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biologisk prave. Vore avancerede hajkvalitetsprodukter og -service garanterer
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B Oprensning aof DNA, RNA og proteiner
B Nucleinsyre- og proteinanalyser

B microRNA-undersggelser og RNAI

M Automatisering af preve- og analyse-teknologier
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information, se www.qiagen.com.
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artus EBV TM PCR Kit

Til anvendelse med ABI PRISM 7000, 7700 og 7900HT Sequence Detection

Systems.

Bemeerk: artus EBV TM PCR Kit kan hverken bruges sammen med GeneAmp®
5700 SDS eller med 384’er pladeformatet af ABI PRISM 7900HT SDS.

1. Indhold
Péskrift Art. Nr. 4501163 | Art. Nr. 4501165
Og_. ')A rnﬂlrﬁnnnr QA rnﬂlrﬁnnnr
EBY RG/TM 2 x 12 reaktioner 8 x 12 reaktioner
Master
EBV LC/%Q/TM QS
5 x 10% cop/ud 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LC/RG/TM QS
- 10% cop/ 1 x 200 l 1 x 200 ul
EBV LC/RG/TM QS
5 % 102 cop/ud 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LC/RG/TM QS
- 104 cop/ 1 x 200 l 1 x 200 ul
EBV RG/TM IC” 1 x 1.000 2 x 1.000 4l
Hvid Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul 1 x 1.000 ul
ey = Kvantificeringsstandard
IC = |Intern Kontrol

2. Opbevaring

artus EBVY TM PCR Kit opbevares ved -30 til -15 °C og er holdbart indtil

datoen, der er angivet p& etiketten. Gentagen optaning og nedfrysning (> 2 x)

ber undgds, da sensitiviteten derved forringes. Ved uregelmaessig brug skal

reagenserne derfor aliquoteres. Hvis det er nedvendigt at opbevare kittet

ved +4°C, mé dette tidsrum ikke vare leengere end fem timer.
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3. Nodvendige ekstra-materialer og
instrumenter

» Pudderfri engangs laboratoriehandsker

» DNA-isoleringskit (se 8.1 DNA-isolering)

» Pipetter (justerbare)

» Sterile pipettespidser med filter

*  Vortex-mixer

» Bordcentrifuge med rotor til 2 ml-reaktionsbeholdere

» Centrifuge med rotor til mikrotiterplader (valgfri)

* 96-brends reaktionsplade/reaktionsbeholdere til optiske malinger
med tilherende optiske lukkematerialer (se 8.4 Forberedelse af PCR)

e 96-brends todelt opbevaringsrack til anvendelse med optiske
reaktionsbeholdere (96-Well Tray/Retainer Set, kat.-nr. 403 081,
Applied Biosystems), se 8.4 Forberedelse af PCR

» Kompressionsmaétte til anvendelse med selvkleebende optiske folier

(Optical Cover Compression  Pads, kat.-nr. 4 312639, Applied

Biosystems), se 8.4 Forberedelse af PCR
» Applikator til lukning af reaktionspladerne ved anvendelse af

selvkleebende  optiske  folier (Adhesive  Seal  Applicator  Kit,
kat.-nr. 4 333 183, Applied Biosystems)
= ABI PRISM 7000, 7700 eller 7900HT SDS

Bemeerk: Inden instrumentet saettes igang, kraeves en korrekt kalibrering af
farvestofferne (Pure Spectra Component File) og baggrunden (Background

ComponentFile)

"Benyttelsen af reaktionsbeholdere til optiske mélinger med hveelvede 18g er kun filladt til
ABI PRISM 7700 SDS og kreever en omstilling af belysningstiden  (se
8.5.2 Programmering af ABI PRISM® 7700 SDS, 8.5.2.5 Vigtige ekstraindstillinger).
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4. Almindelige sikkerhedsregler

Falgende anvisninger skal altid overholdes af brugeren:
» Brug sterile pipettespidser med filter.

» Positivt materiale (prever, kontroller, amplifikater) skal opbevares,
oprenses og tilsettes reaktionsblandingen i et separat rum, adskilt fra

de evrige reagenser.

»  Opto alle komponenter fuldsteendigt ved stuetemperatur, inden testen
startes.

* Bland komponenterne grundigt og centrifuger kort.

* Der ber arbejdes hurtigt pé is eller i kaleblokken.

5. Information om smittefare

Epstein-Barr-virusen (EBV) overferes oralt, for det meste af kontamineret spyt.
Infektion med EBV forleber som regel asymptomatisk, isser hos bern. Kliniske
symptomer pd& en akut infektion er den Pfeifferske kirtelfeber med feber,
treethed, angina og heevelse af lymfekirtlerne og milten. Hos nogle
patienter kan disse symptomer optraede kronisk-recidiverende. Alvorlige forlab
for EBV-infektionen forekommer isser ved immunsupprimerede patienter og

personer med T-celle-defekter.

6. Princip for Real-Time PCR

Ved patogen diagnostik ved hjelp af polymerase kaedereaktion (eng.
Polymerase Chain Reaction = PCR) bliver specifikke omré&der af smitstof-
genomet amplificeret. Detektionen foregér via Real-Time PCR ved hjelp of
fluorescensfarver. Disse er som regel koblet til oligonukleotid-prober, som
binder sig specifikt til PCR-produktet. Detektionen af fluorescensintensiteten i
lzbet af Real-Time PCR-kerslen ger det muligt, at pdvise og kvantificere
produkterne, uden at skulle &bne proveregrene igen efter PCR-kerslen
(Mackay,2004).
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7. Produktbeskrivelse

artus EBV TM PCR Kit er et brugsklart system til detektion af EBV-DNA ved
hieelp af polymerase kaedereaktion (PCR) i ABI PRISM 7000, 7700 og 7900HT
Sequence Detection System. EBV RG/TM Master indeholder reagenser og
enzymer til den specifikke amplifikation af en 97 bp lang sekvens af EBV-
genomet. Detektionen af amplifikatet foregdr ved maéling aof FAM-
fluorescensen i ABI PRISM SDS. Derudover indeholder artus EBV TM PCR Kit et
andet heterologt amplifikationssystem, som bruges til detektion af en
eventuel PCR-inhibition. Denne bliver pdvist som Intern Kontrol (IC) via
maling af VIC-fluorescensen. Detekitonsgraensen for den analytiske EBV-PCR
(se 11.1 Analytisk sensitivitet) bliver derved ikke reduceret. Der vedlaeegges
eksterne positive kontroller (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4), som bruges til

kvantificering af smitstoffet. Laes dertil afsnittet
8.3 Kvantificering.

8. Protokol
8.1 DNA-isolering

DNA-isoleringskits tilbydes af forskellige producenter. Pravevoluminer til DNA-
isoleringsproceduren afhaenger of den benyttede protokol. Tilseet den

anbefalede prevemaengde til oprensningen og udfer DNA-isoleringen efter

producentensforskrift. Felgendeisoleringskits anbefales:

. . . Carrier
Prevemateriale oprensningskit Katalognummer Producent RNA
® ikk
Serum, plasma, | QAdmp 51 304 QAGEN | . oo
DNA Mini Kit inaeno
CSF
(cerebrospinal- (50)
vaeske) QlAamp
® 53 704 QIAGEN indeholdt
UltraSens™ Virus
Kit (50)
QIAamp Blood ikke
blodceller Mini Kit (50) 51104 QIAGEN indeholdt
®
Plasma Ez17DSP 62 724 QIAGEN indeholdt
Virus Kit (48)*

*Anvendes sammen med BioRobot® EZ1 DSP Workstation (Kat. nr. 9001360) og med
EZ1 DSP Virus Card (Kat. Nr. 9017707).
|
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Vigtig henvisning vedrerende anvendelsen af QlAamp UltraSens Virus Kit,

QIAamp DNA Blood Mini Kit og QlAamp DNA Mini Kit:

