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artus EBV LC PCR Kit

Til anvendelse med LightCycler instrumentet.

1. Indhold
Péskrift Art. Nr. 4501063 Art. Nr. 4501065
og indhold 24 reaktioner 96 reaktioner
EBV LC Master 2 x 12 reaktioner 8 x 12 reaktioner
EBV LC/RG/TM QS 1*
5 x 10* cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LC/RG/TM QS 2°
5 x 10° cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LC/RG/TM QS 3°
5 x 107 cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LC/RG/TM QS 4*
5x 10" cop/ul 1 x 200 ul 1 x 200 ul
EBV LCIC 1x 1.000 l 2 x 1.000 ul
Hvid Water (PCR grade) 1 x 1.000 ul 1 x 1.000 ul
Qs = Kvantificeringsstandard
IC = Intern Kontrol

2. Opbevaring

artus EBV LC PCR Kit opbevares ved —15 til =30 °C og er holdbart indtil
datoen, der er angivet pd etiketten. Gentagen optening og nedfrysning (> 2 x)
bar undgds, da sensitiviteten derved forringes. Ved uregelmaessig brug skal
reagenserne derfor aliquoteres. Hvis det er nedvendigt, at opbevare kittet

ved +4°C, ma 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

» Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat.-nr. 2 158 850) til
installering af en Crosstalk Color Compensation-fil

» LightCycler Kapillarer (20 ul)

» LightCycler Cooling Block

» LightCycler Instrument

» LightCycler Capping Tool

4. Almindelige sikkerhedsregler

Felgende anvisninger skal altid overholdes af brugeren:
e Brug sterile pipettespidser med filter.

» Positivt materiale (praver, kontroller, amplifikater) skal opbevares,
oprenses og tilseettes reaktionsblandingen i et separat rum, adskildt
fra de ovrige reagenser.

*  Opto alle komponenter fuldstaendigt ved stuetemperatur, inden testen
startes.

* Bland komponenterne grundigt, og centrifuger kort.

* Der ber arbejdes hurtigt pé is eller i LightCycler Cooling Block.

5. Information om smittefare

Epstein-Barr-virusen (EBV) overferes oralt, for det meste af kontamineret spyt.
Infektionen med EBV forlgber som regel asymptomatisk, isser hos barn.
Kliniske symptomer p& en akut infektion er den pfeifferske kirtelfeber med
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feber, treethed, angina og heaevelse 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 aof polymerase kaedereaktion (eng.
Polymerase Chain Reaction = PCR) bliver specifikke omrdder af smitstof-
genomet amplificeret. Detektionen foregdr via Real-Time PCR ved hjelp af
fluorescensfarver. Disse er som regel koblet til oligonukleotid-prober, som
binder specifikt til PCR-amplifikatet. Detektionen af fluorescensintensiteten i
Real-Time PCR-karslen ger det muligt at pévise og kvantificere produkterne,

uden at skulle &bne proverarene igen efter PCR-karslen (Mackay, 2004).

7. Produktbeskrivelse

artus EBV LC PCR Kit er et brugsklart system ftil detektion af EBV-DNA ved
hijeelp af polymerase kaedereaktion (PCR) i LightCycler instrumentet. EBV LC
Master indeholder reagenser og enzymer til den specifikke amplifikation af
en 97 bp lang sekvens aof EBV-genomet og til umiddelbar detektion af et
amplifikat i fluorescens-kanalen F2 af LightCycler instrumentet. Derudover
indeholder artus EBV LC PCR Kit et andet heterologt amplifikationssystem, som
bruges til detektion af en eventuel PCR-inhibition. Denne bliver pdvist som
Intern Kontrol (IC) i fluorescens-kanalen F3. Detektionsgraensen for den
analytiske EBV-PCR (se 11.1 Analytisk sensitivitet) bliver derved ikke
reduceret. Der vedleegges eksterne positive kontroller (EBY LC/RG/TM QS 1 -
4), som bruges ftil kvantificering of smitstoffet. Lees dertil afsnittet 8.3

Kvantificering.

