer og for direkte deteksjon av
det  spesifikke amplikonet i den fluorescerende kanalen Cycling Green

for Rotor-Gene Q-instrumenter.

| tillegg inneholder artus HAAV RG PCR Kit et heterologt forsterkningssystem for & identifisere
mulige feil under analyseprosessen. Dette pévises som en intern kontroll (IC) i den

fluorescerende kanalen Cycling Yellow for Rotor-Gene Q-instrumenter.
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Prober som er spesifikke for HAJV-DNA er merket med fluoroforet FAM™. Proben spesifikk
for den interne kontrollen (IC) er merket med fluoroforet JOE™. Bruken av prober merket med
spektralt differensierbare fluoroforer muliggjer samtidig deteksjon og kvantifisering av HAdV-
DNA samt deteksjon av den interne kontrollen i de tilsvarende kanalene for Rotor-Gene Q-

instrumentet.
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Medfelgende materialer

Settets innhold

artus HAdV RG PCR Kit (96)
Katalognummer 4530265
Antall reaksjoner 96

Bl& HAdV RG Master A 8 x 60 yl
Lilla HAdV RG Master B 8 x 180 pl
Grenn HAdV RG IC 1 x 1.000 pl
Red HAdV QS* 4 x 250 pl
Hvit H20 1 x 500 pl

Héandbok 1

*artus HAAV RG PCR Kit inneholder 4 kvantifiseringsstandarder (QS1-QS4).

Materialer som er ngdvendige, men som ikke
medfalger

For bruk, pass p& at instrumentene er kontrollert og kalibrert i henhold til produsentens

anbefalinger.

Reagenser

e QlAamp DNA Mini Kit (QlAamp DNA Mini Kit) (QIAGEN kat.nr. 51304 or 51306; se
"DNA-ekstraksjon", side 11)
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Forbruksvarer

e 0.1 ml Strip Tubes and Caps (0,1 ml strimmelrer og lokk), til bruk med 72-branns rotor
(QIAGEN, kat.nr. 981103 or 981106)

e Nukleasefrie, lavt DNA-bindende mikrosentrifugerer til klargjering av hovedblandinger

o Nukleasefrie pipettespisser med aerosolbarrierer

Utstyr

® Rotor-Gene Q MDx 5plex-, Rotor-Gene Q 5plex- eller Rotor-Gene Q 6plex-instrument

® Rotor-Gene Q-programvareversjon 2.3.1 eller hayere

e loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, aluminum block for manual reaction setup (Lasteblokk
72 x 0,1 ml rer, aluminumsblokk for manuelt reaksjonsoppsett) (QIAGEN, kat.nr.
9018901)

Dedikerte justerbare pipetter til proveklargjering

Dedikerte justerbare pipetter til klargjering av PCR-masterblanding.

Dedikerte justerbare pipetter til dispensering av templat-DNA

Vorteksblander

Arbeidsbenksentrifuge med rotor for 2 ml reaksjonsrer

Advarsler og forsiktighetsregler

For bruk i forbindelse med in vitro-diagnostikk.
Les alle instruksjonene naye for du bruker testen.
Advarsler

Bruk alltid egnet laboratoriefrakk, engangshansker og vernebriller ved arbeid med

kjemikalier.
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Forsiktighetsregler

o Dette produktet skal kun brukes av personell med spesiell anvisning og opplaering i
teknikkene for realtime PCR og in vitro-diagnostiske prosedyrer.

® Prover skal alltid behandles som smittefarlige og/eller biologisk farlige i samsvar med
sikre laboratorieprosedyrer.

® Bruk beskyttende pudderfrie engangshansker, laboratoriefrakk og vernebriller ved
h&ndtering av praver.

® Unngd kontaminasjon med mikrober og nuklease {DNase/RNase) av preven og
komponentene i settet.

e Bruk alltid DNase/RNasefrie engangspipettespisser med aerosolbarrierer.

® Bruk alltid beskyttende pudderfrie engangshansker ved handtering av settkomponenter.

® Bruk separerte og segregerte arbeidsomrader til preveklargjering, reaksjonsoppsett og
forsterknings-/deteksjonsaktiviteter. Arbeidsflyten i laboratoriet skal fortsette p& en
ensreftet méte. Bruk alltid engangshansker i alle omré&der, og byt dem for du gér inn i et
nytt omréde.

o Dediker forbruksvarer og utstyr til de separate arbeidsomrddene, og flytt dem ikke fra
omréde til omrade.

e Oppbevar positivt og/eller potensielt positivt materiale atskilt fra alle andre komponenter
i settet.

o Ikke &pne reaksjonsrarene/-platene etter forsterkning for & unngé kontaminasjon med
amplikoner.

® Yterligere kontroller kan testes i samsvar med retningslinjer eller krav i lokale, statlige
og/eller faderale bestemmelser eller godkjenningsorganer.

® Bruk ikke komponenter i settet som har gétt ut p& dato.

e Kast preve- og analyseavfall i henhold til de lokale sikkerhetsforskriftene.
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Oppbevaring og héndtering av reagensen

Komponenter i seftet

artus HAdV RG PCR Kit sendes pé& terris. Komponentene i settet skal ankomme nedfryst. Hvis
én eller flere komponenter ikke er nedfryst ved mottak, eller hvis rer har blitt forringet under
forsendelse, mé& du kontakte QIAGENS tekniske serviceavdeling for hjelp. Ved mottak mé
alle komponenter oppbevares ved -30 °C til =15 °C.