* Anvendelsen of carrier-RNA er of afgerende betydning for oprensningens
effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyttet. Hvis det anvendte
isoleringskit ikke indeholder carrier-RNA, anbefales der ved oprensningen
af nukleinsyrer aof cellefri kropsveesker eller materialer med ringe DNA-/
RNA-indhold (f.eks. CSF), en tilseetning af carrier-RNA  (RNA-
homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, kat.-nr. 27-4110-01). Faelg
s& venligst den felgende fremgangsméde:

a) Hertil resuspenderes den lyophiliserede carrier-RNA i
elueringsbufferen (ikke i lysisbuffer) af isoleringskittet (f.eks. AE-buffer
fra QlAamp DNA Mini Kit/QlAamp DNA Blood Mini Kit) og
fremstilles en fortynding med en koncentration p& 1 ug/ul. Lav derefter
af carrier- RNA-lgsningen et for Deres egne krav passende antal
aliquoter som skal opbevares ved -20°C. Undg& gentagen optening
(>2 x) af carrier- RNA-aliquoten.

b) Per oprensning skal der ftilssettes 1 ug carrier-RNA per 100 ullysisbuffer.
Bestemmer ekstrationsprotokollen f.eks. 200 ul per oprenset preve, sé
tilsseet 2 ul aof carrier-RNA (1 ug/ul) direkte il lysisbufferen. For
begyndelsen af oprensningen skal blandingen aof lysisbuffer og carrier-
RNA (og i givent tilfeelde Intern Kontrol se
8.2 Intern Kontrol) fremstilles frisk efter det felgende

pipetteringsskema.

Antal prever 1 12
tysistsuffer freks 2007t fraks 274007t
Carrier-RNA (1 ug/ul) 2 ul 24 ul
Samlet volumen 202 ul 2.424 ul
Volumen foroprensningen 200 ul for hver 200 ul

c) Den frisk fremstillede lysisbuffer skal tilseettes oprensningen med det
|
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samme. Det er ikke muligt at opbevare blandingen.

* Anvendelsen af carrier-RNA er aof afgerende betydning for oprensningens
effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyttet. For at f& en hgjere stabilitet hos
den i QlAamp UltraSens Virus Kit vedlagte carrier-RNA, anbefaler vifalgende
fremgangsmade, som afviger fra angivelserne i h&ndbogen til isoleringskittet:
a. Resuspender den lyophiliserede carrier-RNA fer den ferste brug aof

isoleringskittet i 310 ul AE- hhv. AVE-buffer (elueringsbuffer,

slutkoncentration 1 ug/ul, anvend ikke lysisbuffer) og lav af carrier-
RNA-lzsningen et for Deres egne krav passende antal aliquoter, som
skal opbevares ved -20°C. Undgd gentagen optening (>2 x) aof
carrier-RNA-aliquoten.

b. Fer begyndelsen af enhver oprensning skal blandingen af lysisbuffer
og carrier-RNA (og i givent tilfaelde Intern Kontrol, se

8.2 InternKontrol) fremstilles frisk efter det felgende

pipetteringsskema.

Antal prever 1 12
Lysisbuffer AC 800 ul 9.600 ul
Carrier-RNA (1 ug/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Samlet volumen 805,6 ul 9.667,2 ul
Volumen foroprensningen 800 ul for hver 800 ul

c. Den frisk fremstillede lysisbuffer skal tilszettes oprensningen med det
samme. Det er ikke muligt at opbevare blandingen.

e Der kan opnds en opkoncentrering aof preven ved ftilseetning aof
QlAamp UltraSens Virus Kit. Hvis prevematerialet ikke bestér af serum
eller plasma, skal der tilssettes minimum 50 % (v/v) negativt humanplasma
til praven.

» Beholderne til udtagelsen af blodprever indeholder Antikoagulantierne,
som kan virke inhiberende p& PCR"en. Disse bliver imidlertid elimineret
ved brug of de ovenfor naevnte oprensningskits. Der frarddes benyttelsen
afheparin-blod.

* Bruger man en oprensningsprotokol med ethanolholdige vaskebuffere,
|
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anbefales det, at man udferer et ekstra centrifugeringstrin (tre minutter,

13.000 rpm) for at fierne ethanolrester. Dette forhindrer eventuelle PCR-
inhibitioner.
« artus EBV TM PCR Kit er ikke egnet til oprensningskarsler, som arbejder

pé basis af phenol.

Vigtig henvisning vedrerende anvendelsen af EZ1 DSP Virus Kit:

* Anvendelsen af carrier-RNA er af afgerende betydning for oprensningens
effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyttet. Tilseet derfor venligst den
passende maengde carrier-RNA til hver oprensning ved at folge

instruktionerne i EZ1 DSP Virus Kit Handbook.

Vigtigt: Den Interne Kontrol til artus EBV TM PCR Kit kan anvendes direkte i

oprensningen (se 8.2 Intern Kontrol).

8.2 Intern Kontrol

Der vedleegges en Intern Kontrol (EBY RG/TM IC). Med denne er det muligt at
kontrollere badde oprensningen af DNA og en mulig inhibition af PCR (seFig.
1). Ved anvendelsen af EZ1 DSP Virus Kit i oprensningen, skal deninterne Kontrol
tilseettes analogt til angivelserne i EZT DSP Virus Kit Handbook. Ved QIlAamp
UltraSens Virus Kit, QlAamp DNA Blood MiniKit eller ved QlAamp DNA Mini
Kit tilseettes den Interne Kontrol i et forhold, der svarer til 0,1 ul pr. 1 ul
elueringsvolumen til oprensningen. Hvis De foreksempel anvender QlAamp
UltraSens Virus Kit og eluerer DNA i 60 ul AVE,skal der filseettes 6 ul af den
Interne Kontrol. Hvis De f.eks. eluerer i 50 ul, skalder ftilsvarende tilssettes 5 pl.
Meengden of den anvendte Interne Kontrol er kun afhengig aof
elueringsvolumenet. Den Interne Kontrol og carrier-RNA (se

8.1 DNA-isolering) mé kun tilseettes

» til blandingen af lysisbuffer og prevemateriale eller

« direkte til lysisbufferen.
|
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Den Interne Kontrol md& ikke filseettes direkte til prevematerialet. Ved
tilseetningen til lysisbufferen skal der serges for at blandingen af den Interne
Kontrol og lysisbuffer/carrier-RNA forberedes frisk og tilseettes med et samme
(ot opbevare blandingen ved stuetemperatur eller i kaleskabet kan allerede
efter f& timer fere til fraveer af den Interne Kontrol og til en reduceret

oprensningseffektivitet). Pipetter den Interne Kontrol og carrier-RNA ikke
direkte i preavematerialet.

Optionalt kan den Interne Kontrol anvendes udelukkende til kontrol aof en
mulig PCR-inhibition (se Fig. 2). Til denne applikation tilseettes pr.testblanding

2 ul of den Interne Kontrol direkte til 30 ul EBV RG/TM Master.
Brug til hver PCR-reaktion 30 ul of den s&ledes fremstillede Master Mix, og

tilseet derefter 20 ul af den oprensede preve. Ved udferelsen af en karsel med
flere prover, er det nedvendigt at ege de kreevede maengder af EBY RG/TM

Master og af den Interne Kontrol svarende til pravetallet (se

8.4 Forberedelse af PCR).

8.3 Kvantificering

De vedlagte Kvantificeringsstandarder (EBVY LC/RG/TM QS 1 - 4) behandles
som en allerede oprenset prave og anvendes i samme volumen (20 ul). Tilsset

alle fire vedlagte Kvantificeringsstandarder for at udarbejde en standardkurve i
et ABI PRISM Sequence Detection System. Definér disse som standarder under
angivelse of de tilsvarende koncentrationer (se 8.5 Programmering af ABI
PRISM SDS). Importen af standardkurver fra tidligere kersler er med ABI PRISM
7000, 7700 og 7900HT SDS software ikke muligt.