Bemaerk: Temperaturprofilen til detektion af EBV-DNA via artus EBV LC PCR
Kit svarer sével til artus HSV-1/2 LC PCR Kit som til artus VZV LC PCR Kit og
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artus CMV LC PCR Kit. Det betyder, at PCR- reaktionerne for disse artus-
systemer kan gennemgds og analyseres i en kersel. Bemaerk herved de

specielle anvisninger til analysen under 8.3 Kvantificering og 9. Analyse.

8. Protokol

8.1 DNA-isolering

DNA-isoleringskits tilbydes af forskellige producenter. Prevevolumener til
DNA-isoleringsproceduren afhaenger af den benyttede protokol. Tilseet den
anbefalede prevemaengde til oprensningen og udfer DNA-isoleringen efter

producentensforskrift. Falgende isoleringskits anbefales:

. . . Carrier
Prevemateriale oprensningskit Katalognummer Producent RNA
® ikke
Serum, plasma, QlAamp 51 304 QIAGEN . O: holdt
CSF DNA Mlnl Kit indaeno
(cerebrospinal- (50)
veeske) QlAamp .
® .. 53704 QIAGEN indeholdt
UltraSens™ Virus
Kit (50)
| I QlAamp Blood ikke
blodceller Mini Kit (50) S1104 QIAGEN |4 deholdt
®
Plasma EZ1 " DSP 62724 QIAGEN | indeholdt
Virus Kit (48)*

*Anvendes sammen med BioRobot® EZ1 DSP Workstation (Kat. nr. 9001360) og med
EZ1 DSP Virus Card (Kat. Nr. 9017707).

Vigtig henvisning vedrerende anvendelsen af QlAamp UltraSens Virus Kit,

QlAamp DNA Blood Mini Kit og QlAamp DNA Mini Kit:

* Anvendelsen aof carrier-RNA er af afgerende betydning for oprensnigens
effektivitet og dermed for DNA-/RNA-udbyttet. Hvis det anvendte
isoleringskit ikke indeholder carrier-RNA, anbefales der ved oprensingen
af nukleinsyrer af cellefri kropsvaesker eller materialer med ringe

DNA/RNA-indhold (f.eks. CSF) en ftilssetning af carrier-RNA (RNA-
|
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homopolymer Pol(A), Amersham Biosciences, kat.-nr. 27-4110-01). Felg

s& venligst den felgende fremgangsmade:

a) Hertil resuspenderes  den lyophiliserede  carrier-RNA i
elueringsbufferen (ikke i lysisbufferen) 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. Undgd gentagen optening
(> 2 x) af carrier-RNA-aliquoten.

b) Per oprensning skal der tilssettes 1 ug carrier-RNA per 100 ullysisbuffer.
Bestemmer ekstrationsprotokollen f.eks 200 ul lysisbuffer per oprenset
prove, tilseettes 2 ul af carrier-RNA (1 ug/ul) direkte tillysisbufferen.
For begyndelsen af enhver oprensning 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 2
O

1
tysisbuffer freks-2001d freks:-2:400 1l
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 blanding af lysisbuffer og carrier-RNA skal

tilseettes oprensningen med det 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 UliraSens Virus Kit vedlagte carrier-RNA, anbefaler vi
folgende fremgangsmdade, som afviger fra angivelserne i hdndbogen til

isoleringskittet:
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a. Resuspender den lyophiliserede carrier-RNA fer den ferste brug af

isoleringskittet i 310 ul af elueringsbufferen, som er indeholdt i kittet
(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. Undg& gentagen optening (> 2 x) of
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 Intern Kontrol) fremstilles frisk  efter det felgende

pipetteringsskema.

