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artus VZV TM PCR Kit

For anvandning tillsammans med ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT

Sequence Detection Systems.

Obsl: artus VZV TM PCR Kit kan inte anvéndas tillsammans med vare sig
GeneAmp® 5700 SDS eller plattformat 384 fér ABI PRISM 7900HT SDS.

1. Innehall

Bendmning Art. nr. 4502163 Art. nr. 4502165

och innehéill 24 reaktioner 96 reaktioner
VZV TM Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
VZV LC/TM QS 17

1 x 10° cop/ul 1 x 200 l 1 x 200 l
VZV LC/TM QS 2°

1 x 10° cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
VZV LC/TM QS 3"

1 x 702C0p/,ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
VZV LC/TM QS 4"

1x 10 cop/ul 1 x200ul 1 x200ul

VZVTMIC® 1 x 1.000 ul 2 x 1.000

Vit Water (PCR grade) 1 x 1.000ul 1 x 1.000 ul
ey = Kvantifieringsstandard
IC = Internkontroll

2. Férvaring

Komponenterna hos artus VZV TM PCR Kit ska férvaras vid =30 till =15 °C och
ar héllbara till det datum som anges pd etiketten. Undvik upprepad tining
och frysning (> 2 x), eftersom det minskar sensitiviteten. Reagenser som
inte anvénds regelbundet bér darfér frysas i portioner. Om det ér nddvéndigt

kan komponenterna férvaras vid +4°C i hégst fem timmar.
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3. Material och utrustning som behoévs men inte
medfoljer

* Puderfria laboratoriehandskar

» DNA-isoleringskit (se 8.1 DNA-Isolering)

» Pipetter (instéllbara)

» Sterila pipettspetsar med filter

*  Vortex

* Bordscentrifug med rotor fér 2 ml reaktionsrér
»  Centrifug med rotor fér mikrotiterplattor (tillval)

e 96-brunnars reaktionsplatta/reaktionsrér f6r optiska métningar med

motsvarande optiskt férslutningsmaterial (se 8.4 Férberedelse av
PCR)

e 96-brunnars tvadelad fastram fér anvéandning av optiska reaktionsrér
(96-Well Tray/Retainer Set, kat. nr. 403 081, Applied Biosystems), se
8.4 Férberedelse av PCR

»  Kompressionsdyna fér anvéndning tillsammans med optisk
sjaglvhéftande folie (Optical Cover Compression Pads, kat. nr. 4 312
639, Applied Biosystems), se 8.4 Férberedelse av PCR

* Applikator fér férslutning av reaktionsplattor vid anvdndning av optisk

siglvhaftande folie (Adhesive Seal Applicator Kit, kat. nr. 4 333 183,

Applied Biosystems)
= ABI PRISM 7000, 7700 eller 7900HT SDS

Obsl: Innan instrumenten tas i drift krévs en kalibrering av fluoroforerna (Pure

Spectra Component File) och bakgrunden (Background Component File).

" Anvéndningen av reaktionsrér fér optiska métningar med vélvda lock ér endast majligt
for ABI PRISM 7700 SDS och kréver en justering av exponeringstiden (se
8.5.2 Programmering av ABI PRISM 7700 SDS, 8.5.2.5 Viktiga extrainstéllningar).
|
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4. Allméanna férsiktighetsatgéarder

Tank alltid pé& féljande:
» Anvand sterila pipettspetsar med filter.

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

* Tina alla komponenter fullsténdigt i rumstemperatur innan testet
pd&borjas.

* Blanda komponenterna vél och centrifugera en kortstund.

* Arbeta snabbt pd is eller i kylblock.

5. Information om patogener

Overféring av varicella-zoster-virus (VZV) sker frén manniska till ménniska
som droppinfektion eller genom direkt kontakt. Infektion med VZV ger latt
feber och métilig p&verkan av allméantillsténdet. Karakteristiskt fér sjukdomen
ar det polymorfa exantemet med knottror, bldsor och skorpor i kombination
med kraftig kldda (vattkoppor). VZV-infektion med svéra férlopp ses ofta hos
immunsupprimerade patienter med lung- och hjdrninflammationer som
hotande komplikation. Efter den akuta infektionen finns patogenen kvar i de
sensoriska spinalganglierna och i hjarnnervernas ganglier. Vid nedsatt

immunitet kan exacerbationer upptrdda (i. ex. ldppherpes, baltros).

6. Principen foér realtids-PCR

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

och kvantifieras utan att provréren behéver dppnas efterdt (Mackay, 2004).
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7. Produktbeskrivning

artus VZV TM PCR Kit &r ett bruksfardigt system fér pavisning av VZV-DNA
med polymeras-kedjereaktion (PCR) i ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT
Sequence Detection System. VZV TM Master innehdller reagenser och
enzymer for specifik amplifiering av ett 82 bp langt fragment i VZV-genomet.

Detektion av amplikon sker genom métning av FAM-fluorescens i ABI PRISM
SDS. Dessutom innehéller artus VZV TM PCR Kit ett andra heterologt
amplifieringssystem fér detektion av en eventuell PCR-inhibering. Detta
pévisas som Internkontroll (IC) genom métning av VIC-fluorescens.
Darigenom blir detektionsgréinsen av det analytiska VZV-PCR-férfarandet inte
negativt pdverkat (se 11.1 Analytisk sensitivitet). Externa positiva kontroller
(Vzv LC/TM QS 1 - 4) medfélier, med vars hjélp en bestémning av
patogenbelastningen kan utféras. Du kan lésa mer om detta i stycket

8.3 Kvantifiering.

8. Protokoll

8.1 DNA-isolering

Kit f6r DNA-isolering kan erhéllas frén olika tillverkare. Falj tillverkarens

protokoll och tillsétt angiven provméangd ftill isoleringen och utfér DNA-

isoleringen enligtanvisningarna. Féljandeisoleringskitrekommenderas:

Provmaterial Isoleringskit Katalog- Tillverkare Béirar RNA
nummer
S QlAGmp® o
erum, 53704 QIAGEN Ingdr
plasma, CSF UltraSens®
(Cerebrospinal- Virus Kit (50)
vétska), utstryk
QlAamp .
DNA Mini 51304 QIAGEN Ingdr e
Kit (50)
CSF ®
(Cerebrospinal- EZ1" DSP 62 724 QIAGEN Ingér
véitska) Virus Kit (48)*

*Fér anvéndning  tillsaommans  med BioRobot EZ1 DSP  Workstation

(kat. nr. 9001360) och EZ1 DSP Virus Card (kat. nr. 9017707).
|
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Viktig hé&nvisning vid anvéndning av QlAamp UltraSens Virus Kit och QlAamp
DNA Mini Kit:

« Tillsatsen av béarar-RNA é&r till for isoleringens effektivitet och dérmed av
avgdérande betydelse fér utvinningen av DNA-/RNA. Om det anvénda
isoleringskitet inte innehdller ndgon bdrar-RNA, bér du vid isolering av
nukleinsyror frén cellfria kroppsvétskor eller material med 1dg DNA/RNA-
halt (. ex. likvor) fillsatta bd&rar-RNA (RNA-Homopolymer Poly(A),
Amersham Biosciences, kat. nr. 27-4110-01). Féljande tillvagag&ngssatt
rekommenderas:

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

b) F&r varje isolering skall 1 ug béarar-RNA per 100 ul lyseringsbuffert
anvandas. Foéresl@r extraktionsprotokollet t. ex. 200 ul lyseringsbuffert
per prov som skall isoleras, skall 2 ul av barar-RNA (1 ug/ul) tillséttas
direkt till lyseringsbufferten. Innan varje isolering pé&bdrios mdste en
farskt blandning av lyseringsbuffert och bérar-RNA (om nédvéndigtéven
Internkontroll, se 8.2 Internkontroll) tillredas enligt  féljande

pipetteringsschema.