Unngé tining og frysing av masterreagenser {mer enn to ganger), siden dette kan redusere
analysens ytelse. Frys reagensene i alikvoter hvis de skal brukes pé ulike tidspunkt. lkke
oppbevar reagenser ved 4 °C i mer enn 2 timer. Beskytt HAdV RG Master A og HAdV RG
Master B mot lys.

artus HAdV RG PCR Kit inkluderer:

To masterreagenser (HAdV RG Master A og HAdV RG Master B)
Intern kontroll for templat (HAdV RG IC)

Fire kvantifiseringsstandarder (HAdV QS1-4)

Vann av PCR-kvalitet (H20)

HAdV RG Master A- og HAdV RG Master B-reagens inneholder alle komponenter (buffer,
enzymer, primere og prober) fil forsterkning og deteksjon av HAdV-spesifikt DNA og den

interne kontrollen i en enkelt reaksjon.

Kvantifiseringsstandardene inneholder standardiserte konsentrasjoner av HAdV-spesifikt
DNA. Disse kan brukes hver for seg som positive kontroller eller sammen for & generere en
standardkurve, som kan brukes for & bestemme konsentrasjonen av HAdV-spesifikt DNA i

preven. Konsentrasjonene av kvantifiseringsstandardene er oppfert i tabell 1.
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Tabell 1. Konsentrasjon av kvantifiseringsstandarder

Kvantifiseringsstandard Konsentrasjon (kopier/pl)
QS1 10.000
QS2 1.000
QS3 100
QS4 10
Prosedyre
DNA-ekstraksjon

HAdV-spesifikke mé&lsekvenser forsterkes fra DNA. En analyseytelse avhenger av kvaliteten
pé templatDNA. Serg for & bruke et praveklargjeringssett som produserer DNA egnet for
bruk i nedstrems PCR.

QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN, katalognr. 51304 eller 51306) er anbefalt for DNA-
rensing til bruk med artus HAAV RG PCR Kit. Utter DNAwrensing i samsvar med
instruksjonene i hdndboken for QlAamp DNA Mini.

Siden vaskebuffere i QlAamp DNA Mini Kit inneholder etanol, mé& du utfere et ekstra
sentrifugetrinn for  eluering. Plasser QIAamp  Minispinnkolonnen i et nytt 2 ml
prevetakingsrer, og kasser det gamle prevetakingsreret med filiratet. Sentrifuger i 10

minutter ved omtrent 17.000 x g (~13.000 rpm) p& en benkesentrifuge.

Viktig: Bruken av transporter-RNA er avgjerende for ekstraksjonseffektiviteten og -stabiliteten

til den ekstraherte nukleinsyren.
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Viktig: Etanol er en sterk hemmer i realtime PCR. Hvis preveklargjeringssettet bruker
vaskebuffere som inneholder etanol, mé& du pase at alle rester av etanol fiernes fer eluering

av nukleinsyren.

Intern kontroll

artus HAdV PCR Kit inneholder en heterolog intern kontroll, som enten kan brukes som en
PCR-hemmingskontroll  eller som en kontroll for  preveklargjeringsprosedyren

(nukleinsyreekstraksjon) og som en PCR-hemmingskontroll.

Hvis den interne kontrollen brukes som en PCR-hemmingskontroll, men ikke som en kontroll for
preveklargjeringsprosedyren, m& du ftilsette den interne kontrollen direkte i blandingen av
HAdV RG Master A og HAdV RG Master B, som beskrevet i trinn 2b av protokollen (side
14).

Uansett hvilken metode/hvilket system som brukes til nukleinsyreekstraksjon, mé& ikke den
inferne kontrollen filsettes direkte i praven. Den interne kontrollen skal alltid tilsettes i prove-
/lyseringsbufferblandingen.  Volumet av intern kontroll som skal filsettes i prove-
/lyseringsbufferblandingen avhenger kun av elueringsvolumet, og utgjer 10 % av
elueringsvolumet. For eksempel, ved bruk av QlAamp DNA Mini Kit, elueres DNA i 60 pl
buffer-AE. Tilsett derfor 6 pl intern kontroll i preve-/lyseringsbufferblandingen for hver prave.

Viktig: Ikke filsett den interne kontrollen og transporter-RNA direkte i praven.
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Protokoll: Deteksjon av HAdV-spesifikt DNA.

Viktige punkter fer du starter

® For du starter prosedyren, les "Forsiktighetsregler", side 9.

® Ta deg tid til & gjere deg kjent med Rotor-Gene Q-instrumentet fer du starter protokollen.
Se instrumentets brukerhandbok.

e Pdse at minst én positiv kontroll og én negativ kontroll (vann av PCR-kvalitet) inkluderes

per PCR-kjering.

Ting du skal gjere for du starter

® Pé&se at nedkjelingsblokken (filbeher til Rotor-Gene Qrinstrumentet) kjgles ned pé forhénd
til 2-8 °C.
® For hver bruk mé alle reagensene tines fullstendig, blandes (ved gjentatt pipettering opp

og ned eller gjennom hurtig vorteksblanding) og sentrifugeres raskt.

Prosedyre

1. Plasser det enskede antallet PCR-rer i adapterne i nedkjglingsblokken.

2. Hvis du bruker den interne kontrollen for & overvéke DNA-isolasjonsprosedyren og for &
kontrollere for mulig PCR-hemming, mé du felge trinn 2a. Hvis du bruker den interne

kontrollen utelukkende til kontroll av PCR-hemming, mé du felge trinn 2b.

Bruk den interne kontrollen i samsvar med trinn 2b for alle prever, kontroller og

kvantifiseringsstandarder som skal analyseres.

