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artus SARS RG RT-PCR Kit

Fér anvéndning tillsammans med artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000

1. Innehall

Bendmning Art. nr. 4511263
och innehéil 24 Reaktionen
SARS-CoV RG Master 2 x 12 rxns
SARS-CoV LC/RG/TM QS 1°
1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 2"
1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 3°
1 x 10% cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4"
1x 10" cop/ul 1 x 200 ul
SARS-CoV LC/RG/TMIC” 1x 1.000 ul
Vit Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul
QS = Kvantifieringsstandard
IC = Internkontroll

2. Férvaring

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

nédvéndigt kan komponenterna férvaras vid +4°C i hégst fem timmar.

" artus SARS RG RT-PCR Kit kan ocks& anvéndas tillsammans med Rotor-Gene™ 2000.
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3. Material och utrustning som behoévs men inte
medfoljer

* Puderfria laboratoriehandskar

» RNA-isoleringskit (se 8.2 RNA-isolering)

» Pipetter (instdllbara)

» Sterila pipettspetsar med filter

* Vortex-blandare

» Bordscentrifug med rotor f6r 2 ml rér

» artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000

« 0,1 ml PCR-rér fér anvandning av 72-brunnars rotor (0.1 ml Strip
Tubes and Caps, QIAGEN Hamburg, Cat. No.: 4699982; 0.1 ml
tubes, Corbett Research, Cat. No.: ST-1001)

» Alternativt: 0,2 ml PCR-rér f6r anvéndning av 36-brunnars rotor (t. ex.
0.2 ml PCR Tubes, QIAGEN Hamburg, Cat. No.: 4699983 0,2 ml
tubes, Corbett Research, Cat. No.: SE-1003F)

*  Kylblock (72-/96-Well Loading Block, QIAGEN Hamburg, Cat. No.:
4699980/4699981; 72/96 well loading block, Corbett Research,

Cat.No.:3001-008/3001-009)

4. Allménna férsiktighetsatgdrder

Tank alltid pé& féljande:

» Anvand sterila pipettspetsar med filter.

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

» Tina alla komponenter fullsténdigt i rumstemperatur innan testet
pdborjas.

* Blanda komponenterna val och centrifugera en kortstund.

* Arbeta snabbt pé is eller i kylblock (72/96 well loading block).
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5. Information om patogener

Coronavirus tillhér familijen Coronaviridae och &r stora, héljeférsedda positiv-
strdng-RNA-virus som orsakar hdgvirulenta sjukdomar hos mdanniskor och
husdjur. Tva hittills kdnda humana Coronavirus svarar fér en tredjedel av de
normala férkylningssjukdomarna och nosokomiala infektionerna av de &vre

luftvéigarna hos fr tidigt fédda barn.

En ny medlem i Coronavirus-familjen anses orsaka sv@rt akut respiratorisk
sjiukdom ('Severe Acute Respiratory Syndrome”, SARS). En del av den
polymerasa-genen hos SARS-Coronavirus (SARS-CoV) identifierades med
hjalp av PCR hos en patient genom Bernhard-Nocht-Institut fir Tropenmedizin i
Hamburg och samarbetande laboratorier. Med utg@ngspunkt frédn detta test
utvecklades ett kommersiellt realtids-RT-PCR-system fér direkt p&visande av
SARS-CoV. PCR kan detektera genetiskt material i SARS-CoV i olika prover

(blod, luftvéigssekret eller vévnad).
Utvardering avtestresultat

Viktigt: Félj de officiella anvisningarna frén Vérldshalsorganisationen (WHO),
mer  information  finns ottt lasa p& fdljande  internetadress:

http://www.who.int/csr/sars/guidelines/en.

Positiva testresultat: Ett positivi SARS-CoV-test tyder p& att en SARS-CoV-

infektion féreligger, &ven om patienten inte visar ndgra SARS-symptomer.

Negativa testresultat: Ett negativt SARS-CoV-test innebér inte att patienten inte
har SARS. Orsakerna till ett negativt testresultat hos en SARS-patient kan vara:

e« Vid tidpunkten fér provtagningen befann sig viruset inte i
provmaterialet (det @r dnnu oklart i vilket stadium som SARS-CoV &r
bevisbar i ett bestdmt provmaterial).

»  Patienten visar SARS-enliga symptom, som &r orsakade av en annan

sjukdomsalstrare.
|
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6. Principen for realtids-PCR

Vid diagnostik med hjélp av polymeras-kedjereaktion (PCR) amplifieras
specifika regioner av patogengenomet. Vid realtids-PCR sker detektion med
higlp 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).