Antal prover 1 12

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

c) Tillsatt den farskt tillredda blandningen av lyseringsbuffert och bérar-

RNA direkt till isoleringen. Férvaring av blandningen &r inte mailig.
|
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» Tillsatsen av b&rar-RNA é&r till f6r isoleringens effektivitet och dérmed av

avgoérande betydelse fér utvinningen av DNA-/RNA. Fér att uppné en
hégre stabilitet av det bérar-RNA som medfdlijer QlAamp UltraSens Virus
Kit, rekommenderar vi fdljande tillvégagéngssatt,  vilket  fr@ngér
angivelsernaiisoleringskitets handbok:

a. Innan férsta anvéndningen resuspendera de frystorkade bérar-RNA

av isoleringskitet i 310 ul AE eller AVE buffert (eluerings buffert,
slutkoncentration 1 ug/ul, anvand ingen lyseringsbuffert) och
portionera denna bdrar-RNA-l6sning till det passande antalet
alikvoter du behéver, och lagra dem i -20°C. Undvik upprepad tining
(> 2 x) av en barar-RNA-alikvot.

b. Innan varje isolering pdbdrias maste en férskt blandning av
lyseringsbuffert och barar-RNA (om nédvéndigt dven Internkontroll,

se 8.2 Internkontroll) tillredas enligt féljande pipetteringsschema.

Antal prover 1 12
Lyseringsbuffert AC 800 ul 9.600 ul
Barar-RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Total volym 805,6 ul 9.667,2 ul
Volym per extraktion 800 ul vardera 800 ul

c. Tillsatt den farskt tillredda lyseringsbufferten direkt till isoleringen.
Férvaring av blandningen &r inte méjlig.
*  Genom anvandning av QlAamp UliraSens Virus Kits kan provet

ytterligare koncentreras. Om provmaterialet inte &@r serum eller plasma,

ska minst 50 % (v/v) negativ humanplasma tillséttas till provet.

* Om isoleringar med etanolhaltiga tvéttbuffertar anvénds, ska innan
eluering ytterligare ett centrifugeringssteg utféras (tre minuter, 13.000
rpm) s& att eventuella etanolrester avlédgsnas. Detta férhindrar eventuella
PCR-inhiberingar.

e artus VZV TM PCR Kit &r inte lampligt for isoleringsférfarande baserade

péfenol.
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Viktig hénvisning vid anvéndning av EZ1 DSP Virus Kit:

» Tillsatsen av b&rar-RNA ér till f6r isoleringens effektivitet och dérmed av
avgdérande betydelse fér utvinningen av DNA-/RNA. Tillsatt darfar till varje
isolering den angivna mangden bdrar-RNA och félj instruktionerna i EZ1

DSP Virus Kit Handbook.

Viktigt: Internkontrollen fér artus VZV TM PCR Kit kan tillséttas direkt i

isoleringen (se 8.2 Internkontroll).

8.2 Internkontroll

En Internkontroll (VZV TM IC) medfélier. Med Internkontrollen kan dukontrollera
béde isoleringen av DNA och en eventuell inhibering av PCR(se Fig. 1). Vid
anvandning av EZ1 DSP Virus Kit skall Internkontrollen tillséttas enligt
instuktionerna i EZ1 DSP Virus Kit Handbook. Vid anvéndning av QlAamp
UltraSens Virus Kit eller QIAamp DNA Mini Kit tillsétter du Internkontrollen fill
isoleringen i ett férhéllande p& 0,1 ul per 1 ul elueringsvolym. Om du fill
exempel anvénder QIAmp DNA Mini Kit och eluerarDNA i 200 ul AE-buffert, sé
anvénder du 20 ul av Internkontrollen. Om du

t. ex. eluerar i 100 ul, s& anvénder du motsvarande 10 ul. Méngden anvéand
Internkontroll beror enbart p& elueringsvolymen. Internkontroll och bé&rar-RNA

(se 8.1 DNA-isolering) fér endast tillséttas till

* blandning av lyseringsbuffert och provmaterial eller

« direkt till lyseringsbufferten.

Internkontroll f&r inte tillséttas direkt till provmaterialet. Beaokta ott vid
tillsattning till lyseringsbufferten blandningen av Internkontroll, lyseringsbuffert
och béarar-RNA d& maste vara farskt tillredd och anvéndas direkt (férvaras
blandningen i rumstemperatur eller i kylsk&dp kan detta redan efter négra
timmar leda till bortfall av Internkontrollen, och till en minskning av
isoleringsefficienten). Pipettera inte Internkontroll och béarar-RNA direkt Hill

provmaterialet.
|
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Alternativt kan Internkontroll anvéndas endast fér kontroll av en eventuell
PCR-inhibering (se Fig. 2). | s& fall tillsatter du 2 ul Internkontroll per reaktion
direkt till 30 ul VZV TM Master. Anvénd fér varie PCR-reaktion 30 ul av den sé&

tillverkade Master Mixen och fillsatt 20 ul av det isolerade provet. Om du
férbereder en kérning for flera prover, dkar du méngden VZV TM Master och

Internkontroll motsvarande antalet prover (se 8.4 Férberedelse av PCR).

8.3 Kvantifiering

De medfdlijande Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4) behandlas
pd samma satt som ett redan isolerat prov och anvénds i samma volym
(20 ul). Ta fram en standardkurva p& ABI PRISM Sequence Detection

System genom att anvanda samtliga fyra medféljande
Kvantifieringsstandarder, definiera dem som standarder och skriv in den
angivna koncentrationen (se 8.5 Programmering av ABI PRISM SDS). Import

av standarkurvor frédn tidigare kérningar é&r inte mdjligt med programvaran

ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT SDS.

Obs!: Kvantifieringsstandarderna anges som kopior/ul. Vid omréakning av de
vdrden som framtagits med hjalp av standardkurvan i kopior/ml

provmaterial anvénds féljande formel:

resultat (kopior/ul) x elueringsvolymen (ul)

Resultat (kopior/ml) =
provvolymen (ml)

Tank p& att den ursprungliga provvolymen skall anvéndas i den ovanstéende
formeln. Detta &r aott beakta nér provvolymen fér nukleinsyreisoleringen
dndrats (t. ex. minskning genom centrifugering eller 8kning genom péfylinad

for att

n& den volym som krdvs fér isolering).

" Volymékningen till fsljd av tillsats av Internkontroll ignoreras vid beredning av PCR-

reaktionen. Sensitiviteten hos detektionssystemet péverkas inte.
|
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Viktigt: Rikilinjer for att underlétta tolkning av kvantitativa resultat fér artus-

systemen

pd ABI

PRISM

7000

SDS

www.giagen.com/Products/BylabFocus/MDX/ (Technical
quantitation on the ABI PRISM 7000 SDS).

8.4 Forberedelse av PCR

o

finns p&

Note for

Forbered erforderligt antal reaktionsrér eller en 96-brunnars reaktionsplatta fér

de planerade reaktionerna. | efterféljande tabell anges de material som

rekommenderas:

Féist. —
Artikel Bendmning Tillverkare ast, Kompressions
96-brunnars 96-Well '
opfisk Optical 4306737 B,Appt'ed nej
reaktionsplatta | Reaction Plate losystems
Optisk Optical .
sjdlvhéftande Adhesive 4311971 'APIO ied »
i Biosystems
folie Covers
Optiska ABI PRISM .
reaktions- Optical Tubes, 4316567 .Apphed ia
behéllare 8 Tubes/Strip Biosystems
Optiska . ° '
reaktions- le:roAmp N8010933 .Applled ia
o Optical Tubes Biosystems
behéllare
_ ABI PRISM '
Optiska lock Optical 4323032 .Applled o
(platta) Caps, 8 Biosystems

Obs!: Anvandningen av reaktionsrér fér optiska métningar med véalvda lock ér
endast tillatet fér ABI PRISM 7700 SDS-instrumentet och kréaver en justering av
exponeringstiden (se 8.5.2 Programmering av ABI PRISM 7700 SDS,

8.5.2.5 Viktiga extrainstéllningar).

Vid anvandning av en tvadelad féastram maste reaktionsrér 6ppnas nér de sétts in och tas

ut. Fér att undvika kontaminationer hérvid ska endast den undre delen av fastramen

anvédndas.
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Observera att vid beredning av PCR, minst en Kvantifieringsstandard samt
minst en negativ kontroll (Water, PCR grade) ska medtas vid varje PCR-
kérning. Fér framtagning av en standardkurva ska fé6r varje PCR-kérning
samtliga medféljande Kvantifieringsstandarder (VZV LC/TM QS 1 - 4)
anvéndas. Innan testet pdbdrias ska alla reagenser tinas fullstdndigt i
rumstemperatur och blandas val (pipetteras upp och ned flera génger eller
vortexas en kort stund) och dérefter kort centrifugeras.