2a. Den interne kontrollen er allerede tilsatt i isolasjonen {se "Intern kontroll", side 12). |
dette tilfellet m& du klargjere en masterblanding i samsvar med tabell 2.
Reaksjonsblandingen inneholder som regel alle komponentene som kreves for PCR,

bortsett fra praven.
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Tabell 2. Klargjering av masterblanding (intern kontroll brukt for & overvake DNA-isolasjon
og kontrollere for PCR-hemming)

Komponent 1 reaksjon 12 reaksjoner
HAdV RG Master A 5l 60 pl
HAdV RG Master B 15yl 180 pl
Totalvolum 20 240 pl

2b. Den interne kontrollen mé tilseftes direkte i blandingen med HAJV RG Master A og
HAdJV Master B. | dette filfellet m& du klargjere en masterblanding i samsvar med
tabell 3.

Reaksjonsblandingen inneholder alle komponentene som kreves for PCR, bortsett fra

proven.

Tabell 3. Klargjering av masterblanding (intern kontroll brukt utelukkende til kontroll av PCR-
hemming)

Komponent 1 reaksjon 12 reaksjoner
HAdJV RG Master A 5l 60 pl
HAdV RG Master B 15yl 180 pl
HAdV RG IC 1yl 12,4l
Totalvolum 21 yl 252 pl

* Volumekningen som forérsakes av @ tilsette den interne kontrollen ignoreres nér man klargjer PCR-analysen.
Falsomheten til deteksjonssystemet reduseres ikke.
3. Pipetter 20 pl masterblanding i hvert PCR-rer. Tilsett deretter 10 pl av eluert preve-DNA
og bland godt ved & pipettere flere ganger opp og ned. Tilsvarende, tilsett 10 pl av en
positiv kontroll eller kvantifiseringsstandard eller 10 pl vann (av PCR-kvalitet) som en

negativ kontroll.

Pase at du minst har én positiv kontroll og én negativ kontroll per kjering. For

kvantifisering, bruk alle 4 kvantifiseringsstandarder (QS1-QS4).
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4. Lukk PCR-rerene. P&se at l&seringen (tilbeher for Rotor-Gene Q-instrumentet) plasseres

oppd rotoren.

5. For deteksjon av HAdV-spesifikt DNA, opprett en temperaturprofil i samsvar med
felgende trinn.

Stille inn de generelle analyseparametrene Figur1,2,3, 4
Innledende aktivering av varmstartsenzymet Figur 5
Forsterkning av DNA Figur 6
Justere fluorescenskanalfelsomheten Figur 7
Starte kjeringen Figur 8

Alle spesifikasjoner henviser til Rotor-Gene Q-programvareversion 2.3.1 og heyere. Du
finner mer informasjon om programmering av Rotor-Gene Q-instrumentene i instrumentets

brukerhdndbok. [ illustrasjonene er disse innstillingene innrammet i fet svart.

6. Forst, &pne dialogboksen New Run Wizard (Veiviser for ny kjering) med versjonen

Advanced (Avansert) og velg Two Step (To trinn) (figur 1). Klikk p& Next (Neste] for &
fortsette.
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Quick Start  Advanced |
. Hperform LastRun

« e
® -
a6 +H
2

o,EnDtyRu\
3,038

Three Step with Melt

L e
%+ 73 Two Step 2015-05-29 3 channel

@OpmATmplahelnAnomerFoldu...

[V Show This Screen When Software Opens

Figur 1. Dialogboksen New Run (Ny kjering).

7. | neste New Run Wizard-dialogboks (figur 2), merk av boksen Locking Ring Attached
(Lasering festet) og klikk p& Next.
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Welcome to the Advanced Run Wizard!

~Rotor Type

36-Well Rotor

72-Well Rotor
Rotor-Disc 72
Rotor-Disc 100

V¥ Locking Ring Attached

Skip Wizard < Back

Figur 2. New Run Wizard-dialogboksen.

8. Velg 30 for PCR-reaksjonsvolumet og klikk p& Next {figur 3).
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This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, Ehlls box ?isnla-':s ;
clicking Next when you are ready to move to the next page. eponelemensin
the wizard. For help
; on an item, hover
Cpstatos: |QIAGEN your mouse over the
Notes: item for help. You
21085 can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.
Reaction I3U E
Volume (pL): =1
Sample Layout -] [1.2,3... ~|
SkipWizard | <cBack | (2)

Figur 3. Stille inn de generelle analyseparametrene.

9. Klikk p& knappen Edit Profile (Rediger profil) i neste New Run Wizard-dialogboks (figur

4) og programmer temperaturprofilen som vist i figur 5-6.
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Temperature Profile : Click this button ta
move to the previous

page in the wizard.
Once the run has
begun, you cannot
go back and change
settings on the first
two pages. In this

case, this button will

be disabled.
E dlt Profile ...

Channel Setup :
Name | Source | Detector | Gain | Create New... I

Green  470nm  510nm 5,33 Edit l

Yellow  530nm  555nm 9,33 S

Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I

Red E25hm  BE0nm 5

Crimson  680nm  710hp 7 Remove I
7

HRM 460nm  510nm Reset Defaults l

Gain Optimisation... H : >

SkipWizard | <<Back [ Newt>>

Figur 4. Redigere profilen.

19 Handbok for arfus HAAV RG PCR Kit  10/2015



2 .8 W

New Open SaveAs

@
Help

The run will take approximately 116 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

HEAERARRER R RERRER AR

Insert after...
yeling
Insert before...