7. Produktbeskrivning

artus SARS RG RT-PCR Kit &r ett bruksfardigt system fér p&visning av SARS-
CoV-RNA med polymeras-kedjereaktion (PCR) i artus 3000 resp. Rotor-Gene
3000. SARS-CoV RG Master innehdller reagenser och enzymer fér omvéand
transkription och specifik amplifiering av ett 92 bp langt fragment i SARS-
CoV-genomet samt f6r omedelbar detektion av amplikon i fluorescenskanal
Cycling A.FAM pé& artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000. Dessutom innehdller
artus SARS RG RT-PCR Kit ett andra heterologt amplifieringssystem fér
detektion av en eventuell PCR-inhibering. Detta detekteras som Internkontroll
(IC) i fluorescenskanal Cycling A.JOE. Darvid minskas inte detektionsgrénsen
for analytisk SARS-CoV RT-PCR (se

11.1 Analytisk sensitivitet). Externa positiva kontroller (SARS-CoV LC/RG/TM
QS 1 - 4) medfélier, med vars hjalp en bestémning av patogenbelastningen

kan utféras. Du kan lésa mer om detta i stycket

8.4 Kvantifiering.
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8. Protokoll

8.1 Foéranalys: Provtagning samt férvaring och
transportav prover

Obs!: Alla prover ska behandlas som potentiellt smittfarliga.

Viktigt: Av de data som hittills féreligger framgér att sputum &r det

provmaterial som bast ldmpar sig fér SARS-CoV-detektion. Vi rekommenderar

darfér att detta material anvénds med artus SARS RG RT-PCR Ki.

Den interna valideringen av artus SARS RG RT-PCR Kit utférdes med
serumprover. Andra provmaterial som till exempel BAL,
nasofaryngealspolning, utstryk, lungvévnad och sputum har é&nnu inte
fullsténdigt validerats. Endast rekommenderade RNA-isoleringskit (se 8.2

RNA-isolering) bér anvéndas fér proviérberedelsen.

Fér vissa provmaterial méste sarskilda féreskrifter fér provtagning, férvaring

och transportféljas.

Obs!: Information om de officiella riktlinjerna fran WHO kan erhéllas pé

féljande webbplats: http://www.who.int/csr/sars/sampling/en/.

8.1.1 Provtagning

Vid provtagning fér utstryk ska féljande material anvéndas:

Anvéind endast provtagningspinnar med Dacron®- eller Rayon-toppar pé& skaft
av plast. Provtagningspinnar med skaft av tré eller aluminium fé&r inte

anvandas.

8.1.2 Forvaring av prover

Testresultatet kan pYverkas om proverna rutinmUssigt blir frysta eller fbrvaras

under en |Ungre tid.
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Férvaring av prover sker vid 2 - 8°C. (Nar proverna skall skickas till ett
loboratorium  fér undersdkning, ska de s& snart som mojligt efter

provtagningen férséndas i éverenstémmelse med féreskrifterna fér transport

avSARS-CoV.)

Utstryksprover som inte testas direkt efter ankomst bér férvaras vid 2 - 8°C
och bearbetas inom ett dygn. Utstryksprover som inte kan bearbetas inom en
dag efter provtagning, méste férvaras vid -20°C eller kallare och testas inom

30 dagar efter datum fér provtagning.

8.1.3 Proviransport

Utstryksprover méste transporteras kylda.

Om utstryksprover mdste séndas till ett laboratorium, ska de séndas sé& snart
som mojligt efter provtagning enligt laboratoriets féreskrifter fér transport

under kyning. Proverna ska séndas i enlighet med géllande lokala- och

*

statliga féreskrifter fér transport av potentiellt smittsamma émnen .

8.2 RNA-isolering

Kit fér RNA-isolering kan erhéllas fréan olika tillverkare. Falj tillverkarens
protokoll och tillsétt angiven provméngd till isoleringen samt utfér RNA-

isoleringen enligtanvisningarna. Féljandeisoleringskitrekommenderas:

Katalog-
nummer

Tillverkare Bérar RNA

Provmaterial Isoleringskit

Sputum, serum,
BAL, QIA Viral RNA
f I- amp Vira 52 904 QIAGEN Ingtr
nasofaryngea Mini Kit (50) g
spolning,
Lunaviiviad RNeasy 74104 QIAGEN Ingér ej
ungvévna Mini Kit (50) —

"International Air Transport Association. Dangerous Goods Regulations, 41st Edition,
2000.704.
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Vid anvéndning av sputum som provmaterial, beakta féljande hénvisning: For
provberedning blandas provet i ett provror till lika delar meden 0,9 % NaCl-
|8sning, som innehéller 1 % N-Acetylcystein (Sigma Cat. No.A8199) (t. ex.
300 ul sputum + 300 ul NaCl-blandning). Efter 30 minuter inkubationstid i
rumstemperatur tillsétts 140 ul av lyssatsen fér efterféljonde RNA-isolering med

QIAamp Viral RNA Mini Kit. F8lj déarefter tillverkarensprotokollangivelser.