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

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

. VZV TM Master 304l 360 4l

1. Beredning av
Mocior VZV TMIC oul Oul
aster Mix Total volym 30 ul 360
‘ Master Mix 30 ul vardera 30 ul
2. Beredning av _ 20 ul vardera 20 ul
PCR-reaktion Total volym 50 ul vardera 50 ul

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

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

. VZV TM Master 30 ul 360 ul
1. Beredning av
M M VZV TMIC 2 l 24 ul
1. M ¥ "
asteriv Total volym 32 ul 384 ul
: Master Mix 30 ul vardera 30 ul’
2 TRl Prov 20 ul vardera 20 ul
FCR-reakdion Total volym 50 yl vardera 50 ul

Den volymdkning som uppstér vid tillsats av Internkontroll ignoreras vid beredning av

PCR-reaktionen. Detektionssystemets sensitivitet p&verkas inte.
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Pipettera i varje reaktionrér eller i varje férdjupning p& 96-brunnars
reaktionsplattan 30 ul av Master Mix. Tillsatt dérefter 20 ul eluat frdn DNA-
isoleringen. Se till att b&dda 16sningarna blandas val genom att pipettera upp
och ned flera génger. Férslut reaktionsréren med tillhérande lock resp. vid
anvéndning av en 96-brunnars reaktionsplatta med optiska sjalvhaftande folier
(Optical Adhesive Covers). Samla den beredda reaktionsvolymen till botten av
ror eller plattor genom att centrifugera reaktionsréren (i et férvaringsrack
avsett fér PCR-rér) resp. 96-brunnars reaktionsplattan i en centrifug med
mikrotiterplattrotor i 30 sekunder vid 1.780 x g (4.000 rpm). Om du inte har
tillgéng till en s&dan centrifug ska du vid beredning av PCR-reaktionerna se till
att pipettera s&val Master Mix som provvolymerna pd botten av reaktionsrér

eller reaktionsenheter (well). Lagra reaktionsberedningarna i +4°C tills

ABI PRISM SDS-instrumentet ar programmerat (se 8.5 Programmering av
ABI PRISM SDS) och éverfér sedan dessa till instrumentet.

Obsl:
* Vid anvandning av optiska reaktionsrér i kombination med optiska lock
ska en fastram sattas in (?6-Well Tray/Retainer Set) i instrumentet (ABI
PRISM 7000 SDS, 7700 SDS och 7900HT SDS). Vid anvéndning av en

tvddelad fastram méste reaktionsbehéllarna éppnas nér de sétts in
och tas ut. Fér att undvika kontamination ska endast den undre delen av

fastramen anvéndas.
* Vid anvandning av 96-brunnars optiska reaktionsplattor i kombination med

optisk sja@lvhaftande folie krévs en kompressionsdyna (Optical Cover

Compression Pads).
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Tillsats av Internkontroll till isolering

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

*

Vid varje pipetteringssteg &r det mycket viktigt att se till att de
I8sningar som ska anvdndas &r helt upptinade, vél blandade
och centrifugerade en kortstund.
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Tillsats av Internkontroll till artus Master

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

*

Vid varje pipetteringssteg ér det mycket viktigt att se till att de
I6sningar som ska anvéndas ér helt upptinade, val blandade
och centrifugerade en kortstund.
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8.5 Programmering av ABI PRISM SDS

Programvaran ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT Sequence Detection
Systems (SDS) kréver ytterligare information innan PCR-kérningen startas.
Tillvégagéngssattet vid programmeringen av instrumenten skiljer sig &t, och

behandlas darfér i olika kapitel.

8.5.1 Programmering av ABI PRISM 7000 SDS

Fér detektion av VZV-DNA programmerar du en profil p& ABI PRISM 7000
SDS enligt féljande sex arbetssteg (8.5.1.1 - 8.5.1.6). Alla uppgifter héanfér sig
till ABI PRISM 7000 SDS Software Version 1.0.1. Ytterligare information om
programmering av ABI PRISM 7000 SDS finns i ABI PRISM 7000 SDS User

Guide. For att f& en battre dversikt ar de instéllningar som ska géras

markerade med en svart ram i figurerna.

8.5.1.1 Forinstdllningar vid framtagning av en ny PCR-kérning

Valj i ABI PRISM 7000 SDS under File menypunkten New och gér fdljande
grundinstéliningar f6r det nya dokumentet (se Fig. 3). En tidigare sparad mall
(SDS Template [*.sdt]) finns till férfogande i Template-listan eller genom att

vélja med Browse-funktionen (se 8.5.1.5 Spara PCR-kérningen). Bekréfta

uppgifterna (OK).

New Document

Assay ! |Absolute Quantitation

Container: |gg-well Clear 1

Template : IBlank Document

Browse ... |
concel_|

Fig. 3: Farinstéllningar vid framtagning av en ny PCR-kérning (New Document).
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8.5.1.2 Framtagning/val av detektorer

Med hjélp av undermenyn Detector Manager under Tools filldelar du
dokumentet motsvarande detektorfluoroforer. Fér detektion av VZV-DNA samt

Internkontroll med hjalp av artus VZV TM PCR Kit ska de Reporter/Quencher

som anges i féljande tabell definieras:

Detektion Reporter Quencher
VZV-DNA FAM TAMRA
Internkontroll (VZV TMIC) VIC none

For framtagning av de hér detektorerna véljer du i Detector Manager nere fill

vénster alternativet File och darefter alternativet New.

Neme: [otusvzy Narme: [ortus V2VIC
Description: Ianus VZVTMPCRKit Description; Ianusvzv TM PCRKit
1 Reporter Dye: [FAM ~l Reporter Dye; [vIC | 1
Quencher Dye; [TAMRA ~| Quencher Dye: |(hone) |
Color: - Color: L;l
Notes: - Notes:
2 2
Create Ancther cancel | Create Another Cancel
Fig. 4: Framtagning  av  VZV-specifik Fig. 5: Framtagning av IC-specifik
detektor (Detector Manager). detektor (Detector Manager).

| det fénster som nu visas definierar du (motsvarande Fig. 4 och Fig. 5) for
detektion av VZV-DNA Reporter/Quencher-kombinationen FAM/TAMRA, fér
detektion av Internkontroll vélier du kombinationen VIC/none. Genom att
bekrafta uppgifterna (OK) kommer du tillbaka till Detector Manager.
Markera de framtagna detektorerna och fér &ver varje val till Well Inspector
(se Fig. 6) genom att klicka pé& alternativet Add to Plate Document. Sténg

fénstret (Done).
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Detector Manager | ] l‘

—Detector List

o NN

Detector Name Description Reporter | Quencher |Color Last Modified
artus VZV artus VZV TM PCR Kit FAM TAMRA
artus VZV IC artus VIV TM PCR Kit VIC {none)
= 1
<]
File + | I Add To Plate Document ! 2

Fig. 6: Val av detektorer (Detector Manager).

8.5.1.3 Tilldelning av nédvédndig information till plattpositioner

Oppnar du nu under View alternativet Well Inspector, s& hittar du detektorerna

som du valde under 8.5.1.2 (se Fig. 7).

Well Inspector ) f’

Well(s): Al

Sample Name: IQS1

| Use | Detector | Reporter | Quencher | Task | Quantity | Color

¥ lartus VZV FAM TAMRA m 1ed

Unknown . 1
Standard

« >

[~ OmitWell

Passive
vdd Detector] Remove ROX v 2

Fig. 7: Tilldelning av nédvéndig information till plattpositionerna (Well Inspector).