Bemaerk: Kvantificeringsstandarderne er defineret som kopier/ul. Til
omregning af veerdierne, der blev udarbejdet p& baggrund aof standardkurven i

kopier/ml prevemateriale, skal falgende formel anvendes:
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Resultat (kopier/ul) x Elueringsvolumen (ul)
Resultat (kopier/ml) =

Prgvevolumen (ml)

Bemaerk, at der principielt skal tilseettes det oprindelige prevevolumen i den
ovennaevnte formel. Dette skal tages i betragtning, hvis prevevolumenet blev
forandret fer nukleinsyre-oprensningen (f.eks. at den blev indsnaevret ved

centrifugering eller forhgjet ved at den blev fyldt op p& det volumen, som

kraevesfor oprensningen).

Vigtigt: For simplificering af den kvantitative analyse med artus-systemer pé
ABI PRISM 7000 SDS instrumentet findes under

www.qgiagen.com/Products/BylLabFocus/MDX en vejledning (Technical Note
for quantitation on the ABI PRISM 7000 SDS).

"Volumenforhgielsen, der opstér p& grund of tilseetningen aof Intern Kontrol, er irrelevant.
Sensitiviteten for detektionssystemet pévirkes ikke.
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8.4 Forberedelse af PCR

Gor det nedvendige antal reaktionsbeholdere eller en 96-brends

reaktionsplade klar til de planlagte reaktioner. | den felgende tabel findes en

liste over anbefalede materialer:

Artikel B | Katalog- Prod Opbevqrjn Kompress-
rtike etegnelse A roducent gsrack ionsmétte
96-brends 96.Well
optisk o_ . e| 4306 Applied ,
reaktions- '_Ohco 737 Biosystems nel
Reaction Plate
plade
Optical
Selvkleebende AdEeI;:i?/e 4311 Applied ia
optiske folier 971 Biosystems
Covers
reaktions- Optical Tubes, 4316 .Apphed ja
beholdere 8 Tubes/Strip 567 Biosystems
Optisk .
Bt MicroAmp® | N80109 |  Applied .
) Optical Tubes :
beholdere p 33 Biosystems
o ABI PRISM .
Optiske l&g Optical Caps, 4323 .Applled nej
(flade) 8 Caps/Strip 032 Biosystems

Bemeerk: Benyttelsen of

reaktionsbeholdere il

optiske malinger

med

hveelvede ldg er kun tilladt til ABI PRISM 7700 SDS instrumentet og kreever en
omstilling aof belysningstiden (se 8.5.2 Programmering aof ABI PRISM 7700
SDS, 8.5.2.5 Vigtige ekstraindstillinger).

" Det er nedvendigt at 8bne reaktionsbeholderne nér de seettes ind og tages ud of det
todelte opbevaringsrack. Brug udelukkende den nederste del af rack’et for at undgé

kontaminationer.

14
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Bemeerk ved opseetningen af PCR, at hver PCR-kersel medfarer mindst en
Kvantificeringsstandard samt en negativ kontrol (Water, PCR grade). Til
udarbejdelse af en standardkurve anvendes pr. PCR-kersel alle vedlagte
Kvantificeringsstandarder (EBVY LC/RG/TM QS 1 - 4). Alle reagenser skal,
inden tfesten startes, optees fuldsteendigt ved stuetemperatur, blandes godt

(gentagen pipettering eller kort vortexen) og centrifugeres kort.

For tilfeeldet, at De b&de vil kontrollere oprensningen af DNA og en eventuel
inhibition af PCR, skal den Interne Kontrol tilssettes oprensningen i forvejen (se
8.2 Intern Kontrol). Brug dertil felgende pipetteringsskema (se endvidere

skematisk oversigt i Fig. 1):

. . EBV RG/TM Meister 30t 360t
1. Tilsaetning af

Master Mi EBV RG/TMIC 0 ul 0 ul
aster Vi Samlet volumen 30 ul 360 ul

ter Mi I for h I

2. Tilszetning af Master Mix 30 u or hver 30 u
Prove 20 ul for hver 20 ul

PCR-reakti

SLHCELCT Samlet volumen 50 ul for hver 50 ul

Hvis De udelukkende vil anvende Intern Kontrol til kontrol of en PCR-
inhibition, skal den tilseettes direkte til EBY RG/TM Master. Brug dertil

felgende pipetteringsskema (se endvidere skematisk oversigt in Fig. 2):

EBV.RG/TMMaster. 3044 3604
1. Tilseetning af
Mastor Mi EBV RG/TM IC 2 ul 24 ul
aster i Samlet volumen 32 ul 384 ul
ter Mi 30ul for hver 30 ul’
2. Tilseetning of Master Mix = or hver SUL
Preve 20 ul for hver 20 ul
PCR-reakti
CRoreaktion Samlet volumen 50 ul for hver 50 ul

Pipettér 30 ul af Master Mix i hver reaktionsbeholder hhv. i hver fordybning i

96-brends-reaktionspladen. Derefter tilszettes 20 ul af eluatet fra

" Volumenforhgijelsen. som opstér p& grund af Intern Kontrol, er irrelevant. Sensitiviteten
for detektionssystemet pdvirkes ikke.
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DNA-isoleringen. Serg for, at begge oplesninger blandes godt igennem, ved
at afpipettere og opsuge dem flere gange. Luk reaktionsenhederne (brend)
med de tilherende l&g, eller hvis der anvendes en 96-brends-reaktionsplade
ved hjelp af selvkleebende optiske folier (Optical Adhesive Covers). For at
samle opseetningsvolumenet i rer- eller hhv. pladebunden, centrifugeres
reaktionsbeholderne (i et til PCR-rer egnet opbevaringsrack) hhv. 96-brends-
reaktionspladen i en centrifuge med mikrotiterplade-rotor i cirka 30 sekunder
ved 1.780 x g (4.000 rpm). Hvis De ikke har en s&dan centrifuge, s& serg for
ved tilssetningen af PCR-reaktionerne at pipettere b&de Master Mix og

prevevolumenet pd bunden af reaktionsbeholderne hhv. reaktionsenhederne
(brende). Opbevar reaktionsopsaetningerne ved +4°C indtil ABI PRISM SDS
instrumentet er programmeret (se 8.5 Programmering af ABI PRISM SDS) og

overfer dem derefter til apparatet.

Bemazerk:

» Seet, ved brug af optiske reaktionsbeholdere sammen med optiske 1&g,
altid et opbevaringsrack ind (?6-Well Tray/Retainer Set) i instrumentet
(ABI PRISM 7000, 7700 og 7900HT SDS). Ved anvendelsen af det

todelte opbevaringsrack er det nedvendigt, at &bne reaktionsbeholderne
ved indsaetningen og udtagningen. Brug udelukkende den nederste del of
rack’et for at undgd kontaminationer i forbindelse med dette.

* Ved benyttelse af 96-brands optiske reaktionsplader sammen med

selvklaebende optiske folier er det nadvendigt, at der leegges en

kompressionsmétte p& (Optical Cover Compression Pads).
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Tilseetning af Intern Kontrol il oprensningen

Fig. 1:  Skematisk arbejdsforlab til kontrol af oprensningen og PCR-
inhibition.

*Det er yderst vigtigt at serge for, at de anvendte oplesninger
er fuldsteendigt opteet, blandet godt og centrifugeret kort.
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Tilseetning af Intern Kontrol til artus Master

e
\ Y
s

v v

Y

Fig. 2:  Skematisk arbejdsforlab fil kontrol af PCR-inhibition.

*Det er yderst vigtigt at serge for, at de anvendte oplasninger
er fuldsteendigt opteet, blandet godt og centrifugeret kort.
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8.5 Programmering af ABI PRISM SDS

Softwaren til ABI PRISM 7000, 7700 og 7900HT Sequence Detection Systems
(SDS) kraever nogle ekstrainformationer, inden PCR-karslen kan startes. Fordi
fremgangsmé&den ved programmeringen af de enkelte instrumenter er

forskellig, behandles de i separate kapitler.

8.5.1 Programmering af ABI PRISM 7000 SDS

Udarbejd til detektion aof EBV-DNA en profil p& Deres ABI PRISM 7000 SDS
efter de falgende seks arbejdstrin (8.5.1.1 - 8.5.1.6). Alle angivelser refererer
til ABI PRISM 7000 SDS software version 1.0.1. Detaljer vedrgrende
programmering af ABI PRISM 7000 SDS findes i ABI PRISM 7000 SDS

User Guide. Af hensyn til overskueligheden er indstillingerne, der skal

foretages, fremhaevet med sorte rammer i figurerne.