» Tillsatsen av b&rar-RNA ér till fér isoleringens effektivitet och dérmed av
avgérande betydelse fér utvinningen av DNA/RNA. Fér att uppnd en
hoégre stabilitet av det béarar-RNA som medfslier QlAamp Viral RNA Mini
Kit, rekommenderar vi fdljande tillvadgagéngssatt, vilket frédngér
angivelserna i isoleringskitets handbok:

a. Innan férsta anvdndningen av isoleringskitet resuspendera de

frystorkade bé&rar-RNA i 310 ul eluerings buffert som ingér i kitet
(slutkoncentration 1 ug/ul, anvénd ingen lyseringsbuffert) och
portionera denna bdrar-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. Innan varje isolering pd&bérios méste en farsk blandning av
lyseringsbuffert och barar-RNA (om nédvandigt édven Internkontroll,

se 8.3 Internkontroll) tillredas enligt féljande pipetteringsschema.

Antal prover 1 12
Lyseringsbuffert AVL 560 ul 6.720 ul
Barar-RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Total volym 565,6 pl 6.787,2 ul
Volym per extraktion 560 ul vardera 560 ul

c. Tillsatt den farskt tillredda blandningen av lyseringsbuffert och bérar-
RNA direkt till isoleringen. Férvaring av blandningen &r inte moijlig.
» Om isoleringar med etanolhaltiga tvéttbuffertar anvénds, ska innan

eluering vytterligare ett centrifugeringssteg (tre minuter, 13.000 rpm)
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utféras s& aft eventuella etanolrester avldgsnas. Detta férhindrar

eventuella PCR-inhiberinger.
» artus SARS RG RT-PCR Kit ar inte lampligt fér isoleringsférfarande

baserade pé&fenol.

Viktigt: Internkontrollen fér artus SARS RG RT-PCR Kit kan tillséttas direkt i

isoleringen (se 8.3 Internkontroll).

8.3 Internkontroll

En Internkontroll (SARS-CoV LC/RG/TM IC) medfdlier. Med Internkontrollen kan
du kontrollera béde isoleringen av RNA och en eventuell inhibering avPCR (se
Fig. 1). Om du vill anvénda Internkontrollen, tillsatter du den tillisoleringen i ett
férhallande pé& 0,1 ul per 1 ul elueringsvolym. Om du tillexempel anvénder
QIAamp Viral RNA Mini Kit och eluerar RNA i 60 ul AVE-buffert, s& anvénder
du 6 ul av Internkontrollen. Om du t. ex. eluerar i 50 ul, s& anvénder du
motsvarande 5 ul. Mdngden anvénd Internkontroll beror enbart pé
elueringsvolymen. Internkontroll och bérar-RNA (se 8.2 RNA-isolering) fér

endast tillsattas till

« blandning av lyseringsbuffert och provmaterial eller

« direkt till lyseringsbufferten.

Internkontroll f&r inte tillséttas direkt till provmaterialet. Beakta aott vid
tillsatining  till  lyseringsbufferten  blandningen  av Internkontroll,
lyseringsbuffert/bdrar-RNA d& méaste vara farskt tillredd och anvéndas direkt
(férvaras blandningen i rumstemperatur eller i kylsk&p kan detta redan efter
n&gra timmar leda till bortfall av Internkontrollen, och till en minskning
av isoleringsefficienten). Pipettera inte Internkontroll och bé&rar-RNA direkt till

provmaterialet.

Alternativt kan Internkontroll anvéndas enbart fé6r kontroll av en eventuell
PCR-inhibering (se Fig. 2). | s& fall tillsatter du 1 ul Internkontroll per reaktion
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direkt till 15 ul SARS-CoV RG Master. Fér varje PCR-reaktion anvénds 15 ul
av den sd tillverkade Master Mixen varefter 10 ul av det renade provet

tillsétts. Om du férbereder en kérning fér flera prover, &ékar du den
erforderliga méngden SARS-CoV RG Master och Internkontroll motsvarande

antalet prover (se 8.5 Férberedelse av PCR).