Markera de reserverade plattpositionerna fér detektionen av VZV-DNA.
Tilldela dessa positioner de valda detektorerna genom att aktivera Use-
alternativet, genom att klicka pé& det, f6r b&da detektorerna. En liten hake
visas. Fér bendmning av de olika reaktionsberedningarna vélier du

motsvarande position p& plattan och anger namnet under Sample Name.
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Tank pd& oft beredningar med identisk Sample Name och identisk

detektortilldelning identifieras som replikat av programvaran och ett

genomsnittsvérde p& kvantifierade patogenbelastning berdknas. Valj fér varje

provtyp motsvarande funktion (Task) enligt féljande tabell:

. Funktion Konenfrc.ﬁon R Quencher
Prov Unknown - FAM TAMRA
Negativ kontroll NTC - FAM TAMRA
Standard Standard se 1. Innehdll FAM TAMRA

Fér framtagning av en standardkurva ska fér varje PCR-kérning samtliga
medféljonde Kvantifieringsstandarder (VZV LC/TM QS 1 - 4) anvdndas och
tillhérande koncentrationer (se 1. Innehédll) ska anges fér varje enskild
standard (Quantity). Téank p& att ROX mdste vara instdlld som passiv referens
(Passive Reference) fér en PCR-kérning med artus VZV TM PCR Kit. En j@mn
féordelning av ROX-fluoroforer p& alla PCR-beredningar i ett parti genom
blandning av VZV TM Master sakerstdller igenkénning och att tube-to-tube-
variationer (skillnader i fluorescens mellan olika PCR-beredningar) avréknas

genom Sequence Detection Software (normalisering).

8.5.1.4 Framtagning av temperaturprofilen

Fér att ange temperaturprofilen véxlar du i programvaran frdn Setup-planet till
Instrument-planet. Ange motsvarande Fig. 8 den giltiga temperaturprofilen fér
detektion av VZV-DNA. Om du vill ta bort de sparade 50°C-stegen i
forinstallningarna markerar du dessa med hjélp av vénster musknapp med
samtidigt nedtryckt Shift-knapp och radera sedan med hjélp av Backspace-
knappen. Kontrollera att reaktionsvolymen é&r instélld p& 50 ul. Alternativet
9600 Emulation ska vara aktiverat och férinstéliningarna fér Auto Increment

vara oféréndrade (Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).
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— Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile IAuto Increment
Stage 1 Stage 2
Reps:[i | Reps:g] ]
B50_ pso |
0:00 P30 | 1
550
1:00
AddCycle | AddHaldl | | AddStep | |Pample Volume 5o (ul) 2
I~ Dissociation Protocol &0.0 &
|/~ 9600 Emulation | 3

Fig. 8: Framtagning av temperaturprofilen.

8.5.1.5 Spara PCR-kérningen

Har kan du spara de angivna instéliningarna (Setup) som mall, fér att kunna
anvénda dem senare i féréndrad eller oféréndrad form. Genom att
spara installningarna som SDS Template (*.sdt) i mappen Template Directory
(Local Disk [C:]\Program Files\ABI PRISM 7000 SDS\Templates, férinstalld av
Applied Biosystems), kan denna fil véljas direkt fradn Template Drop-down-
listan i New Document-fénstret. Mallar som sparats i andra mappar mdaste
dppnas via Browse. Innan du startar PCR-kérningen maste du spara den pé
nytt som SDS Document (*.sds). Darmed sdkerstéller du att dven de data som

tillkommer under loppet av PCR-kérningen sparas.

8.5.1.6 Starta PCR-kérningen

Starta PCR-kérningen genom att valja alternativet Start under menypunkten

Instrument eller faltet Start pé Instrument-planet.
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8.5.2 Programmering av ABI PRISM 7700 SDS

Fér detektion av VZV-DNA programmerar du en profil p& ABI PRISM 7700
SDS enligt féljande sju arbetssteg (8.5.2.1 - 8.5.2.7). Alla uppgifter hanfér sig
till ABI PRISM 7700 SDS Software Version 1.9.1. Ytterligare information om
programmering av ABI PRISM 7700 SDS finns i ABI PRISM 7700 SDS

User’s Manual. Fér att f& en battre dversikt ar de instéliningar som ska géras

markerade med en svart ram i figurerna.

8.5.2.1 Forinstdllningar vid framtagning av en ny PCR-kérning

valj i ABI PRISM 7700 SDS under File menypunkten New Plate och gér
féljonde grundinstéliningar fér det nya dokumentet (se Fig. 9). Bekréfta

uppgifterna (OK).

New Plate
Plate Type: [ Single Reporter =]
—Data Acquisition 1

Plate Format: [ Standard Plate 4]

Run: [ Real Time =]

L« )2

Fig. 9: Forinstéllningar vid framtagning av en ny PCR-kérning (New Plate).

8.5.2.2 Val av fluoroforer och tilldelning av provtyp

Med hjélp av Sample Type Setup (Setup-planet: Sample Type/Sample Type
Setup) tilldelar du dokumentet motsvarande detektorfluoroforer och provtyp.
Foér detektion av VZV-DNA samt Internkontroll med hjélp av artus VZV TM

PCR Kit ska de Reporter/Quencher som anges i féljande tabell definieras:
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Detektion Reporter Quencher
VZV-DNA FAM TAMRA
Internkontroll (VZV TMIC) VIC TAMRA

Foér matning av VZV-DNA med hjalp av artus VZV TM PCR Kit véljer du enligt
tabellen fér Reporter-fargaémne FAM. Detta galler fér bade standarder
(STND), prover (UNKN) och negativa kontroller (UNKN). Fér matning av
Internkontrollen (IPC+) definierar du VIC som Reporter. Stéll in TAMRA som
Quencher. Tilldelningen av fluoroforer och provtyper i fénstret Sample Type

Setup visas i Fig. 10.

Sample Type Setup

Acronym HName Color Reporter

Standard | [ Fam

l

[unkn | [Unknown |

|UNKN I |No Template Control “ |[FEM i]

[IPc+ | [internal Positive | [ [ vic = | 1
Reference VM Quencher
ROX —2

]' Remove ]

l
I‘“J

Fig. 10: Val av fluoroforer och tilldelning av provtyp (Sample Type Setup).

Tilldelning av provtyp till en motsvarande funktion (Acronym) sker enligt

féljandetabell:

Funktion Koncentration
Prov UNKN - FAM TAMRA
Negativ kontroll UNKN - FAM TAMRA
Standard STND se 1. Innehall FAM TAMRA
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8.5.2.3 Tilldelning av nédvéndig information till plattpositioner

Nar du tilldelar detektorer och provtyper till enskilda plattpositioner véljer du
motsvarande félt. Oppna sedan dialogrutan Dye Layer p& Setup-planet och
tilldela ldmplig Reporter. Aktiverar du nu popup-menyn Sample Type, s hittar
du i listan som visas de provityper som tilldelats Reporter i Sample Type Setup
(se Fig. 11). Valj ut passande provtyp (se tabell under 8.5.2.2) och bestém
med hjdlp av Dye Layers och menyn Sample Type tilldelningen till de &vriga
plattpositionerna. | féltet Sample Name kan varje prov tilldelas ett namn. Fér
falt som &r definierade som Replicate (angivandet av referensprovets namn i
kolumnen Replicate) blir ett genomsnittsvérde p& den kvantifierade

patogenbelastningen och dess standardavvikelse berdknad av programvaran.

[Sample Type: |® STHD - Standard
UHEMN - Unknown
UNEMN - Mo Template Control i
Sample Type Setup...

Sample Type: I STHD - Standard : I

mple Name : [0S 1

Famp le Name :

Replicate :
Quantity : Mot In Use

o T 2

Replicate: |

Quantity : [1 Oe+04

Fig. 11/12: Tilldelning av nédvéndig information till plattpositionerna.