8.5.1.1 Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-korsel

Veaelg p& ABI PRISM 7000 SDS menupunktet New, som befinder sig under File,
og indstil for det nye dokument felgende grundindstillinger (se Fig. 3). Et i
forvejen gemt template (SDS Template [*.sdt]) findes i Template-listen eller
ved hjelp af Browse-funktionen (se 8.5.1.5 Arkivering af PCR-karslen).

Bekreaeftindtastningerne (OK).

New Document

Assay ! |Absolute Quantitation

Container: |ag-well Clear 1

Template : IBIank Document

Browse ... I
concel_|

Fig. 3: Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-karsel (New Document).
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8.5.1.2 Oprettelse/valg af detektorer

Ved hjelp af den separate menu Detector Manager, som befinder sig under
Tools, tildeles dokumentet de tilsvarende detektorfarvestoffer. Til detektion af
EBV-DNA sdvel som den Interne Kontrol ved hjeelp afartus EBY TM PCR Kit

skal reporterne/quencherne, som er angivet i den felgende tabel, defineres:

Detektion Reporter Quencher
EBV-DNA FAM none
Intern Kontrol (EBVY RG/TMIC) VIC none

Veelg til udarbejdelse af disse detektorer i Detector Manager den forneden til

venstre lokaliserede option File og derefter optionen New.

New Detector N x| New Detector: i x|

Name: Iartus EBY Name: Ianus EBVIC
Description: Ianus EBV TM PCRKit Description: IartusEBVTMPCRKi( 1
1— Reporter Dye: IFAM :l Reparter Dye: IV‘C LI
Quencher Dye: I(none) l] Quencher Dye; l(none) El
Color: - Color: -
Notest— T

Create Anather Cancel Create Anather | I oK l Cancel |

Fig. 4: Udarbejdelse of den EBV- Fig. 5: Udarbejdelse af den Intern
specifikke  detektor  (Detector Kontrol-specifikke detektor
Manager). (Detector Manager).

Definér i vinduet, som nu kommer frem, reporter/quencher-kombinationen
FAM/none (tilsvarende Fig. 4 og Fig. 5) for at pd&vise EBV-DNA. Velg til
detektion af den Interne Kontrol, kombinationen VIC/none. Ved bekraeftelsen
af indtastningerne (OK) vender De tilbage til Detector Manager. Markér de
netop oprettede detektorer og transferer hvert udvalg, ved at klikke pé&
optionen Add to Plate Document, til Well Inspector (se Fig. 6). Luk vinduet

(Done).

|
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Detector Manager 5,

— Detector List
Find: I j j
Detector Name| Description | Reporter | Quencher |Color| Notes N 1
artus EBY artus EBY TM PCR Kit FAM (none)
artus EBY IC  artus EBY TM PCR Kit VIC (none) -
File = l Add To Plate Document l 2

e T3

Fig. 6: Valg af detektorer (Detector Manager).

8.5.1.3 Tildeling af de nedvendige informationer til
pladepositionerne

Abn optionen Well Inspector, som befinder sig under View fil at finde de
detektorer, som De allerede har valgt under 8.5.1.2 (se Fig. 7).

Well Inspector i f(_l

Wells):
Sample Name: IOS1

Detector
artus EBY

Reporter Quencher
FANM {(none)

v

V |artus EBY IC [
Standard - 1
NTC
<] | |
I~ Omitwell :
assive
wid Detector| Remove | ROX =2

Fig. 7: Tildeling af de n@dvendige informationer til pladepositionerne (Well Inspector).

Markér de til detektion af EBV-DNA belagte pladepositioner. Tildel de udvalgte
detektorer til positionerne, og aktivér Use-optionen for begge detektorer ved at
klikke p& dem. Der dukker et hak op. For at navngive de enkelte
reaktionsopsaetninger, veelg den tilherende position p& pladen og indtast
navnet under Sample Name. Bemaerk, at opseetninger med identisk Sample
Name og identisk detektortilvisning identificeres af softwaren som replikat, og
at der vedrerende deres kvantificerede smitstofbelastning beregnes en

gennemsnitsveerdi. Veelg dernzest den tilsvarende funktion (Task) for hver
|
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prevetype ifelge den nedenstdende tabel:

Funktion

Prevetype Koncentrc'hon Reporter Quencher
Prave Unknown - FAM none
Negativ kontrol NTC - FAM none
Standard Standard se 1. Indhold FAM none

Til  udarbejdelsen  of standardkurve  anvendes vedlagte

Kvantificeringsstandarder (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4) pr. PCR-karsel. Indtast de
tilherende koncentrationer (se 1. Indhold) for hver enkel standard, i feltet
Quantity. Bemeerk, at ROX til en PCR-kersel med artus EBY TM PCR Kit skal
indstilles som passiv reference (Passive Reference). En jeevn fordeling af ROX-
farvestoffet p& alle PCR-opsaetninger af et lot, ved en blanding af EBVY RG/TM
Master, sikrer genkendelsen og beregningen af tube-to-tube- variationer
(fluorescensforskelle mellem forskellige PCR-opsaetninger) via Sequence

Detection Software (normalisering).

8.5.1.4 Oprettelse af en temperaturprofil

Skift, for at indtaste temperaturprofilen, i softwaren fra Setup-planen til
Instrument-planen. Indtast nu, tilsvarende Fig. 8, den til detektion af EBV-DNA
gyldige temperaturprofil. For at fijerne det i forindstillingerne gemte 50°C-trin,
markér dette ved hjeelp af venstre musetast mens Shift-tasten holdes nede og
slet det derefter med Backspace-tasten. Kontrollér, at reaktionsvolumenet er
indstillet til 50 ul. Optionen 9600 Emulation skal aktiveres. Forindstillingerne til

Auto Increment forbliver uforandret (Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).
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Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile I Auto Increment I

Stage 1 Stage 2
Repsfl ] RepsfE ]
B5.0 5.0 |
10:00 P15 | 1

| o | Add Step | Sample Volume [50 [uL]I__z

I”" Dissociation Protocol C

v ioh 3

Fig. 8: Oprettelse af en temperaturprofil.

8.5.1.5 Arkivering af PCR-kerslen

Gem de indtastede indstillinger (Setup) som maske, s& de kan benyttes ved
senere anvendelser i aendret eller uvsendret form. Ved at arkivere
indstillingerne som SDS Template (*.sdt) i det af Applied Biosystems oprettede
Template Directory (Local Disk [C:]\Program Files\ABI PRISM 7000\Templates)
kan dette dokument veelges direkte ud fra Template drop-down-listen i New
Document-vinduet. Forleeg, som er gemt i andre mapper, skal &bnes via
Browse. Serg altid for atgemme den aktuelt programmerede PCR-kersel en
gang til som SDS Document (*.sds) inden testen startes. Dermed sikres

arkiveringen af de data, der har samlet sig under PCR-karslen.

8.5.1.6 Start af PCR-kerslen

Start PCR-karslen ved at veelge optionen Start under menupunktet Instrument

eller via feltet Start p& Instrument-planen.
|
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8.5.2 Programmering af ABI PRISM 7700 SDS

Udarbejd til detektion aof EBV-DNA en profil p& Deres ABI PRISM 7700 SDS
efter de falgende syv arbejdstrin (8.5.2.1 - 8.5.2.7). Alle angivelser refererer til
ABI PRISM 7700 SDS software version 1.9.1. Detalier vedrerende
programmering af ABI PRISM 7700 SDS findes i ABI PRISM 7700 SDS

User's Manual. Af hensyn til overskueligheden er indstillingerne, der skal

foretages, fremhaevet med sorte rammer i figurerne.

8.5.2.1 Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-kersel

Veaelg p& ABI PRISM 7700 SDS menupunktet New Plate, som befinder sig
under File, og indstil for det nye dokument felgende grundindstillinger (se

Fig. 9). Bekraeft indtastningerne (OK).