8.4 Kvantifiering

De medféljande Kvantifieringsstandarderna (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4)
har blivit kalibrerade med standarderna hos Robert-Koch-institutet, Berlin.
Dessa behandlas pd samma sétt som ett redan isolerat prov och anvénds i
samma volym (10 ul). Ta fram en standardkurva pé& artus 3000 resp. Rotor-
Gene 3000 genom att anvénda samiliga fyra  medféljande
Kvantifieringsstandarder, definiera dem som standarder i menyfénstret Edit
Samples och skriv in den angivna koncentrationen (se artus 3000 Software
Manual resp. Rotor-Gene Manual, Version 4.6). Denna standardkurva kan
dven anvéndas fér efterféljande kvantifieringar, om minst en standard av en
definierad koncentration medtas vid den aktuella testomgéngen. Den tidigare
framtagna standardkurvan maéste d& importeras (se artus 3000 Software
Manual resp. Rotor-Gene Manual, Version 4.6). Tank dock p& att det vid
denna form av kvantifiering kan férekomma resultatavvikelser ftill f6ljd av

variabilitet mellan PCR-omgéngarna.

" Den volymakning som uppstér vid tillsats av Internkontroll ignoreras vid beredning av
PCR-reaktionen. Detektionssystemets sensitivitet pdverkas inte.
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Obs!: Kvantifieringsstandarderna anges som kopior/ul. Vid omréakning av de
vérden som tagits fram med hjdlp 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 att beakta nér provvolymen fér nukleinsyreisoleringen
adndrats (t. ex. minskning genom centrifugering eller 6kning genom péfylinad

fér att nd den volym som kréavs fér isolering).

Viktigt: Riktlinjer fér tolkning av kvantitativa resultat fér artus-systemen pé
artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000 finns pd

www.giagen.com/Products/BylabFocus/MDX/ (Technical Note for
quantitation on the artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000).

8.5 Forberedelse av PCR

Kontrollera att kylblocket (tilloehor till artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000) éar
kylt till ca +4°C. Placera det antal PCR-reaktionsrér som behdvs for det
dnskade antalet reaktioner. Observera att minst en Kvantifieringsstandard
samt en negativ kontroll (Water, PCR grade) ska medtas vid varje PCR-
kérning. Fér framtagning av en standardkurva ska fér varje PCR-kérning
samtliga medféljande Kvantifieringsstandarder (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 -
4) anvéndas. Innan testet pdbdrias ska alla reagenser tinas fullsténdigt i
rumstemperatur och blandas vél (pipetteras upp och ned flera génger eller
blandas genom aftt invertera réret upprepade génger) och darefter kort

centrifugeras.

Om du med Internkontrollen vill kontrollera b&de isoleringen av RNA och en
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eventuell inhibering av PCR, ska du ftillsatta Internkontroll redan vid
isoleringen (se 8.3 Internkontroll). Anvénd i s& fall fdljonde

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

. SARS-CoV RG Master 15 ul 180 ul
1. Beredning av
) SARS-CoV LC/RG/TMIC 0 ul 0 ul
Master Mix
Total volym 15 ul 180 ul
. Master Mix 15 ul vardera 15 ul
2. Beredning av
Prov 10 ul vardera 10 ul
PCR-reakti
CR-reakion Total volym 25 ul vardera 25 ul

Om du vill anvanda Internkontroll enbart fér kontroll av en PCR-inhibering,
ska du tillsétta den direkt till SARS-CoV RG Master. | s& fall anvénder du

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

. SARS-CoV RG Master 15 ul 180 ul
1. Beredning av
Master Mi SARS-CoV LC/RG/TMIC 1 ul 12 ul
aster i Total volym 16 ul 192 ul
. Master Mix 15 ul vardera 15 ul’
2. Beredning av
Prov 10 ul vardera 10 ul
PCR-reakti
CR-reakiion Total volym 25 ul vardera 25 ul

Pipettera i varje PCR-reaktionsrér 15 ul av Master Mix. Tillsatt dérefter 10 ul
eluat frdn RNA-isoleringen och blanda val genom att pipettera upp och ned
flera gdnger. P& motsvarande satt méste 10 ul av minst en av
Kvantifieringsstandarderna (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 - 4) tillsattas som positiv
kontroll och 10 ul vatten (Water, PCR grade) som negativ kontroll. Férslut PCR-
reaktionsréren. Beakta att en Locking Ring (tillbehor till artus 3000 resp. Rotor-
Gene 3000) satts pd rotorn s@ att reaktionsréren inte kan 6ppnas av misstag

under kérningen.

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

PCR-reaktionen. De’rek’rionssis’remefs sensitivitet ﬁ&verkcs inte.
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Tillsats av Internkontroll till isolering

Fig. 1:  Schematiskt arbetsférlopp fér kontroll av isolering och PCR-
inhibering.
Vid varje pipetteringssteg ér det mycket viktigt att se till att de
I6sningar som ska anvéndas ér helt upptinade, val 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
|6sningar som ska anvéndas ér helt upptinade, val blandade
och centrifugerade en kortstund.
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8.6 Programmering av artus 3000 resp. Rotor-Gene
3000

For detektion av SARS-CoV-RNA programmeras en temperaturprofil pd artus 3000

resp. Rotor-Gene 3000 enligt dessa sex steg (se Fig. 3 - 8).