Remove |

Hold Temperature: g5 |op
Hold Time : 10 |mins 0 |secs
e

lick on a cycle below to modify it :

Figur 5. Innledende aktivering av varmstartsenzymet.
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@,

New Open Save As

The run will take approximately 122 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

& . 3

Help

AHAARRSRE A ATHRREARSRAILD

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remove

This cycle repeats| 45 | timefs).] e
Click on one of the steps below to modify ss + of - to add and remove steps for this cycle.

Timed Step

=]

m—
58°C
E0 seconds
Acquiring to Cycling &

on Green, Red, Yellow

|~ LongRange
™ Touchdown

95°C for 15 secs _-[;I

582C for B0 secs

Figur 6. Forsterkning av DNA.

10.P&visningsomrédet for fluorescenskanalene mé bestemmes ifelge fluorescensintensitetene
i PCR-rgrene. Klikk p& Gain Optimisation (Zk optimalisering) i New Run Wizard-
dialogboksen (se figur 4, trinn 2) for & &pne dialogboksen Auto-Gain Optimisation Setup
(Oppsett av automatisk ekning av optimalisering) (figur 7). Merk av boksen Perform
Optimisation Before 1st Acquisition (Utfer optimalisering fer 1. innhenting) (figur 7). Pése
at begge kanaler (grenn og gul) er valgt for Auto-Gain Optimisation {Automatisk ekning
av optimalisering) (figur 7). (Finn kanaler i rullegardinmenyen under Channel Settings
(Kanalinnstillinger) og klikk pa Add {Legg til).) Klikk p& Close (Lukk) i dialogboksen Auto-
Gain Optimisation Setup nér forsterkning av kalibrering er fullfert.

21
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'Auto—GainOp_timi;aﬁon etuy

r— Optimisation :

Auto-Gain Dplimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

o 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 158 __I_I degrees.

Optimise All | Optimise Acquiring I

E Perform Optimisation Before 1st Acquisition
™ Perform Optimisation At 58 Degrees At Beginning Of Run

~ Channel Settings :

l =l

Name ] Tube Position I Min Reading | Max Reading I Min Gain | Max Gain Edit... |
Green 1 SFI 10FI -10 10
Yellow 1 5FI 10F1 10 10 BRemove
Remove Al

[
\
|
\
\
< m! | »

Mariual I I Close I Help |

Figur 7. Justere fluorescenskanalfglsomheten.

11.Qkningsverdiene som fastsettes av kanalkalibreringen lagres automatisk og listes opp i
det siste menyvinduet for programmeringsprosedyren (figur 8). Klikk p& Start Run (Start
kjering).
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Summary :

Reaction VYolume [in microliters)

Setting I Value I
Green Gain 533

Yellow Gain 9,33

Auto-Gain Optimisation Before First Acquisition
Rotor 72:/ell Rotor

Sample Layout V2535

: o

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

Skip Wizard << Back

Figur 8. Starte kjgringen.

12.Analyser dataene etter at kjgringen er ferdig (se "Tolking av resultater", side 24).

23
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Tolking av resultater
Kjeringsvaliditet

Gyldig kvalitativ kjering

Folgende kontrollbetingelser mé& oppfylles for at en kvalitativ kjering skal vaere gyldig (tabell
4).

Tabell 4. Kontrollbetingelser for en gyldig kvalitativ kjering

Deteksjonskanal

Kontroll-ID Cycling Green Cycling Yellow
Positiv kontroll (QS) POSITIV POSITIV
Negativ kontroll NEGATIV POSITIV

Ugyldig kvalitativ kjering

En kvalitativ kjering er ugyldig hvis kjeringen ikke er fullfert eller hvis en av

kontrollbetingelsene for en gyldig kvalitativ kjering ikke er oppfylt.

Ved en ugyldig kvalitativ kjgring mé& du gjenta PCR eller ekstraher DNA fra originalprevene
p& nytt hvis det ikke finnes mer DNA.

Gyldig kvantitativ kjering

En kvantitativ kjering er gyldig hvis alle kontrollbetingelser for en gyldig kvalitativ kjering er
opplylt (se tabell 4, ovenfor). | fillegg, for neyaktige kvantifiseringsresultater, m& en gyldig
standardkurve genereres. For en gyldig kvantitativ kjering mé standardkurven ha felgende

kontrollparameterverdier (tabell 5).
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Tabell 5. Kontrollparametre for en gyldig standardkurve

Kontrollparameter Gyldig verdi

Helning -3,743/-2,765
PCR-effektivitet 85 %/130 %
Forklart varians (R?) >0,98

Ugyldig kvantitativ kjering

En kvantitativ kjering er ugyldig hvis kjeringen ikke er fullfert eller hvis en av

kontrollbetingelsene for en gyldig kvantitativ kjering ikke er oppfylt.

Ved en ugyldig kvantitativ kjgring mé du gjenta PCR eller ekstraher DNA fra originalprevene
pé nytt hvis det ikke finnes mer DNA.

Kvalitativ analyse

En tolkning av sammendrag av resultater vises i tabell 6.
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Tabell 6. Tolkning av sammendrag av resultater

Deteksjonskanal

Prove-D  Cycling Green Cycling Yellow  Tolking av resultater

A POSITIV POSITIV* HAdV-spesifiki DNA detektert.
HAdV-spesifikt DNA ikke detektert.

B NEGATIV POSITIV Praven inneholder ikke paviselige
mengder av HAdV-spesifikt DNA.
PCR-hemming eller reagensfeil.

C NEGATIV NEGATIV Gjenta prosedyren ved bruk av

originalpreven eller samle inn og fest
en ny prave.