Antal prever 1 12
Lysisbuffer AC 800 ul 9600 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 blanding af lysisbuffer og carrier-RNA skal

tilseettes oprensningen med det samme. Det er ikke muligt at

opbevare blandingen.
» Der kan opnés en opkoncentrering af preven ved tilssetning aof

QlAamp UltraSens Virus Kit. Hvis prevematerialet ikke bestér af serum
eller plasma, skal der tilfajes minimum 50 % (v/v) negativt humanplasma

til preven.
« Beholderene til udtagelsen af blodpraver indeholder Antikoagulantier,

som kan virke inhiberende p& PCR’en. Disse bliver enddog godt
elimineret fra de oplistede oprensningskits. Der frarddes benyttelsen af

heparin-blod.
* Bruger man en oprensningsprotokol med ethanolholdige vaskebuffere,

anbefales det, at man udferer et ekstra centrifugeringstrin (tre minutter,
13000 rpm) for at fijerne ethanolrester. Dette forhindrer eventuelle PCR-

inhibitioner.
|
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= artus EBV LC PCR Kit er ikke egnet til oprensningskersler, som arbejder

pé basis af phenol.

Vigtig henvisning vedrerende anvendelsen af EZ1 DSP Virus Kit:

» Anvendelsen of carrier-RNA er of 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: Intern Kontrol til artus EBV LC PCR Kit kan anvendes direkte i oprensningen

(se 8.2 Intern Kontrol).
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8.2 Intern Kontrol
Der vedlaegges en Intern Kontrol (EBV LC IC). Med denne er det muligt at

kontrollere bdde 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 QlAamp
UltiraSens Virus Kit, QlAampDNA Blood Mini Kit eller ved QlAamp DNA Mini
Kit tilssettes den Interne Kontrol i et forhold der svarer til 0,1 ul pr. 1 ul
elueringsvolumen tiloprensningen. Hvis De f.eks. anvender QlAamp DNA Mini
Kit og eluerer DNAi 200 ul AE-puffer, skal der tilssettes 20 ul of den Interne
Kontrol. Hvis Def.eks. eluerer i 100 ul, skal der tilsvarende tilssettes 10 ul.
Maengden of den anvendte Interne Kontrol er kun afhaengigt of
elueringsvolumenet. Den Interne Kontrol og carrier-RNA (se 8.1 DNA-isolering)

ma& kun tilsaettes

« il blandingen af lysisbuffer og prevemateriale eller

« direkte til lysisbufferen.
Den Interne Kontrol mé& ikke tilseettes 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 det
samme (at 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 af en
mulig PCR-inhibition (se Fig. 2). Til denne anvendelse tilseettes pr.testblanding
0,5 ul of den Interne Kontrol direkte til 15 ul EBV LC Master. Brugtil hver PCR-
reaktion 15 ul of den séledes fremstillede Master Mix og filsaet derefter 5 ul
af den oprensede prave. Ved udferelsen af en karsel med flere prover, er det
nedvendigt at ege de kreevede maengder af EBV LC Master og af den Interne

Kontrol svarende til pravetallet (se 8.4 Forberedelse af PCR).

‘Volumenforhgielsen, som opstér pd grund af tilseetning af den Interne Kontrol, er
irrelevant. Sensitiviteten for detektionssystemet pévirkes ikke.
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artus EBV LC PCR Kit og artus CMV LC PCR Kit indeholder identisk Intern
Kontrol (IC). artus HSV-1/2 LC PCR Kit og artus VZV LC PCR Kits indeholder

ogsd identisk Intern Kontrol.

8.3 Kvantificering

De vedlagte Kvantificeringsstandarder (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4) behandles

som en allerede oprenset preve og anvendes i samme volumen (5 ul). For at
udarbejde en standardkurve i LightCycler instrumentet, tilseet alle fire

vedlagte Kvantificeringsstandarder. Definér disse i Sample Loading Screen
som standarder, og indtast de angivne koncentrationer (se LightCycler
Operator's Manual, version 3.5, chapter B, 2.4. Sample Data Entry). Denne
standardkurve kan derudover anvendes til senere kvantificeringer, hvis mindst
en standard af en defineret koncentration medferes i den aktuelle karsel.
Hertil er det nedvendigt at importere den tidligere udarbejdede standardkurve
(se LightCycler Operator’s Manual, version 3.5, chapterB,

4.2.5. Quantification with an External Standard Curve). Der kan opstd
afvigelser i resultatet p& grund aof variationen mellem PCR-karslerne ved

denne form for kvantificering.