A. Instéllning avallménna PCR-parametrar Fig. 3
B. Omvdand transkription av RNA Fig. 4
C. Initiell aktivering av Hot Start-enzymet Fig. 5
D. Amplifiering avcDNA Fig. 6
E. Instéllningavfluorescenskanalernassensitivitet Fig. 7
F. Startavartus 3000- resp. Rotor-Gene3000-kérningen Fig. 8

Alla uppgifter hanfér sig till artus 3000--programversion 5.0.69 resp. Rotor-
Gene-programversion 4.6.94. Ytterligare information om programmering av
artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000 finns i artus 3000 Software Manual resp.
Rotor-Gene Manual, version 4.6. Dessa instéllningar markeras i figurerna

med en svart ram.

Overfér férst PCR-reaktionsvolymen i menyfénstret New Experiment Wizard

(se Fig. 3).

New Experiment Wizard ' X|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a

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

Operator : lartus

Notes :

combo box to display
help about its
available settings.

il Feaction I = |
Yolume (uL): G

Carousel : I 724wl _ﬂ

Sample Layout : lln rows 1-8 j

High Speed Yes ¥
Rotor :

[V Spike Checking (Recommended)

SkipWizard |  <<Back | Mewss |

Fig. 3: Instéllning av allmé&nna PCR-parametrar.
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Temperaturprofilen programmeras genom att funktionen Edit aktiveras i nésta

New Experiment Wizard-menyfénster (se Fig. 4, 5 och 6).

x|
D .3
New Open Save As Help
The run will take approximately 108 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :
le below to modify it :
1 Insert after... I
Cycling Insert before... |
Remove I
Hold Temperature :  5g | *
2— Hold Time : 10 |mins O Isecs
I” | Denature
I~ | Calibration Step
3
Fig. 4: Omvénd transkription av RNA.
x|
0D, = B ?
New Open Save As Help
The run will take approximately 108 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :
Click on a cycle below to modify it :
1 Insert after... I
Insert before... |
Remove |
Hold Temperature: g5 | b
2 Hold Time : 10| mins [0 secs
[V Denature
[ Calibration Step
oK

Fig. 5: Initiell aktivering av Hot Start-enzymet.
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P Edit Profile T2 x|
0O . &= B | ?

New Open SaveAs | Help
The run will take approximately 110 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :
Hold Insert after...

i

This cycle repeatsf 45 JJtime(s).
2 [~ Touchdown I LongRange

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

Fig. 6: Amplifiering avcDNA.

Motsvarande fluorescensintensiteten i PCR-behéllarna mdste
fluorescenskanalernas mé&tomréde bestémmas. Denna instélining gérs i
menyfénstret Auto Gain Calibration Setup (aktiveras i menyfénstret New
Experiment Wizard under Calibrate). Stéll in kalibreringstemperaturen pé

amplifieringsprogrammets annealing-temperatur (se Fig. 7).
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Auto Gain Calibration Setup | X]

— Calibration :

2

Auto-Gain Calibration will read the fluoresence on the inserted sample at
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 tol55 —:J degrees.

Calibrate All

| Calibrate Acquiring I

™ Perform Calibration Before Running Experiment

— Channel Settings :

| =] add.
Name | Tube Position | Min Reading | Max Reading | Edit... I
JOE Al 5FI 10FI oo
FaM A1 5FI 10FI Hemo l
Remove All I
[ 2
I Start I Manual... I Close I Help I

Fig. 7: Installning av fluorescenskanalernas sensitivitet.

De Gain-varden som tagits fram genom kanalkalibreringen sparas automatiskt

och visas i programmeringens sista menyfénster (se Fig. 8).

New Experiment Wizard

begin the experiment.

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to

Quick Check :
I ] }W‘WHMH
Ll UUURLLLeCuunE L}
, 1
[V |Locking Ring Attached Setting [ Value [
- JOE Gain 10

FAM Gain 4

Spike Suppression  On

High Speed Rotor ~ On

Machine Type Multi-Channel (724Well Carousel)

Sample Layout A1-58,B1-88, ...