* Deteksjon av den interne kontrollen i Cycling Yellow-deteksjonskanalen er ikke pdkrevd for positive resultater i
Cycling Green-deteksjonskanalen. En hay HAdV-belastning i preven kan fere til reduserte eller fravaerende intern
kontrollsignaler.

Kvantitativ analyse

artus HAAV RG PCR Kit inneholder 4 kvantifiseringsstandarder (QS). For & generere en
standardkurve for kvantitativ analyse m& disse defineres som standarder med passende
konsentrasjoner (se tabell 1, side 11). En standardkurve for kvantitative analyser kan

genereres ved bruk av standarder med kjente konsentrasjoner.
Cr = mlog(No} + b

o Cr = Terskelsyklus

e m = Helning

e No = Innledende konsentrasjon

® b = Skjseringspunkt

Konsentrasjonene av positive prever med ukjent konsentrasion kan utledes fra

standardkurven (figur 9).
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No = 10C/m

A B

Fluorescens

Negativ

Terllsyklus

Syklusnummer loggkonsentrasjon

Figur 9. Kvantifiseringsstandarder, en positiv og en negativ prave vist i (A) et forsterkningsplott og (B)
standardkurveanalyser.

Merk: Konsentrasjonen av preven vises i kopier/pl og viser il konsentrasjonen av virus-DNA

i eluatet.

Bruk felgende formel for & bestemme virusbelastningen til originalpreven.

Volum (eluat) [pl] x virusbelastning (eluat)
Virusbelastning (preve) [kopier/pl]
[kopier/ml] =

Preveinnmating [ml]

Begrensninger

® Dette produktet skal kun brukes av personell med spesiell anvisning og opplaering i

teknikkene for realtime PCR og in vitro-diagnostiske prosedyrer.

® God laboratoriepraksis er avgjgrende for riktig ytelse av analysen.
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® Vaer ekstremt forsiktig for & bevare renheten fil komponentene i sett- og
reaksjonsoppsettene. Overvék alle reagenser ngye for urenheter og kontaminasjon.
Kasser alle reagenser med mistenkt kontaminasjon.

e Egnede prosedyrer for prevetaking, ransport, -oppbevaring og -behandling er pakrevd
for optimal ytelse av denne analysen.

® Bruk ikke denne analysen direkte pé preven. Utfer relevante prosedyrer for

nukleinsyreekstraksjon fer bruk av denne analysen.
o Tilstedevaerelsen av PCR-hemmere kan forarsake falskt negative eller ugyldige resultater.

® Potensielle mutasjoner med maélregioner av HAdV-genomet dekt av primerne og/eller
probene brukt i seftet kan fere il at patogenene ikke pavises.
o | likhet med alle diagnostiske tester md resultatene oppnédd med artus HAdV RG PCR Kit

tolkes med hensyn til alle kliniske funn og laboratoriefunn.

Kvalitetskontroll

Hvert parti med artus HADV RG PCR Kit testes mot forhandsbestemte spesifikasjoner for &

sikre konsekvent produktkvalitet.

Ytelsesegenskaper

Siden det ikke finnes en internasjonal standard for adenovirus, ble kvantitativ
ytelseseavluering av artus HADV RG PCR Kit ble utfert ved bruk av genomisk dnA fra et
karakterisert HAdV3-isolat (art B).

For kvalitativ ytelsesevaluering ble genomisk DNA for adenovirusart A-F analysert ved bruk
av artus HAdV RG PCR Kit. Genomisk DNA ble hentet inn fra ATCC® (American Type
Culture Collection) og fra karakteriserte cellekulturisolater. For analysering av art G (serotype
HAdV-52) ble det brukt et plasmid som inneholdt tilsvarende malsekvens (tabell 7).
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Tabell 7. Adenovirusarter og serotyper analysert med artus HAdV RG PCR Kit

Resultat med

HAdV- artus HAdV RG
HAdV-art serotype Kilde PCR Kit

HAdV-12 ATCC-VR-863D Positiv
Art A HAdV-31 Karakterisert isolat fra cellekultur Positiv

HAdV-18 Plasmid Positiv
AR HAdV-3 ATCC-VR-3, ATCC-VR-857D Positiv

rt

HAdV-7 Plasmid Positiv

HAdV-35 ATCC-VR-718D Positiv
Art B2 HAdV-11 Karakterisert isolat fra cellekultur Positiv

HAdV-55 Plasmid Positiv

HAdV-1 ATCC-VR-1 Positiv

HAdV-2 Plasmid Positiv
Art C

HAdV-5 ATCC-VR-5D Positiv

HAdV-6 Karakterisert isolat fra cellekultur Positiv

HAdV-37 ATCC-VR-929D Positiv
Art D

HAdV-19 Plasmid Positiv
Art E HAdV-4 ATCC-VR-1572D Positiv
Art F HAdV-41 ATCC-VR-Q30D Positiv
Art G HAdV-52 Plasmid Positiv

Analytisk sensitivitet

Den analytiske sensitiviteten til artus HAAV RG PCR Kit er definert som konsentrasjonen
(kopier per pl av eluatet) for HAdV-spesifikt DNA som kan detekteres med en positivitetsrate
p& 295 %. Den analytiske sensitiviteten ble bestemt ved & analysere en fortynningsserie med

kvantifisert genomisk adenovirus-DNA (gruppe B, undertype 3) (tabell 8).
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Tabell 8. PCR-resultater brukt til & beregne den analytiske sensitiviteten til arius HAdV RG
PCR Kit

Innmatingskonsentrasjon Antall
(kopier/pl) replikater ~ Antall positive  Treffrate (%)  Intern kontroll
31,6 18 18 100 Gyldig
10,0 18 18 100 Gyldig
3,2 18 18 100 Gyldig
1,0 18 18 100 Gyldig
0,3 18 12 67 Gyldig
0,1 18 7 39 Gyldig
0,03 18 3 17 Gyldig
0,01 18 1 6 Gyldig
0,003 18 0 0 Gyldig

Den analytiske sensitiviteten til artus HAdV RG PCR Kit, bestemt ved bruk av probitanalyse,
til deteksjon av HAdV-spesifikt DNA er 1,07 kopier/pl [95 % konfidensintervall [CI]: 0,58-
2,99 kopier/ pl).