Hvis De har mere end et herpes-artus-system integreret i Deres korsel, skal
disse  analyseres  separate  sammen med deres tilherende

Kvantificeringsstandarder.

Bemaerk: Kvantificeringsstandarderne er defineret som kopier/ul. Til
omregning af veerdierne, der blev udarbejdet ved hjzlp af standardkurven til

kopier/ml prevemateriale, skal folgende formel anvendes:

tat (kapier/y) x Elueringsvolumen (!

Resultat (kopier/ml) =
Prgvevolumen (ml)
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Bemeerk, at der principielt skal tilsaettes det oprindelige prevevolumen i den
ovennavnte formel. Dette skal tages i betragtning, hvis prevevolumenet blev
forandret for nukleinsyre-oprensningen (f.eks. at den blev indsneaevret ved
centrifugering eller forhajet ved at den blev fyldt op p& det volumen, som
kreeves for oprensningen).

Vigtigt: For simplificering af den kvantitative analyse med artus-systemer pé

LightCycler instrumentet, findes under

www.qiagen.com/Products/BylabFocus/MDX en vejledning (Technical Note
for quantitation on the LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 instrument).

8.4 Forberedelse af PCR

Serg for at Cooling Block med de tilhgrende adaptere (tilbeher til LightCycler
instrumentet) er kelet ned til +4°C. Seet det nedvendige antal LightCycler
kapillarer til de planlagte reaktioner ind i adapterne til Cooling Block’en.

Bemeerk, at hver PCR-karsel kraever mindst en Kvantificeringsstandard samt

en negativ kontrol (Water, PCR grade). Til udarbejdelse af en standardkurve
anvendes per PCR-kersel alle vedlagte Kvantificerings-standarder (EBV
LC/RG/TM QS 1 - 4). Alle reagenser skal optes 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 folgende pipetteringsskema (se endvidere

skematisk oversigti Fig. 1):

. EBV LC Master 15 ul 180 ul

1. Opseetning aof
Master Mi EBVLCIC 0 ul 0wl
aster i Samlet volumen 15 ul 180 ul
ter Mi 15 ul for hver 15 ul
2. Opszetning of Master Mix 5u or hver 15 u
Preve 5ul for hver 5 ul

PCR-reakti

CRoreaktion Samlet volumen 20 ul for hver 20 ul
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Hvis De udelukkende vil anvende den Interne Kontrol til kontrol af en mulig
PCR-inhibition, skal den filseettes direkte til EBV LC Master. Brug i dette

tilfeelde folgende pipetteringsskema (se endvidere skematisk oversigt i Fig. 2):

. EBV LC Master 15 ul 180 ul
1. Opseetning af
Master Mi EBVLCIC 0,5 ul 6 ul
aster Vi Samlet volumen 15,5 ul 186 ul
+ i 15 ul’ for hver 15 ul’
2. Opseetning of Masterii . .
Prove 5 ul for hver 5 ul
PCR-reakti
CRereaktion Samlet volumen 20 ul for hver 20 ul

Pipetter 15 ul of Master Mix i PCR-plastikreservoiret til hver aof kapillarerne.
Derefter ftilssettes 5 ul af eluatet fra DNA-isoleringen. Tilsvarende skal 5 ul of
mindst én af Kvantificeringsstandarderne (EBY LC/RG/TM QS 1 - 4) anvendes
som positiv kontrol, og som negativ kontrol tilssettes 5 ul vand (Water, PCR
grade). Luk kapillarerne. For at overfere opssetningen fra plastikreservoiret il
kapillarerne, centrifugeres adapterne med kapillarerne i en bordcentrifuge i ti

sekunder ved maksimalt 400 x g (2.000 rpm).