For framtagning av en standardkurva ska fér varje PCR-kérning samtliga
medféljande Kvantifieringsstandarder (VZV LC/TM QS 1 - 4) anvandas och
tillhérande koncentrationer (se 1. Innehdll) ska anges fér varje enskild
standard (Quantity, se Fig. 12). Detta ér dock endast méjligt om positionerna

med standard férst har definierats som sddana med hjdlp av menyn Sample

Type.
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8.5.2.4 Framtagning av temperaturprofilen

Om du vill ange temperaturprofil vaxlar du till Thermal Cycler Conditions-
menyn p& Setup-ytan. Ange motsvarande Fig. 13 den giltiga
temperaturprofilen  fér  detektion av = VZV-DNA. Kontrollera  att
reaktionsvolymen &r installd p& 50 ul. Férinstéllningarna av Ramp-tider och

Auto Increment férblir oférédndrade (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C,

0.0 Seconds).

Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat

[«[»]
#5803 | Auto Increment Sample Yolume I Show Data Collection '
i Mo [ a0 | 50w i 2

[ S 6
W5t Rann Y | {15 Seconds

suit Ting f i
= 3

Fig. 13: Framtagning av temperaturprofilen.

Vidare finns i Thermal Cycler Conditions-menyn alternativet Show Data
Collection. Om du véljer det har alternativet kommer du till fénstret som visas i
Fig. 14. Varje Ramp- och Plateau-temperatur &r férsedd med en symbol fér
datainsamling (Data Collection Icon), som visar insamlingen av data fér den
aktuella tidpunkten under kérningen. Ta bort alla symboler fram fill tidpunkten
fér Annealing- Extension -steget (Stage2/Step2) genom att klicka p& dem, fér
att slippa onddiga fluorescensmatningar. Genom detta hélls kérningstiden och

datamd&ngden sé liten som majligt.
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Thermal Cycler Conditions
Stagel Stage2
Repest
<[]
Ak Laieis Auto Increment  Sample Yolume Sl and ety I
s T [ 50w
‘o::"‘_, ?\'.!5‘:'353 ‘s'g'ig;;b £ I L0 Seconds
e T | o

Fig. 14: Datainsamling (Data Collection).

8.5.2.5 Viktiga extrainstéallningar

Fér installning av exponeringstiden (exitation av fluoroforer) samt fér val av
Pure Spectra/Background-filer véxlar du frdn Setup-planet till Analysis-planet.
Valj den nu aktiverade underpunkten Advanced Options, som finns i menyn
Instrument under Diagnostics. Utfér instéllningarna enligt Fig. 15. Genom att
inaktivera valfunktionen Spectra Components (Analysis) anvands vid en ny
utvardering av analyserade kérningar automatiskt de kalibreringsdata som vid
tidpunkten fér datagenerering finns i mappen Spectra Components. Fér en
analys av gamla kérningar med hjélp av nya inlésta Spectra Components
aktiverar du de b&da falten. Ténk p& ot ROX maéste vara instélld som passiv
referens (Reference) fér en PCR-kérning med artus VZV TM PCR Kit. En
j@dmn férdelning av ROX-fluoroforer pé& alla PCR-beredningar i ett parti genom
blandning av VZV TM Master sakerstaller igenkdnning och att tube-to-tube-
variationer (skillnader i fluorescens mellan olika PCR-beredningar) avréknas

genom Sequence Detection Software (normalisering).
|
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Obsl: Exponeringstiden (Exposure Time) vid anvéndning av 96-brunnars
reaktionplattor fér optiska méatningar tillsammans med optisk sjélvhaftande
folie (Optical Adhesive Covers) eller optiska reaktionsrér med platt lock
uppgér till tio millisekunder. Om du anvénder optiska reaktionsrér med

véilvda lock, ska du stélla om tidsangivelsen till 25 millisekunder.

Advanced Options

—Yiewer

E isplay mse in Multicomponent Yiew

Iz isplay best fit in Raw Spectra View

—Analysis: Spectra Components

D se background in "Spectra Components” folder

se pure spectra in "Spectra Components” folder

——Miscellaneous

(Vfset 7700 Exposure Time for Plates :| 4

Vlse Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint
eference ROX > 5

(cancer J [[L_ox_JJH-6

| ———

Fig. 15: Viktiga extrainstéliningar (Advanced Options).

8.5.2.6 Spara PCR-kérningen

Hér kan du spara de angivna instéliningarna (Setup) som mall, fér att kunna
anvénda dem senare i férandrad eller oféréndrad form. Spara den hér filen i
Stationary File Format. Innan du startar den aktuella programmerade PCR-
kédrningen méste du spara den pd nytt i Normal File Format. Dé&rmed
stkerstaller du att @ven de data som tillkommer under loppet av PCR-

kérningen sparas.

28 artus VZV TM PCR Kit ~ 03/2015






8.5.2.7 Starta PCR-kérningen

Starta PCR-kérningen genom att vélja alternativet Run under menypunkten

Instrument eller féaltet Run p& Analysis-planet.

8.5.3 Programmering av ABI PRISM 7900HT SDS

For detektion av VZV-DNA programmerar du en profil p& ABI PRISM 7900HT
SDS enligt féljande sex arbetssteg (8.5.3.1 - 8.5.3.6). Alla uppgifter hénfér sig
till ABI PRISM 7900HT SDS Software Version 2.1. Ytterligare information om
programmering av ABI PRISM 7900HT SDS finns i ABI PRISM 7900HT

SDS User Guide. Fér aft f& en béattre dversikt ér de instdllningar som ska
géras markerade med en svart ram i figurerna.

8.5.3.1 Forinstdllningar vid framtagning av en ny PCR-kérning
Valj i ABI PRISM 7900HT SDS under File menypunkten New och gér féljande
grundinstéliningar fér det nya dokumentet (se Fig. 16). En tidigare sparad

mall (ABI PRISM SDS Template Document [*.sdt]) finns till férfogande i

Template-listan eller genom val med Browse-funktionen (se

8.5.3.5 Spara PCR-kdrningen). Bekréfta uppgifterna (OK).

Obs!: artus VZV TM PCR Kit kan inte anvéndas tillsommans med plattformat
384 t6r ABI PRISM 7900HT SDS.

New Document =3

Assay: IAbsqute Quantification (Standard Curve)

=
Cortsiner: |96 Wells Clear Plate =1
=

Template: IBIankTempIate

Browse... |

Barcode: I

—q-l Cancel I

Fig. 16: Forinstallningar vid framtagning av en ny PCR-kérning (New Document).
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8.5.3.2 Framtagning/val av detektorer

Med hjélp av undermenyn Detector Manager under Tools (alternativ: valj
Setup-planet/Add Detector-funktion) tilldelar du dokumentet motsvarande
detektorfluoroforer. Fér detektion av VZV-DNA samt Internkontroll med hijélp
av artus VZV TM PCR Kit ska de Reporter/Quencher som anges i féljande

tabell definieras:

Detektion Reporter Quencher
VZV-DNA FAM TAMRA
Internkontroll (VZV TMIC) VIC Non Fluorescent

For framtagning av de hér detektorerna véljer du i Detector Manager nere Hill

vénster alternativet New.

Add Detector E2 Add Detector [ %]
e
| Name: | artus VZv Natne: | artus V2V IC
iption: | artus VZV Tht PCR Kit Descrigtior: | artus V2V Th PCR Kit

11— 1

Reporter: lFAM VI Reporter: IVIC 'I
Quencher: |TAMRA v| Quencher: |Non Fluorescent VI
Color: - Color: I
Notes: Notes:

2 =2
I e _owea |

Fig. 17: Framtagning av  VZV-specifik Fig. 18: Framtagning  av  IC-specifik
detektor (Detector Manager). detektor (Detector Manager).
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| det fédnster som nu visas definierar du (enligt Fig. 17 och Fig. 18) foér
detektion av VZV-DNA Reporter/Quencher-kombinationen FAM/TAMRA, for
detektion av Internkontroll véljer du kombinationen VIC/Non Fluorescent.
Genom att bekrafta uppgifterna (OK) kommer du tillbaka till Detector
Manager. Markera de framtagna detektorerna och fér dver varje val till Setup-
planet (se Fig. 19) genom att klicka pé& alternativet Copy to Plate Document.