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

Plate Format: | Standard Plate 3|

Run: [ Real Time B

————————————
N ———r

Fig. 9: Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-karsel (New Plate).

8.5.2.2 Valg of fluorescensfarvestoffer og tildeling af prevetypen

Ved hjeelp of Sample Type Setup (Setup-planen: Sample Type/Sample Type
Setup) tildeler De dokumentet de tilsvarende detektorfarvestoffer og den
tilsvarende prevetype. Til detektion af EBV-DNA sével som den Interne
Kontrol ved hjeelp af artus EBV TM PCR Kit skal reporterne/quencherne

defineres. Disse er angivet i den fglgende tabel:
|
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Detektion Reporter Quencher
EBV-DNA FAM none
Intern Kontrol (EBVY RG/TMIC) VIC none

Til méalingen of EBV-DNA ved hjeelp af artus EBV TM PCR Kit skal De
tilsvarene til tabellen veelge reporterfarvestoffet FAM. Dette geelder b&de for
standarder (STND), prever (UNKN) og negativkontroller (UNKN). Til mélingen
af den Interne Kontrol (IPC+) defineres VIC som reporter. Indstil none som
guencher. Tildelingen af farvestofferne og prevetyper er vist i vinduet Sample

Type Setup i Fig. 10.

Sample Type Setup

Acronym HName Color Reporter

|IPC+ I llnternalPositive “ I[Vic i]

| s [ 1
I e =

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

Reference v

Rox e —1-2
—
) [(—r—

il

Fig. 10: Udvalg ~ of  fluorescensfarvestoffer og tildeling af prevetypen
(Sample Type Setup).

Tildelingen af prevetypen til en tilsvarende funktion (Acronym) foregdr efter

felgendetabel:

Prevetype (;Z:::;;) KorcheS;r::;;r)l Reporter Quencher
Prave UNKN - FAM none
Negativkontrol UNKN - FAM none
Standard STND se 1. Indhold FAM none
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8.5.2.3 Tildeling af de nedvendige informationer til
pladepositionerne

Velg de tilsvarende felter for tildelingen af detektorerne og prevetyperne til de
enkelte pladepositioner. Abn derefter dialogvinduet Dye Layer p& Setup-
planen, og tildel den tilherende reporter. Ved at aktivere pop-up menuen
Sample Type, genfinder De i den fremkommende liste de i Sample Type
Setup til reporteren tildelte provetyper (se Fig. 11). Veelg den passende
provetype (se tabellen under 8.5.2.2) og bestem nu tildelingen of de ovrige
pladepositioner ved hjelp af Dye Layers og Sample Type-menuen. | feltet
Sample Name kan der tildeles et navn til enhver preve. Felter, der er defineret
som Replicate (indtastning af navnet for referencepreven i spalten Replicate)
beregnes af softwaren vedrerende deres kvantificerede smitstofbelastning

som middelvaerdi. Desuden beregnes standardafvigelsen.

ample Type: |® STND - Standard ample Type: | STND - Standard 3 Il
ie Name: UNKH - Unknown o Hame:
A g * P HEMEEL UNKN - No Template Control ample Name : 051 | 1
Replicate: | Sample Type Setup... Replicate: |
Quantity: | Notln Use Quantity: |1 0e+04
2 Show Analysis J Dye Layer: | Fam = Show Analysis lF)ye Layer: ! FAM > I
— - 2
2 3 4 S5 2 3 4 S
3 =T 3
B B

Fig. 11/12: Tildeling af de nedvendige informationer til pladepositionerne.

Til  udarbejdelsen of en standardkurve anvendes alle  vedlagte
Kvantificeringsstandarder (EBY LC/RG/TM QS 1 - 4) pr. PCR-karsel. Indtast de
tilherende koncentrationer (se 1. Indhold) for hver enkel standard (Quantity,
se Fig. 12). Dette er dog kun muligt, hvis de med standarder belagte
positioner i forvejen bliver defineret som standarder ved hjeelp af menuen

Sample Type.
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8.5.2.4 Oprettelse af en temperaturprofil

Skift, for at indtaste temperaturprofilen, til Thermal Cycler Conditions-menuen
pd& Setup-planen. Indtast nu, tilsvarende Fig. 13, den til detektionen of EBV-
DNA gyldige temperaturprofil. Kontrollér, at reaktionsvolumenet er indstillet til
50 pul. Forindstillingerne for Ramp-tiderne og Auto Increment forbliver

uforandret (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C, 0.0 Seconds).

Thermal Cycler Conditions

Stagel Stage2
Repeat

[«]»]
A Ly Auto Increment | Sample Yolume I ' Show Data Collection I
fgd Holg | ooE e | 2

e
L 7 g
5T L

g T | | o Seconds

PR AT f—

Fig. 13: Oprettelse af en temperaturprofil.

Endvidere befinder sig i Thermal Cycler Conditions-menuen optionen Show
Data Collection. Ved valg af denne option kommer De til det i Fig. 14 viste
vindue. Hver Ramp- og hver Plateau-temperatur er forsynet med et symbol for
datasamling (Data Collection Icon), dette anskueligger samlingen af data pé
det nuveerende tidspunkt i kerslen. Fiern alle symboler ved at klikke p& dem,
undtagen det til tidspunktet for Annealing-Extension-trinnet (Stage2/Step2) for
at undgd unedvendige fluorescensmalinger. Derved holdes den samlede

kerselstid og datameengde s& lav som mulig.
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Thermal Cycler Conditions
Stagel Stage2
Repeat
[4]»]

R Auto Increment  Sample Yolume Show Time And Temp I

Al Hatd | 8= ec | 50w

w5t Ramp Yiwe . | | 04 Seconds

A Hen )

Fig. 14: Datasamling (Data Collection).

8.5.2.5 Vigtige ekstraindstillinger

Til indstillingen af belysningstiden (aktivering af fluorescensfarvestofferne)
s@vel som til udvalget af Pure Spectra/Background-filerne, skiftes fra Setup-
planen til Analysis-planen. Veelg i menuen Instrument under Diagnostics det
nu aktiverede underpunkt Advanced Options. Foretag indstillingerne
tilsvarende til Fig. 15. Ved inaktivering af valgfunktionen Spectra Components
(Analysis) benyttes der ved en gentagen vurdering af allerede analyserede
karsler automatisk de pé tidspunktet for genereringen (opsamlingen) af data i
Spectra Components-mappen gemte, aktuelle kalibreringsdata. For at f& en
analyse of gamle kaersler under anvendelse aof nyindtastede Spectra
Components er det negdvendigt, at aktivere disse to felter. Laeg meerke ftil, at
ROX for en PCR-karsel med artus EBV TM PCR Kit skal indstilles som passiv
reference (Reference). En jeevn fordeling af ROX-farvestoffet p& alle PCR-
opseaetninger i et lot ved en gennemblanding af EBV RG/TM Master sikrer

genkendelsen og beregningen af tube-to-tube variationer (fluorescensforskelle
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mellem forskellige PCR-opsaetninger) via Sequence Detection Software
(normalisering).

Bemzerk: Ved anvendelse af 96-brends reaktionsplader til optiske malinger i
forbindelse med selvkleebende optiske folier (Optical Adhesive Covers) eller
optiske reaktionsbeholdere med flade 1&g, skal belysningstiden (Exposure
Time) vare ti millisekunder. Hvis De anvender optiske reaktionsbeholdere

med hveelvede l&g, skal tidsangivelsen stilles p& 25 millisekunder.

Advanced Options

—Yiewer

E isplay mse in Multicomponent Yiew

Iz isplay best fit in Raw Spectra View

—Analysis: Spectra Components

I:I se background in "Spectra Components” folder

se pure spectra in "Spectra Components” folder

——Miscellaneous

Set 7700 Exposure Time for Plates :| 4

se Spectral Compensation for Real Time

se Spectral Compensation for Endpoint
eference I ROX > 5

——

( cancel | |__0k | 6

Fig. 15: Vigtige ekstraindstillinger (Advanced Options).