Analytisk spesifisitet

Den analytiske spesifisiteten til artus HAJV RG PCR Kit sikrer av neye utvalg av
oligonukleotidene (primere og prober). Oligonukleotidene kontrolleres ved bruk av
sekvenssammenligningsanalyse i forhold fil offentlig tilgjengelige sekvenser for & sikre at alle

relevante adenovirus-genotyper detekteres.

Den analytiske spesifisiteten til artus HAAV RG PCR Kit ble evaluert ved & teste et panel av
genomisk DNA/RNA ekstrahert fra andre patogener som fordrsaker lignende symptomer

som adenovirusinfeksjoner og ved & teste humant genomisk DNA (tabell 9).
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Tabell 9. Organismer testet for & demonsirere den analytiske spesifisiteten til artus HAdV RG PCR
Kit

Deteksjonskanal

Organisme Cycling Green (HAdV) Cycling Yellow (IC)
Humant genomisk DNA Negativ Gyldig
Varicella-Zoster-virus Negativ Gyldig
Herpes simplex-virus 1 Negativ Gyldig
Herpes simplex-virus 2 Negativ Gyldig
Epstein-Barr-virus Negativ Gyldig
Humant herpesvirus 6 (A, B) Negativ Gyldig
Humant herpesvirus 7 Negativ Gyldig
Cytomegalovirus Negativ Gyldig
BK-virus Negativ Gyldig
JCuvirus Negativ Gyldig
Simian-virus 40 Negativ Gyldig
Hepatitt A-virus Negativ Gyldig
Hepatitt B-virus Negativ Gyldig
Hepatitt C-virus Negativ Gyldig
Humant immunsviktvirus 1 Negativ Gyldig
Parvovirus B19 Negativ Gyldig
Escherichia coli (EHEC) Negativ Gyldig
Pseudomonas aeruginosa Negativ Gyldig
Chlamydia pneumoniae Negativ Gyldig
Mycoplasma pneumoniae Negativ Gyldig
Neisseria meningitidis Negativ Gyldig
Streptococcus pyogenes Negativ Gyldig
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Organisme

Cycling Green (HAdV)

Haemophilus influenzae

Coronavirus

Influensavirus A (inkl. HIN1-2009), B

Respiratorisk syncytialvirus A, B

Parainfluensavirus 1-4

Humant metapneumovirus

Rhinovirus

Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ
Negativ

Deteksjonskanal

Gyldig
Gyldig
Gyldig
Gyldig
Gyldig
Gyldig
Gyldig

Cycling Yellow (IC)

artus HAAV RG PCR Kit kryssreagerte ikke med noen av de spesifiserte organismene.

Lineaert omréde

Det linesere omrédet til artus HAdV RG PCR Kit ble evaluert ved & analysere en logaritmisk

fortynningsserie med kvantifisert genomisk HAdV-2-DNA (art C) ved bruk av konsentrasjoner

fra 1 x 10% il 0,1 kopier/I. Seks replikater per fortynning ble analysert.
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Figur 10. Forsterkningskurve (A) og linezr regresjonsanalyse (B) av en fortynningsserie av genomisk DNA fra HAdV-2 (art

Q.
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Det linesere omradet for arfus HAMY RG PCR Kit strekker seg over et intervall p& minst 8
storrelsesordener for HAdV-spesifikt DNA.

Presisjon

Presisjonen til artus HAdY RG PCR Kit ble bestemt av intra-analysevariabilitet (variabilitet
innen et eksperiment), inter-analysevariabilitet (variabilitet mellom ulike eksperimenter) og

inter-partivariabilitet (variabilitet mellom ulike produksjonspartier).

Variabilitetsdata utirykkes med hensyn til standardavvik og variasjonskoeffisient. Disse data
er basert p& kvantifiseringsanalyse av definerte konsentrasjoner av genomisk HAdV-DNA og
p& terskelsyklus (Cr)-verdier med hensyn til den interne konfrollen (henholdsvis tabell 10 og
11). Minst 6 replikater per preve ble analysert for intra-analyse-, inter-analyse- og inter-

partivariabilitet. Total varians ble beregnet ved & kombinere de 3 analysene.