Ii § Start Run F 2

Skip Wizard |

<< Back ]

ety I

Fig. 8: Start av artus 3000- resp. Rotor-Gene 3000-kérningen.
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9. Tolkning av resultat

Resultaten tolkas med artus 3000- resp. Rotor-Gene-programmet enligt
tillverkarens anvisningar (artus 3000 Software Manual resp. Rotor-Gene

Manual, version 4.6).
Féljande resultat kan férekomma:

1. En signal detekteras i fluorescenskanal Cycling A.FAM.

Analysresultatet &ér positivt: Provetinnehéller SARS-CoV-RNA.

| detta fall &r detektion av en signal i kanalen Cycling A.JOE ovésentlig, eftersom
hoga initiella koncentrationer av SARS-CoV-RNA (positiv signal i kanalen Cycling
AFAM) kan leda ftill en reducerad eller utebliven fluorescenssignal fér

internkontrollen i kanal Cycling A.JOE (konkurrens).
2. | fluorescenskanal Cycling A.FAM detekteras ingen signal, utan endast i
kanalen Cycling A.JOE (Internkontrollens signal).

Inget SARS-CoV-RNA kan pédvisas i provet. Det kan dé&rfér anses som
negativt.

Vid negativ  SARS-CoV-RT-PCR utesluter detektionen av Internkontroll-signalen

mdijligheten av en RT-PCR-inhibering.

3. Ingen signal detekteras vare sig i kanal Cycling A.FAM eller i kanal

Cycling A.JOE.
Né&got diagnosresultat kan inte erhéllas.

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

Exempel pd positiva och negativa PCR-reaktioner finns i Fig. 9 och Fig. 10.
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4 Qs2
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Ql o 13 "o s 20 s 30 3 Ta0 Tacycle

Fig. 9: Detektion av Kvantifieringsstandarderna (SARS-CoV LC/RG/TM
QS 1 - 4) i fluorescenskanal Cycling A.FAM. NTC: non-
template control. (Negativ kontroll)

Norm. Fluoro.

045|

04

035

03]

025

. QS 1-QS 4+NTC

0435

01

0,08]

6 Threshold J
é?l o s o T15 20 5 30 T35 Y40 TaCyele

Fig. 10: Detektion av Internkontrollen (IC) i fluorescenskanal Cycling
A.JOE med samtidig amplifiering av
Kvantifieringsstandarderna (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 — 4).
NTC: non-template control. (Negativ kontroll)
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10. Fels6kning

Ingen signal f6r de positiva kontrollerna (SARS-CoV LC/RG/TM QS 1 -4) i

fluorescenskanal Cycling A.FAM:
» Valet av fluorescenskanal vid analysen av PCR-data motsvarar inte
angivelsernaiprotokollet.

© Val| t6r analysen av data fluorescenskanal Cycling A. FAM f6r

analytisk SARS-CoV RT-PCR och fluorescenskanal Cycling A.JOE fér RT-
PCRavInternkontrollen.

* Programmeringen av temperaturprofilen  fér artus 3000 resp.

Rotor-Gene 3000 ér felaktig.

© Jamfér  temperaturprofilen  med angivelserna i protokollet  (se

8.6 Programmering av artus 3000 resp. Rotor-Gene 3000).
» Felaktig sammanstélining av PCR-reaktionen.

€ Kontrollera arbetsstegen med hjdlp av pipetteringsschemat (se

8.5 Férberedelse av PCR) och upprepa, om nédvéndigt, PCR.

» Férvaringsanvisningarna fér en eller flera av kit-komponenterna har inte
folits enligt féreskrifterna i 2. Férvaring, eller héllbarhetsdatumet fér artus
SARS RG RT-PCR Kit har I6pt ut.
© Kontrollera b&de férvaringsférutsattningarna sd vél som datumet fér

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

nytt kit.

Svag eller utebliven signal fér Internkontrollen i fluorescenskanal Cycling

A.JOE vid samtidig frdnvaro av signal i kanal Cycling A.FAM:

* PCR-férhéllandena motsvarar inte protokollet.

© Kontrollera PCR-férhéllandena (se ovan) och upprepa, om nédvéndigt,

PCR med korrigerade instéllningar.
e PCR har inhiberats.

€ Kontrollera att du har anvéant et reningsférfarande  som
rekommenderas av oss (se 8.2 RNA-isolering) och var noga med att

foljatillverkarens anvisningar exakt.
|

24 artus SARS RG RT-PCR Kit 02/2015



€ Forvissa dig om att hos DNA-isoleringen det rekommenderade extra
centrifugeringssteget fér fullstdndigt avlégsnande av etanol-rester
genomférdes innan elueringen (se 8.2 RNA-isolering).

* Det férekommer RNA-férluster orsakade av reningsférfarandet.