8.5.2.6 Arkivering af PCR-kerslen

Her kan De gemme de indtastede indstillinger (Setup) som maske, s& de kan
benyttes i senere anvendelser i aendret eller usendret form. Hertil skal De
gemme filen i Stationary File Format. Inden De starter den aktuelt
programmerede PCR-karsel, er det ngdvendigt, at gemme den en gang fil i

artus EBV TM PCR Kit ~ 03/2015 29



Normal File Format. Dermed sikres arkiveringen af de data, der har samlet sig

under PCR-karslen.

8.5.2.7 Start af PCR-kerslen

Start PCR-kerslen ved at veelge optionen Run under menupunktet Instrument

eller feltet Run p& Analysis-planen.

8.5.3 Programmering af ABI PRISM 7900HT SDS

Udarbejd til detektion af EBV-DNA en profil p& Deres ABI PRISM 7900HT SDS
efter de folgende seks arbejdstrin (8.5.3.1 - 8.5.3.6). Alle angivelser refererer
til ABI PRISM 7900HT SDS software version 2.1. Detalier vedrerende
programmeringen af ABl PRISM 7900HT SDS findes i ABI PRISM 7900HT SDS
User Guide. Af hensyn til overskueligheden er indstillingerne, der skal

foretages, fremhaevet med sorte rammer i figurerne.

8.5.3.1 Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-korsel

Veelg p& ABI PRISM 7900HT SDS menupunktet New, som befinder sig under
File, og indstil for det nye dokument fzlgende grundindstillinger (se Fig.
16). Et i forvejen gemt template (ABI PRISM SDS Template Document [*.sdt])
findes i Template-listen eller ved hjelp af Browse-funktionen (se 8.5.3.5

Arkivering of PCR-karslen). Bekraeft indtastningerne (OK).

Bemaerk: artus EBV TM PCR Kit kan ikke anvendes i forbindelse med 384’er
pladeformatet af ABI PRISM 7900HT SDS.
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New Document 5]

Assay: IAbsqute Quantification (Standard Curve)

El
Container: [96 Wells Clear Plate =1
El

Template: IBIankTemplate

Browse... |

Barcode: I

q el

Fig. 16: Forindstillinger ved oprettelsen af en ny PCR-karsel (New Document).

8.5.3.2 Oprettelse/valg af detektorer

Ved hjzlp af den separate menu Detector Manager, som befinder sig under
Tools (alternativt: Veelg Setup-planen/Add Detector-funktion), tildeles
dokumentet de tilsvarende detektorfarvestoffer. Til detektionen af EBV-DNA
s@vel som den Interne Kontrol ved hjelp af artus EBV TM PCR Kit skal

reporterne/quencherne, der er angivet i den falgende tabel, defineres:

Detektion Reporter Quencher
EBV-DNA FAM Non Fluorescent
Intern Kontrol (EBY RG/TMIC) VIC Non Fluorescent

Veelg til udarbejdelsen af disse detektorer i Detector Manager den forneden til

venstre lokaliserede option New.

|
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Add Detector | ¥]

 ————————————— ]
Narre: | artus EBV

Descrigtion: | artus EBY TM PCR Kit

Add Detector [ X]
—_————
Narme: Iartus EBVIC

Description: | artus EBV Th PCR Kit

Reporter: lFAM 'l Reporter: lVIC 'I
Quencher: |Non Fluorescent v] Quencher: ]Nun Fluorescent '|
coior: [N color: |

Notes: | Notes:

=<1k

Fig. 17: Udarbejdelse of den EBV- Fig. 18: Udarbejdelse of den Intern
specifikke  detektor  (Detector Kontrol-specifikke detektor
Manager). (Detector Manager).

Definér i vinduet som nu kommer frem reporter/quencher-kombinationen
FAM/Non Fluorescent (tilsvarende til Fig. 17 og Fig. 18) til detektion af EBV-
DNA. Velg til detektion af den Interne Kontrol, kombinationen VIC/Non
Fluorescent. Ved bekreeftelse aof indtastningerne (OK) vender De tilbage til
Detector Manager. Markér de lige oprettede detektorer, og transferer hvert
udvalg, ved at klikke p& optionen Copy to Plate Document, til Setup- planen

(se Fig. 19). Luk vinduet (Done).
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Find: I ;I LI

I Narne I Reporter I Quencher I Colorl Modification Date
rus EBY Fam Non Fluorescent 1 - 1
rtus EBY IC WIC Non Fluorescent [ ]
New... I Open I Save As... | Import... | Export... I Copy To Plate Document [ 2

Fig. 19: Valg of detektorer (Detector Manager).

8.5.3.3 Tildeling af de nedvendige informationer til
pladepositionerne

Efter De har lukket Detector Manager (Done) findes detektorerne De selv har
udvalgt under 8.5.3.2 tabellarisk opstillet (se Fig. 20) p& Setup-planen (Well

Inspector).

Setup | instrument |
Well(s): A1 _ll

Sample Name: IQ,E: 1

Use Detector Reporter Task Quantity Color I
[ artus EBY FAM Standard i3 | 1E4
X artus EBY IC VIC Unknown 0

|
—

NTC

Add Detector ... I Clesr, Gopyto Marager

Passive Reference: |[ROX ¥ 2

[ Omit Well(s)

Fig. 20: Tildeling af de nadvendige informationer til pladepositionerne.

Markér de til detektion af EBV-DNA belagte pladepositioner. Tildel de udvalgte
detektorer til positionerne idet De aktiverer Use-optionen for begge detektorer
ved at klikke p& dem. Der dukker et kryds op. For at navngive de enkelte
reaktionsopseetninger, veelger De den tilherende position p& pladen og

indtaster navnet under Sample Name. Bemaerk, at opszetninger med identisk
|

artus EBV TM PCR Kit 03/2015 33



Sample Name og identisk detektortilvisning identificeres af softwaren som
replikat, og at der vedrerende deres kvantificerede smitstofbelastning

beregnes en gennemsnitsveerdi. Dernaest veelger De den tilsvarende funktion

(Task) for hver provetype ifelge den nedenstdende tabel:

Provetype Funktion Konentrc.hon Reporter Quencher

Prove Unknown - FAM Non Fluorescent
Negativ kontrol NTC - FAM Non Fluorescent
Standard Standard se 1. Indhold FAM Non Fluorescent

Til  udarbejdelsen of en standardkurve anvendes «alle  vedlagte
Kvantificeringsstandarder (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4) pr. PCR-karsel. Indtast de
tilherende koncentrationer (se 1. Indhold) for hver enkel standard i feltet
Quantity. Bemaerk, at ROX for PCR-karsler med artus EBV TM PCR Kit skal
indstilles som passiv reference (Passive Reference). En jaevn fordeling af ROX-
farvestoffet p& alle PCR-opsaetninger af et lot ved en gennemblanding of EBVY
RG/TM Master sikrer genkendelsen og beregningen aof tube-to-tube
variationer (fluorescensforskelle mellem forskellige PCR-opsaetninger) via

Sequence Detection Software (normalisering).

8.5.3.4 Oprettelsen af en temperaturprofil

Skift, for at indtaste temperaturprofilen fra Setup-planen til Instrument-planen.
Indtast nu, tilsvarende Fig. 21, den til detektion of EBV-DNA gyldige
temperaturprofil. Kontrollér, at reaktionsvolumenet er indstillet til 50 wul.
Optionen 9600 Emulation skal aktiveres. Forindstillingerne for Ramp-tiden og

Auto Increment forbliver uforandret (Ramp Time: 0:00, Auto Increment: 0.0°C,

0.0 Seconds).
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Setup Instrument |

~Thermal Cycler Protocol

Thermal Profite | auto Increment | Ramp Rete | Data Coliection |
|
Stage 1 Stage 2

Repeats IE

IQS.U IQS.O

Add Cycle Add Hold Add Step | Delete Step l Sampleseline by 2
| 50

Add Dissociation Stage
v 3600 Emulation e 73

Fig. 21: Oprettelsen af en temperaturprofil.