Tabell 10. Presisjonsdata for det HAdV-DNA-spesifikke deteksjonssystemet for artus HAdV
RG PCR Kit

Gjennomsnittlig Variasjonskoeffisient
HAdV-spesifikt system kons. (kopier/pl) Standardavvik (%)
Intra-analysevariabilitet 26,88 4,87 18,13
Inter-analysevariabilitet 35,11 8,65 24,63
Inter-partivariabilitet 27,39 4,65 16,97
Total varians 32,37 8,44 26,09
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Tabell 11. Presisjonsdata for den interne kontrollen for artus HAdV RG PCR Kit

Gjennomsnittlig Variasjonskoeffisient
Intern kontroll terskelsyklus (Cr) Standardavvik (%)
Intra-analysevariabilitet 21,97 0,15 0,67
Inter-analysevariabilitet 22,12 0,19 0,87
Inter-partivariabilitet 22,05 0,25 1,12
Total varians 22,02 0,22 0,99

Diagnostisk evaluering

Den diagnostiske sensitiviteten og spesifisiteten til artus HAJV RG PCR Kit evalueres ved
jevne mellomrom ved & analysere referanseprever og diagnostiske prever tidligere analysert
med referansemetoder (dvs., intern PCR, DFA, "shell vial"kultur, elekironmikroskopi,
Luminex®teknologi). S& langt er 223 prover ekstrahert fra celleprever, nasofaryngeale
aspirater, bronkialsekreter, avferingsprever, urinprever, plasma- eller ayeprever tatt med
vannpinne samlet inn i ulike laboratorier testet for & bestemme den diagnostiske sensitiviteten
og spesifisiteten il arfus HAdV RG PCR Kit. Av disse 223 prevene ble 50 forutsett & vaere
HAdV-positive og 173 ble forutsett & vaere HAdV-negative ved bruk av referansemetoder
(tabell 12). Fire praver testet positive for HAdV (Crverdi 35,2, 36,8, 40,0 og 37,9) med
artus HAdV RG PCR Kit som tidligere testet negativt med en intern PCR+est. Alle 50 praver
forutseft & inneholde HAdV-DNA ble bekreftet som HAdV-positive ved bruk av analyse med
artus HAJV RG PCR Kit.
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Tabell 12. Diagnostisk evaluering av artus HAdV-6 RG PCR Kit

artus HAdV RG PCR Kit
NEGATIV POSITIV
NEGATIV 169 4*
Referansemetode
POSITIV 0 50

* Crverdi: 35,2, 36,8, 40,0 og 37,9.
Repeterbarhet

Spesifisiteten, sensitiviteten og neyaktigheten for kvantifiseringen av artus HAdV RG PCR Kit
ble evaluert ved & analysere etablerte ferdighetspaneler for adenovirus. For & sikre
repeferbarhet av arfus HAdV RG PCR Kit evalueres spesifisitet og sensitivitet ved & analysere
etablerte ferdighetspaneler for adenovirus samt karakteriserte diagnostiske praver ved jevne

mellomrom.
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Tabell 13. Resultater fra analyseringen av et ferdighetspanel for HAdV (QCMD) ved bruk av

arius HAdV RG PCR Kit
Ferdighetspanel artus HAdV RG PCR Kit
Forventet kons.
Prave-ID Preveinnhold (kopier/ml) Resultat Intern kontroll
14-01 HAdV-1 2.793 Positiv Gyldig
1402 HAdV-1 13.213 Positiv Gyldig
14-03 HAdV-1 2.793 Positiv Gyldig
1404 HAdV-1 4.093 Positiv Gyldig
14-05 HAdV-4 2.032 Positiv Gyldig
14-06 HAdV-4 21.281 Positiv Gyldig
1407 Negativ 0 Negativ Gyldig
14-08 HAdV-14 426.580 Positiv Gyldig
14-09 HAdV-5 241 Positiv Gyldig
14-10 HAdV-5 1.820 Positiv Gyldig
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Symboler

Symbolene i felgende tabell er benyttet i denne bruksanvisningen.

Symbol Symboldefinisjon

Inneholder tilstrekkelig for 96 tester

96
VD Medisinsk enhet til in vitro-diagnostikk
REF Katalognummer
LOT Partinummer

Temperaturbegrensning

o

Produsent
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Symbol Symboldefinisjon

Brukes innen

Materialnummer

GTIN GTIN-artikkelnummer

[:Iﬂ Se bruksanvisningen

Feilsgkingsveiledning

Forskerne ved QIAGENSs tekniske serviceavdeling er alltid klare til & besvare eventuelle
spersmdl du métte ha enften om informasjonen og/eller protokollene i denne h&ndboken

eller preve- og analyseteknologi (for kontaktinformasjon, besgk www.qiagen.com).
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Bestillingsinformasjon

Produkt

Innhold

Katalognr.

artus HAdV RG PCR Kit (96)

QlAamp DNA Mini Kit (50)

QlAamp DNA Mini Kit (250)

Rotor-Gene Q og tilbehor
Rotor-Gene Q MDx 5plex System

Rotor-Gene Q MDx 5plex

Platform

For 96 reaksjoner: Master A, Master B,
4 kvantifiseringsstandarder, intern
kontroll, H2O {vann av PCR-

kvalitet) &#x5;

For 50 DNA-klargjeringer: 50 QlAamp
Mini-spinnkolonner, proteinase K,
reagenser, buffere, pravetakingsrer (2
ml)

For 250 DNAXklargjeringer: 250
QIAamp Mini-spinnkolonner,
proteinase K, reagenser, buffere,
prevetakingsrer

(2 ml)

Realtime PCR-cycler med 5 kanaler
{grenn, gul, oransje, red, dyp red)
baerbar PC, programvare, tilbeher:
inkluderer 1-8rs garanti p& deler og
utfering; installasjon og oppleering

Realtime PCR-cycler med 5 kanaler
{grenn, gul, oransje, red, dyp red)
baerbar PC, programvare, tilbeher:
inkluderer 1-8rs garanti p& deler og
utfering; installasjon og opplaering ikke
inkludert

4530265

51304

51306

9002023

9002022
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Produkt

Innhold

Katalognr.