€ Har Internkontrollen tillsatts for isolering kan en utebliven signal fér
Internkontrollen betyda att det féreligger RNA-férluster orsakade av
reningsférfarandet. Kontrollera att du har anvént ett reningsférfarande
som rekommenderas av oss (se 8.2 RNA-isolering) och var noga
med att fdlja tillverkarens anvisningar.
» Férvaringsanvisningarna fér en eller flera av kit-komponenterna har inte

foljts enligt féreskrifterna i 2. Férvaring, eller héllbarhetsdatumet fér

artus SARS RG RT-PCR Kit har [6pt ut.

© Kontrollera bade férvaringsférutsattningarna sé vél som datumet fér

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

nytt kit.
Signal hos de negativ kontrollerna i fluorescenskanal Cycling A.FAM i analytisk RT-
PCR.

* En kontamination féreligger under PCR férberedelserna.
© Upprepa PCR med oanvéanda reagenser i replikat.
© Forslut de enskilda PCR-reaktionsréren om maijligt direkt efter tillsats
av de undersékta proverna.

© Pipettera alltid positiv kontrollen sist.

@ Forsékra dig om att arbetsplatser och apparater dekontamineras
regelbundet.

» En kontamination orsakad av isoleringen féreligger.

€ Upprepa isoleringen och PCR av de undersékta proverna med hjélp av
oanvénda reagenser.
€ Forsdkra dig om att arbetsplatser och apparater dekontamineras

regelbundet.

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

kontakta vé&rtekniska service.
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11. Specifikationer

11.1 Analytisk sensitivitet

For bestdmning av den analytiska sensitiviteten hos artus SARS RGRT- PCR Kit
bereddes en standard-sp&dningsserie frdn 10 till nominellt 0,003 in vitro-
transkriberade RNA-kopior per ul av SARS-CoV-amplikon som analyserades
med hjélp av artus SARS RG RT-PCR Kit. Undersékningarna genomférdes tre
olika dagar i form av éttafaldiga bestémningar. Resultatet har tagits fram med
hjélp av en probit-analys. Den grafiska utvarderingen framgér i Fig. 11. Den
analytiska detektionsgrénsen fér artus SARS RG RT-PCR Kit ligger séledes pé
0,5 kopior/ul (p = 0,05). Detta innebér att vid 95 % konfidens 0,5 kopior/ul

kan detekteras.

Probit-analys: SARS-Coronavirus (artus 3000/Rotor-Gene 3000)

-0,34585 2 0,5 kopior/ul (95%)

Proportions

Gy

-45 35 25 15 05 05 15 25
log (dose)

Fig. 11: Analytisk sensitivitet fér artus SARS RG RT-PCRKit.

|
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11.2 Specificitet

Specificiteten f6r artus SARS RG RT-PCR Kit garanteras i férsta hand genom val
av primers och prober samt val av stringenta reaktionsférhéllanden. Primers
och prober kontrolleras med en sekvensj@gmférelse-analys med avseende pé
eventuella homologier mot alla i genbanker publicerade sekvenser. P& sé& satt

kontrolleras dven att alla relevanta sub- och genotyper detekteras.

Valideringen av specificiteten genomférdes éven p& 30 olika SARS-CoV
negativa serumprover, vilka inte genererade n&gon signal med de SARS-CoV

specifika primers och prober som ér integrerade i SARS-CoV RG Master.

Fér bestdmning av specificiteten hos artus SARS RG RT-PCR Kit undersdktes
den i Tabell T angivna kontrollgruppen med avseende pd korsreaktivitet.

Ingen av de testade patogenerna var reaktiv.

Tabell 1: Kitets specificitetstest med eventuella korsreaktiva patogener.

K I SARS-CoV Internkontroll
oniroligrupp Cycling AFAM) __ (Cycling A.JOE
HCoV OC 43 ATCC (Human coronavirus OC 43) - +
HCoV 229 E ATCC (Human coronavirus 229 E) - +
SB 1 + 4 HCoV (Human coronavirus SB 1 + 4) - +
SB 164 HCoV (Human coronavirus SB 164) - +
IBV Beaudelle (Avian infectious bronchitis virus
+

Beaudelle)
BCV 212 (Bovine CoV212) - +
TGEV Perdue (Porcinetransmissible

e . +
gastroenteritis virus Perdue)
TGEV Pur 46 C 188 (Porcine transmissible
gastroenteritis virus Pur) *
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11.3 Precision

Precisionsdatan fér artus SARS RG RT-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 undersékningsomgéng), Inter-Assay-variabilitet (variabilitet av
analysresultat genererade pd olika instrument av samma typ och av olika
anvéndare inom ett laboratorium) och Inter-Batch-variabilitet (variabilitet av
analysresultat  vid anvéndning av olika batcher). Dérvid férmedlas
standardavvikelsen, variansen och variationskoefficienten, séval for det

patogen-specifika som f6r PCR av Internkontrollen.