Endvidere befinder sig p& Instrument-planen optionen Data Collection. Ved
valg af denne option kommer De til det i Fig. 22 viste vindue. Hver Ramp- og
hver Plateau-temperatur er forsynet med et symbol for datasamling (Data
Collection Icon), dette anskueligger samlingen af data p& det nuveerende
tidspunkt af kerslen. Fiern alle symboler ved at klikke p& dem, undtagen det til
tidspunktet for Annealing-Extension-trin  (Stage2/Step2) for at undgé
unagdvendige fluorescensmélinger. P& denne mdade holdes den samlede

datamaengde sé lav som mulig.
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Setup Instrurmert |

~Thermal Cycler Protocol

Thermal Profie | Auto Increment | Ramp Rate  Data Collectionl

Stage 1 Stage 2 -
Repeats I-E
95.0 95.0
55.0
O
fud
i Cycle Aokt Hofd Add Step | Delete Sten | Sample Volume (uL):
50

LddBissacistion Stage

[V 9600 Emulation

Fig. 22: Datasamling (Data Collection).

8.5.3.5 Arkivering af PCR-korslen

Her kan De gemme de indtastede indstillinger (Setup) som maske, s& de kan
benyttes ved senere anvendelser i aendret eller uaendret form. Ved at arkivere
indstillingerne som ABI PRISM SDS Template Document (*.sdt) i mappen
Template Directory ([D:]/Program Files\Applied Biosystems\SDS 2. 1\
Templates, oprettet af Applied Biosystems) kan denne fil veelges direkte ud fra
Template-listen i New Document-vinduet. Kopier, som er gemt i andre
mapper, skal &bnes via Browse. Inden de starter den aktuelt programmerede
PCR-kersel, er det nedvendigt at gemme den en gang til som

ABI PRISM SDS Document (*.sds). Dermed sikres arkiveringen af de data,

der har samlet sig under PCR-kgrslen.

8.5.3.6 Start af PCR-kerslen

Start PCR-kearslen ved at veelge optionen Start under menupunktet

Instrument.
|
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9. Analyse

Inden instrumentet sesettes igang, kreeves en korrekt kalibrering aof
farvestofferne (Pure Spectra Component File) og baggrunden (Background
Component File). Disse kalibrerings-filer er nedvendige for den praecise

beregning af resultaterne pé felgende méde:

Forstyrrende signaler der stammer fra instrumentet og pdvirker malingen,
elimineres af Sequence Detection Software fra ABI PRISM Sequence Detection

Systems ved hjzlp af Background Component File.

Desuden optreeder der ved multifarve-analyser interferenser mellem

emissionsspektrerne for de enkelte fluorescensfarvestoffer. Softwaren til
ABI PRISM SDS kompenserer disse interferenser idet den beregner

spektraldataene for de enkelte farvestoffer, der er gemt i Pure Spectra
Component File. Tildelingen af fluorescensdataene til de programmerbare
detektorer, der i lgbet af PCR’en har samlet sig over hele det mdlbare
spektrum, sker ligeledes af softwaren ved hjaelp af Pure Spectra Components.
Derefter bliver de beregnede fluorescensdata for de enkelte farvestoffer til
udregning af tube-to-tube variationer (fluorescensforskelle mellem forskellige
PCR-opseetninger) delt via et signal af den passive reference (ROX). Nar
signalerne er blevet normaliseret p& denne méde, kan de analyseres ved

hjeelp aof Amplification Plot.

Kalibreringsfilerne, som blev brugt ved analysen of PCR-kerslen, gemmes
automatisk ved arkiveringen. Hvis der ikke er installeret nogen
kalibreringsfiler, s& bedes De felge anvisningerne i ABI PRISM SDS User
Guide/Manual vedrarende oprettelsen af sddanne filer. Hvis De har integreret
mere end et artus TM PCR-system i Deres PCR-kersel (bemaerk
temperaturprofilen), s& skal disse testsystemer analyseres separate. Prover
med identisk betegnelse (Sample Name) og detektortilvisning identificeres af

ABI PRISM 7000 og 7900HT SDS Software
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automatisk som replikat, og der beregnes vedrerende deres kvantificerede
smitstofbelastning en gennemsnitsvaerdi.

Falgende resultater er mulige:

1. Et FAM-fluorescenssignal detekteres.

Analysens resultat er positivt: Preven indeholder EBV-DNA.

| detfte tilfeelde er detektionen aof et VIC-fluorescenssignal (Intern Kontrol)
uvaesentligt, da heje udgangskoncentrationer aof EBV-DNA (positivt FAM-
fluorescenssignal) kan fare til et reduceret og tilmed helt udeblivende fluorescens-

signal af den Interne Kontrol (konkurrence).

2. Der detekteres ikke noget FAM-fluorescenssignal, men kun et

VIC-fluorescenssignal (signal fra den Interne Kontrol).

| preven kan der ikke pdvises EBY-DNA. Den kan sdledes betragtes som
negativ.

Ved negativ EBV-PCR udelukker det detekterede Intern Kontrol-signal muligheden for
en PCR-inhibition.

3. Der  detekteres hverken et  FAM-fluorescenssignal eller et
VIC-fluorescenssignal.
Et diagnostisk udsagn er ikke muligt.

Information om fejlkilder og afhjeelpning er angivet under 10. Fejlkilder.

Eksempler p& positive og negative PCR-reaktioner er angivet i figurerne 23/24
(ABI PRISM 7000 SDS), 25/26 (ABI PRISM 7700 SDS) og 27/28 (ABI PRISM
7900HT SDS).
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Fig. 23: Detektion af Kvantificeringsstandarder (EBV LC/RG/TM QS T -
4) gennem detektionen af et FAM-fluorescenssignal (ABI
PRISM 7000 SDS). NTC: non-template control
(negativkontrol).
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Fig. 24: Detektion af den Interne Kontrol (IC) gennem detektionen af et
VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM 7000 SDS) ved samtidig
amplifikation af Kvantificeringsstandarder
(EBV LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template  control

(negativkontrol).
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Fig. 25: Detektion af Kvantificeringsstandarder (EBV LC/RG/TM QS T -

4) gennem detektionen af et FAM-fluorescenssignal (ABI
PRISM 7700 SDS). NTC: non-template control

(negativkontrol).

1T U L R it i)

Fig. 26: Detektion af den Interne Kontrol (IC) gennem detektionen af et

VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM 7700 SDS) ved samtidig
amplifikation af Kvantificeringsstandarder

(EBVLC/RG/TM QS 1-4).  NTC:

non-template  control
(negativkontrol).
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Fig. 27: Detektion of Kvantificeringsstandarder (EBY LC/RG/TM QS 1 -
4) gennem detektionen aof et FAM-fluorescenssignal (ABI
PRISM® 7900HT SDS). NTC: non-template control
(negativkontrol).
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Fig. 28: Detektion af den Interne Kontrol (IC) gennem detektionen af et

VIC-fluorescenssignal (ABI PRISM® 7900HT SDS) ved samtidig
amplifikation af Kvantificeringsstandarder

(EBV LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template  control
(negativkontrol).
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10. Fejlkilder

Intet FAM-fluorescenssignal ved positivkontrollerne (EBY LC/RG/TM QS 1 - 4):
* Valget of detektorfarvestofferne ved PCR-data-analysen svarer ikke fil
angivelserneiprotokollen.

€ Valg for data-analysen detektorfarvestoffet FAM for den analytiske

EBV-PCR og detektorfarvestoffet VIC for PCR’en of den Interne

Kontrol.
» Indstillingen til analysen of de benyttede data (Extension Phase Data

Extraction), som befinder sig under Options, stemmer ikke overens med
indstillingerne af Data Collection (vedrerende ABI PRISM 7700 SDS se
8.5.2.4 Oprettelse af en temperaturprofil, vedrerende ABI PRISM

7900HT SDS se 8.5.3.4 Oprettelse af en temperaturprofil).
€ Analysér kerslen med korrigerede indstillinger og gentag analysen
(Analysis).
* Fejl i programmeringen af temperaturprofilen af ABI PRISM Sequence
Detection Systems.
€ Sammenlign temperaturprofilen med angivelserne i protokollen (se
8.5 Programmering af ABI PRISM SDS).
* Fejl i sammenseetningen af PCR-reaktionen.