Sténg fénstret (Done).

Detector Manager E3
Firud: l :] ;]
Mame I Reporter l Cuencher l Culc-rl Madification Dete I 1
artus W Iy F & TAMRA, Il -
arus VIV IC WIC Mon Fluorescert
‘ T
Iy .. ] Jpen | Save As.. I Import... | Expart... I I Copy Ta Plate Docurment [— 2

Fig. 19: Val av detektorer (Detector Manager).

8.5.3.3 Tilldelning av nédvéandig information till plattpositioner

Nd&r du stdngt Detector Manager (Done) hittar du de detektorer som du valt

under 8.5.3.2 i tabellform p& Setup-planet (Well Inspector) (se Fig. 20).

Setup | nstrument |

Weli(sT: A l’

Sample Mame: IIZI a1

Llze | Detectar Fepotter I Tazk | Ciuantity | Colar |L
1

[ artus WIY F Standard =l 14| I
[= artuzs VIV IC WIC Lnknown a

MTC

Add Detector.. | g l st Matager

IPassive Reference: IROK e I 2

[ Dmit vellis)

Fig. 20: Tilldelning av nddvéndig information till plattpositionerna.
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Markera de reserverade plattpositionerna fér detektionen av  VZV-DNA.
Tilldela dessa positioner de valda detektorerna genom att aktivera Use-
alternativet f6r b&da detektorerna. Ett kryss visas. Fér benémning av de olika
reaktionsberedningarna valjer du motsvarande position pd plattan och anger
namnet under Sample Name. Tdnk p& att beredningar med identiska Sample
Name och identisk detektortilldelning identifieras som replikat av
programvaran och ett genomsnittsvirde pd& den kvantifierade
patogenbelastning berdknas. Vaél| fér varje provtyp motsvarande funktion

(Task) enligt féljande tabell:

Provlyp Funktion Konentrq.ﬁon Reporter Quencher
Prov Unknown - FAM TAMRA
Negativ kontroll NTC - FAM TAMRA
Standard Standard se 1. Innehdll FAM TAMRA

Fér framtagning av en standardkurva ska fér varje PCR-kérning samtliga
medféljonde Kvantifieringsstandarder (VZV LC/TM QS 1 - 4) anvéndas och de
tillhérande koncentrationerna (se 1. Innehéll) ska anges fér varje enskild
standard i faltet (Quantity). Ténk p& att ROX méste vara instdlld som passiv
referens (Passive Reference) fér en PCR-kérning med artus VZV TM PCR Kit. En
j@mn férdelning av ROX-fluoroforer pd alla PCR-beredningar i ett parti
genom blandning av VZV TM Master sékerstaller igenkénning och att tube-to-
tube-variationer (skillnader i fluorescens mellan olika PCR-beredningar)

avréknas genom Sequence Detection Software (normalisering).

8.5.3.4 Framtagning av temperaturprofilen

For att ange temperaturprofilen véxlar du i programvaran frdn Setup-planet till
Instrument-planet. Ange motsvarande Fig. 21 den giltiga temperaturprofilen
for detektion av VZV-DNA. Kontrollera att reaktionsvolymen ar installd pé
50 ul. Alternativet 9600 Emulation ska vara aktiverat, férinstéllningarna fér
Ramp-tid och Auto Increment vara oférédndrade (Ramp Time: 0:00, Auto

Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).
|
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Fig. 21: Framtagning av temperaturprofilen.

Vidare finns p& Instrument-planet alternativet Data Collection. Om du véljer
det har alternativet kommer du till fénstret som visas i Fig. 22. Varje Ramp-
och Plateau-temperatur ér férsedd med en symbol fér datainsamling (Data
Collection Icon), som visar insamlingen av data fér den aktuella tidpunkten
under kérningen. Ta bort alla symboler genom att klicka p& dem, fram
till tidpunkten fér Annealing-Extension-steget (Stage2/Step2), fér att slippa
onddiga fluorescensmétningar och déarigenom goéra kérningstiden och

dataméngden sé liten som maijligt.
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Setup  Instrument I

~Thermal Cycler Protocol
Thermal Profile | Auto Increment | Ramp Rate _Data Callection l
Stage 1 Stage 2
Repeats E
95.0 950

55.0
O

LddCyele ol Hold Add Bten | Delete Step | Sample Volume (pL):

Add Dissaciation Stage =
[V 9500 Emulation

Fig. 22: Datainsamling (Data Collection).

8.5.3.5 Spara PCR-kérningen

Hér kan du spara de angivna instéllningarna (Setup) som mall, fér att kunna

anvénda dem senare i féradndrad eller oféréndrad form. Genom att spara
Template-filen som ABI PRISM SDS Template Document (*.sdt) i mappen
Template Directory  ([D:]\Program Files\Applied Biosystems\SDS 2.1\

Templates, férinstdlld av Applied Biosystems), kan denna fil véaljas direkt frén
Template-listan i New Document-fénstret. Mallar som sparats i andra mappar

mdste dppnas via Browse. Innan du startar PCR-kérningen méste du spara
den pé nytt som ABI PRISM SDS Document (*.sds). D&rmed sékerstaller du

att dven de data som tillkommer under loppet av PCR-kérningen sparas.

8.5.3.6 Starta PCR-kérningen

Starta PCR-kérningen genom att vélja alternativet Start under menypunkten

Instrument.
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9. Tolkning av resultat

En féreliggande giltig kalibrering av férgerna (Pure Spectra Component File)
och bakgrunden (Background Component File) krévs ovillkorligen innan
instrumentet tas i drift. Féljande kalibreringsfilerna dr nddvéandiga fér en exakt

berékning av resultaten:

Samiliga instrumentrelaterade stdrsignaler som pd&verkar  mdtningen
elimineras av Sequence Detection Software frédn ABI PRISM Sequence
Detection Systems med hjélp av Background Component Files.

Dartill upptrader vid flerfargs-analyser interferenser mellan emissionsspektran
av de enskilda fluorescensfargerna. Programvaran ABI PRISM SDS

kompenserar dessa interferenser genom en berdkning med de spektraldata

for de individuella férgerna som sparats i Pure Spectra Component File.
Tilldelningen av de fluorescensdata som samlats i det totala métbara spekirat
under PCR-férloppet till de programmerade detektorerna utfér mjukvaran éven
med hjalp av Pure Spectra Components. Dérefter delas férmedlade
fluorescensdata fér de enskilda fargerna fér att avrékna tube-to-tube-
variationer (fluorescensskillnader mellan olika PCR-beredningar) genom
signalen fér passiv referens (ROX). De pd& detta satt normaliserade signalerna

kan utvérderas med hjéalp av Amplification Plot.

De kalibreringsfiler som anvéands vid en utvérdering av en PCR-kérning
sparas automatiskt nér du sparar kérningen. Om inga kalibreringsfiler finns
installerade skapar du dessa filer enligt instruktionerna i ABI PRISM SDS
User Guide/Manual.

Om du har fler an ett artus TM PCR-system integrerat i din PCR-kérning
(beakta temperaturprofil), ska dessa testsystem analyseras separat. Prover

med identisk bendmning (Sample Name) och detektortilldelning identifieras
automatiskt som replikat av ABI PRISM 7000 SDS och 7900HT SDS Software

och ett genomsnittsvérde pd kvantifierad patogenbelastning

berdknas.
|
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Féljande resultat kan férekomma:

1. En FAM-fluorescenssignal detekteras.

Analysresultatet &r positivt. Provet innehéller VZV-DNA.

| detta fall &r detektion av en VIC-fluorescenssignal (Internkontroll) ovésentlig,
eftersom héga initiella  koncentrationer av  VZV-DNA (positives = FAM-
fluorescenssignal) kan leda till en reducerad eller utebliven fluorescenssignal for

Internkontrollen (konkurrens).