Dessa data togs fram fér artus SARS RG RT-PCR Kit med hjélp av
Kvantifieringsstandarden med den lagsta koncentrationen (QS 4; 10
kopior/ul). Undersékningarna utférdes i form av éttafaldiga bestémningar.
Utvarderingen av resultaten gjordes med amplifikationskurvornas Ct-vérden
(Ct: threshold cycle, Tabell 2). Séledes utgér den totala spridningen hos ett
godtyckligt prov med den bendmda koncentrationen 1,66 %, f6r detektion av
Internkontrollen 1,28 %. Dessa vérden baserar p& summan av alla enskilda

bestétmda variabiliteter.
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Tabell 2: Precisionsdata baserade pé& Ct-vardena.

Standard- Vari Variations-
avvikelse arians koefficient [%

Intra-Assay-variabilitet: ) 48
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4 0,15 0.0 0,
Intra-Assay-variabilitet:

0,40 0,15 1,67
Internkontroll
Inter-Assay-variabilitet: 0.23 0.05 075
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4 ' ' '
Inter-Assay-variabilitet:

1,13 1,28 4,53
Internkontroll
Inter-Batch-variabilitet: ) ) | 60
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4 0.5 0,25 '
Inter-Batch-variabilitet:

0,94 0,63 3,62
Internkontroll
Totalvarians: : ” | 66
SARS-CoV LC/RG/TM QS 4 0.5 0, '
Totalvarians:

1,13 1,28 1,28
Internkontroll

11.4 Robusthet

Undersdkningen av robustheten tjénar syftet att férmedla den totala
felfrekvensen fér artus SARS RG RT-PCR Kit. Fér detta éndamal blandades

30 SARS-CoV negativa serumprover med vardera 1,5 kopior/ul
elueringsvolymen SARS-CoV-kontroll-RNA (trefaldig koncentration av den
analytiska sensitivitetsgrénsen), isolerades med QlAamp Viral RNA Mini Kit (se
8.2 RNA-isolering) och analyserades med artus SARS RG RT-PCR Kit.
Felfrekvensen fér SARS-CoV var O % fér alla prover. Internkontrollens
robusthet prévades dessutom genom isolering och analys av vardera 30
SARS-CoV negativa serumprover. Felfrekvensen var O %. Inhibering kunde

inte iakttas. Robustheten f6r artus SARS RG RT-PCR Kit é@r séledes = 99 %.
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11.5 Reproducerbarhet

Data f6r reproducerbarhet har insamlats f6r regelbunden utvérdering av
prestanda fér artus SARS RG RT-PCR Kit samt fér j@mférelse av prestanda

med andra produkter, vilket uppfylls genom deltagande i provningsj@mférelser.

11.6 Diagnostisk utvérdering

artus SARS RG RT-PCR Kit utvérderas for ndrvarande i eft flertal studier.

12. Sarskild information om produktanvédndning

» Samtiliga reagenser &r endast avsedda att anvéndas fér in vitro-
diagnostik.

» Utférandet bor ske av personal som fétt sérskild undervisning och
utbildning i in 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

férpackningar och etiketter. Utgdngna reagenser far inte anvéndas.

13. Sakerhetsinformation

Sékerhetsinformation fér artus SARS RG RT-PCR Kit hittar du i tillhérande
sékerhetsdatablad (safety data sheets, SDS). Detta hittar du som kompaktoch

anvandarvéanlig PDF-fil underwww.giagen.com/safety.

14. Kvalitetskontroll

Enligt QIAGENSs certifierade kvalitets-managment-system 1ISO 9001 och ISO
13485 testades varije tillverkningssats artus SARS RG RT-PCR Kit mot fastlagda

specifikationer, fér att garantera en enhetlig produkikvalitet.
|
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16. Symbolférklaring

2 Anvdnds fére
Lor Tillverkningssatsnummer
Tillverkare

Bestallningsnummer

MAT Materialnummer

Handbok

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

Innehdllet récker for <N > test

Temperaturintervall

~<ggEei [k

S Kvantifieringsstandard
C Internkontroll

—~ "
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artus SARS RG RT PCR Kit

Varumérken och friskrivningar
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); Dacron® (Invista, Inc.).

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 SARS RG RT-PCR é&r ett CE-mdérkt diagnostiskt kit i enlighet med EU-direktivet fér in vitro-diagostik 98/79/EG.
Kan inte erhéllas i alla lander.

QIAamp Kit &r endast avsedda fér allmén laboratorieanvéndning. Anvisningar och beskrivningar skall inte
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
&dgda av F. Hoffmann-La Roche Ltd.

© 2007-2015 QIAGEN, alla réttigheter férbehéilles.
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