© Kontrollér Deres arbejdstrin ved hjelp af pipetteringsskemaet (se

8.4 Forberedelse af PCR) og gentag i givent tilfeelde PCR’en.

» Betingelserne for opbevaring af en eller flere af kittets komponenter
svarede ikke til de i 2. Opbevaring angivne forskrifter eller
holdbarhedsdatoen for artus EBV TM PCR Kit blev overtrédt.
© Kontrollér  venligst  bdde betingelserne  for opbevaring  og

holdbarhedsdatoen (se p& kit-etiketten) af reagenserne og anvend i

givent tilfeelde et nyt kit.

Svagt eller fraveerende signal fra den Interne Kontrol (VIC-fluorescenssignal)

og samtidig fraveer af et FAM-fluorescenssignal for den specifikke EBV-PCR:

» PCR-betingelserne svarer ikke til protokollen.
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€ Kontrollér betingelserne (se foroven) og gentag i givent tilfeelde
PCR’en med korrigerede indstillinger.

e PCR’en er blevet inhiberet.

© Sorg for, at De anvender en af os anbefalet oprensningsmetode (se
8.1 DNA-isolering) og hold Dem ngije til producentens anvisninger.

€ Kontrollér, at der ved DNA-oprensningen, fer gennemfarelsen af
elueringen, blev gennemfert det anbefalede centrifugeringstrin til den
fuldsteendige fiernelse af ethanol-rester (se 8.1 DNA-isolering).

» Der foreligger tab aof DNA foré&rsaget af oprensningen.
€ Hvis den Interne Kontrol blev tilsat oprensningen, kan fraveer aof

signalet fra den Interne Kontrol betyde, at der foreligger tab af DNA
ford&rsaget aof oprensningen. Serg for, at De anvender en af os
anbefalet oprensningsmetode (se 8.1 DNA-isolering) og hold Dem
neje til producentens anvisninger.

» Betingelserne for opbevaring for en eller flere af kittets komponenter
svarer ikke til de i 2.Opbevaring angivne forskrifter eller
holdbarhedsdatoen af artus EBV TM PCR Kit blev overtradt.
© Kontrollér venligst b&dde betingelserne for opbevaring og

holdbarhedsdatoen (se p& kit-etiketten) af reagenserne og anvend i

givent tilfelde et nyt kit.

Et FAM-fluorescenssignal of den analytiske PCR ved

negativkontrollerne:
» Der foreligger en kontamination ved forberedelserne afPCR’en.
€ Gentag PCR’en med ubrugte reagenser i replikater.
€ Luk, hvis muligt, hvert af de enkelte PCR-beholdere direkte efter
tilfseetningen af den prove der skal undersages.
@ Pipettér principielt positiv-kontrollerne sidst.
€ Sorg for at arbejdsbordene og apparaterne regelmaessigt
dekontamineres.
» Der foreligger en kontamination forérsaget af oprensningen.
€© Gentag oprensningen og PCR’en for de prever der skal underseges

under anvendelse af ubrugte reagenser.
|
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© Sorg for at arbejdsbordene og apparaterne regelmaessigt

dekontamineres.

Hvis der skulle opstd yderligere spargsmal eller problemer, kontakt venligst

vores tekniske service.

11. Specifikationer

11.1 Analytisk sensitivitet

Til bestemmelsen af den analytiske sensitivitet for artus EBV TM PCR Kit blev der

udarbejdet en standard-fortyndingsraekke af 50 til nominelt 0,01 EBV-

kopiaekvivalenter /ul. Denne blev derefter analyseret of artus EBV TM PCR Kit
med ABI PRISM 7000, 7700 og 7900HT Sequence Detection Systems.

Undersggelserne for hvert apparat blev gennemfart pd tre forskellige dage

med oftte replikater. Resultaterne blev udarbejdet ved hjelp af en probit-

analyse. Dens grafiske analyse (ABI PRISM 7000 SDS) er vist i Fig. 29.

detektionsgraense (p =0,05)

ABI PRISM 7000 SDS 5,3 kopier/ul
ABI PRISM 7700 SDS 1,4 kopier/ul
ABI PRISM 7900HT SDS 0,7 kopier/ul

Det betyder, at 5,3 kopier/ul (ABI PRISM 7000 SDS), 1,4 kopier/ul (ABI PRISM
7700 SDS) hhv. 0,7 kopier/ul (ABI PRISM 7900HT SDS) kan detekteres med 95 %
sandsynlighed.

"Standarden som anvendes her, er et klonet PCR-produkt. Dens koncentration blev
bestemt spekiral- og fluorescensfotometrisk.
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Probit-analyse: Epstein-Barr-virus (ABI PRISM 7000 SDS)

0,72322 2 5,3 kopier/pl (95%)

Proportions

35 25 15 05 05 15 5 35
log (dose)

Fig. 29: Analytisk sensitivitet for artus EBV TM PCR Kit (ABI PRISM 7000
SDS).

11.2 Specificitet

Specificiteten for artus EBV TM PCR Kit sikres ferst og fremmest igennem
udvalget aof primere og prober somt ved valget af stringente
reaktionsbetingelser. Primerne og proberne blev kontrolleret for eventuelle
homologier til alle i genbanker publicerede sekvenser ved hjelp of en
sekvenssammenlignings-analyse. Detekterbarheden for alle relevante

genotyper kontrolleres herved.

Specificitetens validering blev derudover foretaget pd& seks forskellige EBV
negative serumprever, som ikke genererede et signal med de i EBV RG/TM

Master integrerede EBV specifikke primere og prober.

Til bestemmelsen af specificiteten for artus EBV TM PCR Kit blev den i Tabel 1
angivne kontrolgruppe undersegt for krydsreaktivitet. Ingen aof de testede

smitstoffer var reaktive.
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Tabel 1: Specificitetstest af kittet med potentielle krydsreaktive smitstoffer.

EBV Intern Kontrol
Kontrolgruppe FAM IC

Humant herpesvirus 1 (Herpes-simplex-virus 1)

Humant herpesvirus 2 (Herpes-simplex-virus 2)

Humant herpesvirus 3 (Varizella-zoster-virus)

Humant herpesvirus 5 (Zytomegalovirus)

Humant T-celle-leuksemi-virus 1

S S R S

Humant T-celle-leuksemi-virus 2

11.3 Reproducerbarhed

Dataene for reproducerbarheden registreres, for at kunne foretage en
regelmaessig vurdering af effekten af artus EBY TM PCR Kit samt for en
sammenligning med effekten af andre produkter. Disse bliver bekrzeftet ved

deltagelse i ringforsag.

11.4 Diagnostisk evaluering

artus EBV TM PCR Kit evalueres for tiden i flere studier.

12. Szerlige anvisninger til brug af produktet

» Alle reagenser mé udelukkende anvendes til in vitro-diagnostik.

» Kun personale, der er specielt undervist og uddannet i in vitro-
diagnostika-proceduren, bar anvende dette udstyr.

» Det er absolut nadvendigt at protokollen overholdes ngje, for at opné
optimale PCR-resultater.

» Forfaldsdatoerne for de enkelte komponenter, der er angivet p&

emballagen og etiketterne, skal overholdes. Udlgbne reagenser mé

ikke benyttes.
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13. Advarsler og forholdsregler

Sikkerhedsinformationer vedrerende artus EBV TM PCR Kit findes i de

tilsvarende sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS). Disse findes som

kompakt og brugervenlig PDF-fil under www.qiagen.com/support/msds.aspx.

14. Kvalitetskontrol

| overenstemmelse med det ISO 9001 og ISO 13485-certificerede kvalitets-
management-system fra QIAGEN blev ethvert lot of artus EBY TM PCR Kit

testet imod givne specifikationer for at sikre en ensartet produktkvalitet.

15. Litteratur

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

g Holdbar til
LoT Lotnummer
Producent

Katalognummer

Materialenummer

Handbog
In vitro diagnostik medicinsk produkt
GTIN Globalt varenummer

Indholdet er tilstreekkeligt for <N> tests

Temperaturbegraensning

~<gEE: [k

S Kvantificeringsstandard
iIC Intern Control

>
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