2. Ingen FAM-fluorescenssignal detekteras, utan endast en

VIC-fluorescenssignal (signal fér Internkontroll).

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

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

en PCR-inhibering.

3. Varken en FAM-fluorescenssignal eller en VIC-fluorescenssignal
detekteras.
Négot diagnosresultat kan inte erhéllas.

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

Exempel p& positiva och negativa PCR-reaktioner finns i figurerna 23/24
(ABI PRISM 7000 SDS), 25/26 (ABI PRISM 7700 SDS) och 27/28 (ABI PRISM
7900HT SDS).
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Fig. 23: Detektion av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4)
genom detektion av en FAM-fluorescenssignal (ABI PRISM
7000 SDS). NTC: non-template control (negativ
kontroll).
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Fig. 24: Detektion av Internkontrollen (IC) genom detektion av en VIC-
fluorescenssignal (ABI PRISM 7000 SDS) med samtidig
amplifiering av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM
QS 1 - 4). NTC: non-template control (negativ kontroll).
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Fig. 25: Detektion av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4)
genom detektion av en FAM-fluorescenssignal (ABI PRISM
7700 SDS). NTC: non-template control (negativ
kontroll).
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Fig. 26: Detektion av Internkontrollen (IC) genom detektion av en VIC-
fluorescenssignal (ABI PRISM 7700 SDS) med samtidig
amplifiering av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM
QS 1 - 4). NTC: non-template control (negativ kontroll).
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Fig. 27: Detektion av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM QS 1 - 4)
genom detektion av en FAM-fluorescenssignal (ABI PRISM
7900HT SDS). NTC: non-template control

(negativ kontroll).
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Fig. 28: Detektion av Internkontrollen (IC) genom detektion av en VIC-
fluorescenssignal (ABI PRISM 7900HT SDS) med samtidig
amplifiering av Kvantifieringsstandarderna (VZV LC/TM
QS 1 - 4). NTC: non-template control (negativ kontroll).
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10. Felsokning

Ingen FAM-fluorescenssignal f6r de positiva kontrollerna (VZVLC/TM QS 1
-4):
* Valet av detektorférgémen vid analysen av PCR-data motsvarar inte
angivelserna i protokollet.
© Valj 16r analysen av data detektorfargémnet FAM fér analytisk VZV-
PCR och detektorfadrgédmnet VIC fér PCR av Internkontrollen.
» Instéllningen under Options fér de data som ska utvarderas (Extension

Phase Data Extraction) stémmer inte dverens med instéllningarna fér Data

Collection (fér ABI PRISM 7700 SDS se 8.5.2.4 Framtagning av
temperaturprofilen, for ABI PRISM 7900 HTSDS se
8.5.3.4 Framtagning avtemperaturprofilen).
© Analysera PCR-kérningen med korrigerade instéllningar och upprepa
utvarderingen (Analysis).
*  Programmeringen av temperaturprofilen fér ABI PRISM Sequence
Detection Systems var felaktig.
© Jamfér  temperaturprofilen  med angivelserna i protokollet  (se
8.5 Programmering av ABI PRISM® SDS).
» Felaktig sammanstélining av PCR-reaktionen.

© Kontrollera arbetsstegen med hjélp av pipetteringsschemat (se

8.4 Férberedelser av PCR) och upprepa, om nédvéandigt, PCR.

» Foérvaringsanvisningarna fér en eller flera av kit-komponenterna har inte
folits enligt féreskrifterna i 2. Férvaring, eller hallbarhetsdatumet fér artus
VZV TM PCR Kit har |6pt ut.
© Kontrollera b&de férvaringsférutsatiningarna sé val som datumet for

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

nytt kit.

Svag eller utebliven signal fér Internkontrollen (VIC-fluorescenssignal) vid

samtidig frdnvaro av en FAM-fluorescenssignal fér specifik VZV- PCR:

* PCR-férhéllandena motsvarar inte protokollet.



© Kontrollera PCR-férhéllandena (se ovan) och upprepa, om nédvéndigt,
PCR med korrigerade instéllningar.
* PCR har inhiberats.
€ Kontrollera att du har anvént et reningsférfarande som
rekommenderas av oss (se 8.1 DNA-isolering) och var noga med att
foljatillverkarens anvisningar exakt.
© Forvissa dig om att hos DNA-isoleringen det rekommenderade extra
centrifugeringssteget for fullstéindigt avldgsnande av etanol-rester
genomfdrdesinnan elueringen (se 8.1 DNA-isolering).
* Det féorekommer DNA-férluster orsakade av reningsférfarandet.
© Har Internkontrollen tillsatts fér isolering kan en utebliven signal fér
Internkontrollen betyda att det féreligger DNA-férluster orsakade av
reningsférfarandet. Kontrollera att du har anvént ett reningsférfarande
som rekommenderas av oss (se 8.1 DNA-isolering) och var noga
med att félja tillverkarens anvisningar.
» Férvaringsanvisningarna fér en eller flera av kit-komponenterna har inte
folits enligt féreskrifterna i 2. Férvaring, eller héllbarhetsdatumet fér
artus VZV TM PCR Kit har [6pt ut.
€ Kontrollera b&de férvaringsférutséttningarna sé vél som datumet for

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

De negativa kontrollerna har en FAM-fluorescenssignal i analytisk PCR.
* En kontamination féreligger under PCR férberedelserna.
© Upprepa PCR med oanvéanda reagenser i replikat.
© Forslut de enskilda PCR-reaktionsréren om mdijligt direkt efter tillsats
av de undersékta proverna.
@ Pipettera alltid positiv kontrollen sist.
€ Forsdkra er om att arbetsplatser och apparater dekontamineras
regelbundet.
e En kontamination orsakad av isoleringen féreligger.
€ Upprepa isoleringen och PCRen av de undersdkta proverna med hjélp

av oanvénda reagenser.
|
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@ Forsékra er om att arbetsplatser och apparater dekontamineras

regelbundet.

Om du skulle ha ytterligare frégor eller om andra problem upptréder, ber vi dig

kontakta vértekniska service.

11. Specifikationer

11.1 Analytisk sensitivitet

Fér bestémning av den analytiska sensitiviteten hos artus VZV TM PCR Kit bereddes

en standard-spé&dningsserie frén 60 till nominellt 0,019 VZV-

kopieekvivalent /ul. Denna analyserades sedan med hjalp av artus VZV TM
PCR Kit med ABI PRISM 7000, 7700 och 7900HT Sequence Detection Systems.

Undersékningarna genomférdes fér varje instrument under tre olika dagar i

form av &ttafaldiga bestédmningar. Resultaten har tagits fram med hjélp
av en probit-analys. Den grafiska utvérderingen (ABI PRISM 7700 SDS)

framgér av Fig.29.

Detektionsgréns (p = 0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 0,4 kopior/ul
ABI PRISM 7700 SDS 0,6 kopior/ul
ABI PRISM 7900HT SDS 0,3 kopior/ul

Detta innebdr att vid 95 % konfidens 0,4 kopior/ul (ABI PRISM 7000 SDS),0,6
kopior/ul (ABI PRISM 7700 SDS) resp. 0,3 kopior/ul (ABI PRISM 7900HT SDS)

kan detekteras.

"Fér den standard som anvénds hér rér det sig om en klonad PCR-produkt, vars
koncentration har bestémts spekiral- och fluorescensfotometriskt.



Probit-analys: Varizella-zoster-virus (ABI PRISM 7700 SDS)
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Fig. 29: Analytisk sensitivitet fér artus VZV TM PCR Kit (ABI PRISM 7700

SDS).

11.2 Specificitet

Specificiteten fér artus VZV TM PCR Kit garanteras i férsta hand genom val av
primers och prober samt val av stringenta reaktionsférhéllanden. Primers och
prober kontrolleras med en sekvensjémférelse-analys med avseende pé&
eventuella homologier mot alla i genbanker publicerade sekvenser. P& s& sétt

kontrolleras éven att alla relevanta stammar detekteras.