Rotor-Gene Q 5Splex Priority
Package Plus

Rotor-Gene Q 5Splex Priority
Package

Rotor-Gene Q 5Splex System

Rotor-Gene Q 5plex Platform

Real-time PCR-cycler med 5 kanaler
{grenn, gul, oransje, red, dyp red)
baerbar PC, programvare, tilbeher:
inkluderer prioritetspakke med
programvare, installasjon, oppleering,
3-ars garanti pé deler og utfering; og
3 forebyggende vedlikeholdsbesak

Realtime PCR-cycler med 5 kanaler
{grenn, gul, oransje, red, dyp red)
baerbar PC, programvare, tilbeher:
inkluderer prioritetspakke med
programvare, installasjon, oppleering,
2-ars garanti pé deler og utfering; og
2 forebyggende vedlikeholdsbesek

Realtime PCR-cycler med 5 kanaler
{grenn, gul, oransje, red, dyp red)
baerbar PC, programvare, tilbeher:
inkluderer 1-8rs garanti p& deler og
utfering; installasjon og oppleering

Real-time PCR-cycler med 5 kanaler
{grenn, gul, oransje, red, dyp red)
baerbar PC, programvare, tilbeher:
inkluderer 1-8rs garanti p& deler og
utfering; installasjon og opplaering ikke
inkludert

9001866

9001865

9001640

9001570
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Produkt

Innhold

Katalognr.

Rotor-Gene Q éplex Priority
Package Plus

Rotor-Gene Q éplex Priority
Package

Rotor-Gene Q éplex System

Rotor-Gene Q éplex Platform

Real-time PCR-instrument med 6 kanaler
{bl&, grenn, gul, oransje, red, dyp red)
inkludert baerbar PC, programvare,
tilbeher: inkluderer prioritetspakke med
programvare, installasjon, oppleering,
3-ars garanti pé deler og utfering; og
3 forebyggende vedlikeholdsbesak

Realtime PCR-instrument med 6 kanaler
(bl&, grenn, gul, oransje, red, dyp red)
inkludert baerbar PC, programvare,
tilbeher: inkluderer prioritetspakke med
programvare, installasjon, oppleering,
2-ars garanti pé deler og utfering; og
2 forebyggende vedlikeholdsbesak

Realtime PCR-instrument med 6 kanaler
(bl&, grenn, gul, oransje, red, dyp
red), inkludert baerbar datamaskin,
programvare, tilbehgr: inkluderer 1-
arig garanti for deler og utfering,
installasjon og opplaering

Realtime PCR-instrument med 6 kanaler
(bl&, grenn, gul, oransje, red, dyp
red), inkludert baerbar datamaskin,
programvare, tilbehgr: inkluderer 1-
arig garanti for deler og utfering,
installasjon og oppleering ikke inkludert

9001870

9001869

9001660

9001590
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Produkt

Innhold Katalognr.
Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes  Aluminumsblokk for manuelt 9018901
reaksjonsoppsett med en
enkeltkanalspipette i
72 x 0,1 ml rer
Strip Tubes and Caps, 250 strimler med 4 rer og lokk til 981103
0.1 ml (250) 1000 reaksjoner
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 strimler med 4 rer og lokk fil 981106

0.1 ml (2500)

10.000 reaksjoner
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Begrenset lisensavtale for artus HAJV RG PCR Kit

Bruk av dette produktet innebzerer at en kjoper eller bruker av produktet samtykker i felgende vilkér:

1.

a N W N

Produktet skal kun brukes i samsvar med protokollene som felger med produktet, og denne héndboken, og kun med komponentene som er inkludert i settet.
QIAGEN gir ingen lisens i forhold til noen av sine opphavsretislige produkter til & bruke eller innlemme komponenter i dette settet med komponenter som ikke er
inkludert i dette settet, med unntak av det som er beskrevet i protokollene som falger med produktet, denne héndboken, og ytterligere protokoller som er
tilgjengelige p& www.qgiagen.com. Enkelt av disse tilleggsprotokollene er laget av QIAGEN-brukere for QIAGEN-brukere. Disse protokollene har ikke blitt
grundig testet eller optimalisert av QIAGEN. QIAGEN gir ingen garantier for disse eller lovnader om at de ikke krenker rettighetene il tredjeparter.

QIAGEN gir ingen garantier for at dette settet og/eller bruken av det ikke krenker rettighetene til fredjeparter, med unntak av tydelig uttrykte lisenser.
Dette settet og dets komponenter er lisensiert for engangsbruk og kan ikke brukes flere ganger, modifiseres eller selges p& nytt.
QIAGEN fraskriver seg spesifikt andre lisenser, uttrykt eller antydet, med unntak av de som er tydelig uttrykt.

Kjoperen og brukeren av settet samtykker i & ikke gjere eller la andre gjere noe som kan fere til handlinger som er forbudt ovenfor. QIAGEN kan hé&ndheve
forbudene i denne begrensede lisensavtalen ved en hvilken som helst domstol, og skal f& tilbakebetalt alle sine sak k i , inkludert advokath. arer, i
forbindelse med handheving av denne begrensede lisensavtalen eller noen av sine immaterielle reftigheter knyttet til settet og/eller dets komponenter.

Du finner oppdaterte lisensvilkar p& www.qiagen.com.

Innkjepet av dette produktet gjer det mulig for kjzperen & bruke det til & utfere diagnostikktienester for human in vitrodiagnostikk. Ingen generell patent eller annen
lisens av noe annet slag enn denne spesifikke bruksrettigheten fra kjspet garanteres.

Varemerker: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, artus®, Rofor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection Corporation); FAM™, JOE™
(Life Technologies Corporation); Luminex® (Luminex Corporation).

HB-2010-001

© 2015 altona Diagnostics GmbH, med enerett.
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