Valideringen av specificiteten genomférdes @ven p& 30 olika VZV negativa
CSF (Cerebrospinalvétska) vilka inte genererade n&gon signal med de VZV

specifika primers och prober som finns i VZV TM Master.

Fér bestdémning av specificiteten av artus VZV TM PCR Kit underséktes den i
Tabell 1 angivna kontrollgruppen med avseende pd korsreaktivitet. Ingen av

de testade patogenerna var reaktiv.
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Tabell 1: Kitets specificitetstest med eventuella korsreaktiva patogener.

K I \7A% Internkontroll
ontrollgrupp FAM IC
Humant herpesvirus 1 (Herpes-simplex-virus 1) - +
Humant herpesvirus 2 (Herpes-simplex-virus 2) - +
Humant herpesvirus 4 (Epstein-Barr-virus) - +
Humant herpesvirus 5 (Cytomegalievirus) - +
Humant herpesvirus 6A - +
Humant herpesvirus 6B - +
Humant herpesvirus 7 - +
Humant herpesvirus 8

M . . - +
(Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus)

11.3 Precision

Precisionsdatan fér artus VZV TM PCR Kit tilldter framtagandet av
totalvariansen (total variabilitet) av testsystemet. Denna totalvarians bestér av
Intra-Assay-variabilitet (variabilitet mellan prover av samma koncentration
inom en undersdkningsomgdng), Inter-Assay-variabilitet (variabilitet av
analysresultat genererade p& olika instrument av samma typ av olika
anvéndare innom ett laboratorium) och Inter-Batch-variabilitet (variabilitet av
analysresultat vid anvéndandning av olika batcher). Dérvid beréknas
standardavvikelsen, variansen och variationskoefficienten, sé&val for det

patogen-specifika som f6r PCR av Internkontrollen.

Dessa data togs fram fér artus VZV TM PCR Kit med hjélp av
Kvantifieringsstandarden med den lagsta koncentrationen (QS 4; 10
kopior/ul). Undersdkningarna utférdes i form av é&ttafaldiga bestédmningar.
Utvarderingen av resultaten gjordes med amplifikationskurvornas Ct-véarden
(Ct: threshold cycle, se Tabell 2) och de déarifrdn férmedlade kvantitativa
vérdena i kopior/ul (se Tabell 3). Séledes utgér den totala statistiska
spridningen hos ett godtyckligt prov med den benémda koncentrationen
0,72 % (Ct) alt. 8,33 % (konc.), fér detektion av Internkontrollen 1,40 % (Ct).

Dessa vérden baseras pd summan av alla enskilda bestémda variabiliteter.




Tabell 2: Precisionsdata baserade pé& Ct-vardena.

Standard- . Variations-
avvikelse Viermems koefficient [%
Intra-Assay-variabilitet:
VZV LC/TM QS 4 013 0,02 0,42
Intra-Assay-variabilitet:
Internkontroll 0,08 0,01 0,25
Inter-Assay-variabilitet:
VZV LC/TM QS 4 0,13 0,02 0,40
Inter-Assay-variabilitet:
Internkontroll 0,20 0,04 0,64
Inter-Batch-variabilitet:
VZV LC/TM QS 4 0,30 0,09 0,93
Inter-Batch-variabilitet:
Internkontroll 0,61 0,37 1,98
Totalvarians:
VZV LC/TM QS 4 0,23 0,05 0,72
Totalvarians:
Internkontroll 0,43 0,18 1,40
Tabell 3: Precisionsdata baserade pd de kvantitativa vérdena (i kopior/ul).
Standard- . Variations-
avvikelse VEES koefficient [%
Intra-Assay-variabilitet:
VZV LC/TM QS 4 0,93 0,91 2,48
Inter-Assay-variabilitet:
VZV LC/TM QS 4 0.7 048 6,93
Inter-Batch-variabilitet:
VZV LC/TM QS 4 0,96 0,91 9,52
Totalvarians:
VZV LC/TM QS 4 0,84 0.7 8,33
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11.4 Robusthet

Undersdkningen av robustheten tjénar syftet att férmedla den totala
felfrekvensen fér artus VZV TM PCR Kit. Fér detta &ndamal blandades 30 VZV
negativa CSF (Cerebrospinalvétska) prover med vardera 1,8 kopior/ul
elutionsvolym VZV-kontroll-DNA (trefaldig koncentration av den analytiska
sensitivitetsgrdnsen), isolerades med QlAamp DNA Mini Kit (se 8.1 DNA-
isolering) och analyserades med artus VZV TM PCR Kit. Felfrekvensen fér VZV
var O % fér alla proven. Internkontrollens robusthet prévades dessutom
genom isolering och analys av vardera 30 VZV negativa CSF
(Cerebrospinalvatska) prover. Felfrekvensen var 0 %. Inhibering kunde inte

iakttas. Robustheten f6r artus VZV TM PCR Kit ér séledes = 99 %.

11.5 Reproducerbarhet

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

andra produkter, vilket uppfylls genom deltagande i provningsjagmfarelser.

11.6 Diagnostisk utvérdering

artus VZV TM PCR Kit utvérderas f6r nérvarande i ett flertal studier.

12. Sarskild information om produktanvédndning

» Samiliga reagenser ar endast avsedda att anvéndas fér in vitro-
diagnostik.

e Utférandet bodr ske av personal som fétt sérskild undervisning och
utbildningiin vitro-diagnostik-férfarandet.

*  For att erhélla optimala PCR-resultat &r det mycket viktigt att
protokollet féljs exakt.
» Beakta utgdngsdatumet som finns p& de enskilda komponenternas

forpackningar och etiketter. Utg&ngna reagenser fér inte anvéndas.



13. Varningar och férsiktighet

Sakerhetsinformation  fér artus VZVTM PCRKit  hittar du i fillhdrande
stékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS). Detta hittar du som kompakt och

anvéndarvanlig PDF-fil under www.qgiagen.com/safety.

14. Kvalitetskontroll

Enligt QIAGENSs certifierade kvalitets-managment-system I1ISO 9001 och ISO
13485 testades varje tillverkningssats artus VZV TM PCR Kit mot fastlagda

specifikationer, fér att garantera en enhetlig produktkvalitet.

15. Referenser

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
Infect. 2004; 10 (3): 190-212.
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16. Symbolférklaring
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Anvdnds fore

Tillverkningssatsnummer

Tillverkare

Bestdllningsnummer

Materialnummer

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

Innehdéllet racker for <N > test

Temperaturintervall

Kvantifieringsstandard

Internkontroll
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Varumérken och friskrivningar
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); AB/ PR/SM® ; MicroAmp®,
GeneAmp® (Life Technologies Corporation).

Registrerade namn, varumérken osv. som némns i detta dokument, éven de som inte &r specifikt méarkta
som s&dana anses inte oskyddade enligt lag.

artus VZV TM PCR Kit, BioRobot EZT DSP Workstation och EZ1 DSP Virus Kit och Card &r CE-mérkta diagnostiska
produkter i enlighet med EU-direktivet fér in vitro-diagostik 98/79/EG. Kan inte erhéllas i alla lénder.
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anvéndas som underlag fér diagnos, prevention eller behandling av sjukdom.

Vid inkép av artus PCR Kit beviljas en begrénsad licens fér anvéndning vid polymeras-kedjereaktion (PCR)

inom human och veterindrmedicinsk in vitro-diagnostik fillsammans med en termocykel, vars anvéndning i

samband med automatiserad PCR inkluderar en up-front betalning. Denna innefattar en avgift till Applied

Biosystems eller erléiggs i samband med inkdp av t.ex. en auktoriserad termocykel. PCR férfarandet &r skyddat av

utldndska motsvarigheter till U.S. patent nummer 5,219,727 och 5,322,770 och 5,210,015 och 5,176,995

och 6,040,166 och 6,197,563 och

5,994,056 och 6,171,785 och 5,487,972 och 5,804,375 och 5,407,800 och 5,310,652 och 5,994,056
&Ggdaav F.

Hoffmann-La Roche Ltd.
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