"Volumenforhgielsen, som opstér p& grund aof tilseetning af den Interne Kontrol, er
irrelevant. Sensitiviteten for detektionssystemet pévirkes ikke.
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Tilseetning af Intern Kontrol til oprensningen

Fig. 1:  Skematisk arbejdsforlgb til kontrol af oprensning og 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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Tilseetning af Intern Kontrol til artus Master

-’

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 LightCycler instrumentet

Til detektion af EBV-DNA udarbejder De pé Deres LightCycler instrument en
temperaturprofil i henhold til de falgende fem arbejdstrin (se Fig. 3 — 7).

A.  Aktivering of hot start-enzymet Fig. 3
B. TouchDown-trin Fig. 4
C. Amplifikation af DNA Fig. 5
D. Smeltekurve (valgfri) Fig. 6
E. Keling Fig. 7

Leeg iseer maerke til indstillingerne for Analysis Mode, Cycle Program Data og
Temperature Targets. Af hensyn til overskueligheden er disse indstillinger
fremhaevet med sorte rammer i figurerne. Anvisninger til programmering of

LightCycler instrumentet kan findes i LightCycler Operator’s Manual.

Oprettelsen af en smeltekurve, trin D. er valgfri. Trinnet bliver udelukkende
brugt til differentieringen mellem HSV-1 og HSV-2 ved samtidig brug of artus
HSV 1/2 LC PCR Kit.

[Cycle Program Datal SRR in
1 — | 4 Quantification
%_e_sj_ﬂﬂ Melting Curves

emperature Targets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
I—Acquisition Mode

[ Eroo 0050 (500 5o s nove @)

Fig. 3: Aktivering af hot start-enzymet.
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[Cycle Program Data Enaleeie Moda

1 - chlBSIng’ Quantification = 2

Melting Curves

emperature | argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|_ I—Acquisition Mode

QesHss |35 [SlooofSlo [Hoo [0 EINONE |5 GO
7 _—

Fig. 4: Touch Down-trin.

ICycle Program Data e

1 — M Quantification p— 2
Oycles]| 403

emperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
‘7 Step Delay (cycles)

I—Acquisition Mode

Fig. 5: Amplifikation af DNA.
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1 Cycle Program Datal Analysis Mode[ None 2
o [— Al Quantification p—
QM]_‘E Melting Curves

Iemperature |argets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ("C)
’> Step Delay (cycles)

|—Acquisiti0n Mode

@@= o fo—laf.—lar—lamowa @
50 35 [Hlooo o [Hoo |50 [5/NONE |3 G
30 [gio |5l010 Ko |5loo |5

Fig. 6: Smeltekurve.

Cycle Program Datal

cheslgg

emperature largets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)

Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
’V Step Delay (cycles)

|—Acqw3|t|0n Mode

Analysis Mode IR

Quantification
Melting Curves

T, N - [ [ . )

Fig. 7: Keling.
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9. Analyse

Ved multifarve-analyser optraeder interferenser mellem fluorescens-kanalerne.
Softwaren til LightCycler instrumentet indeholder en fil med betegnelsen
Color Compensation File, som kompenserer for disse interferenser. Abn

denne fil for, under eller lige efter PCR-karslen ved aktivering af Choose CCC

File eller Select CC Data. Hvis der ikke er installeret en Color Compensation
File, udarbejdes den ifelge anvisningerne i LightCycler Operator’'s Manual.
Efter aktiveringen af Color Compensation File fremkommer separate signaler i
fluorescenskanalerne F1, F2 og F3. Til analysen af PCR-resultaterne, der blev
indhentet med artus EBV LC PCR Kit, veelges visningsfunktionerne F2/Back- F1
for den analytiske EBV-PCR, hhv. F3/Back-F1 for PCR’en aof den Interne
Kontrol. For analysen af kvantitative kersler er det yderst vigtigt at felge

afsnittet 8.3 Kvantificering samt Technical Note for quantitation on the
LightCycler 1.1/1.2/1.5 or LightCycler 2.0 instrument pé

.giagen.com/Products/BylabFocus/MDX.

Hvis De har mere end et herpes-artus-system integreret i Deres PCR-
kersel, skal der serges for at EBV-prever analyseres separate. Vaelg dertil

detilsvarende rotor-positioner for analysen.
Falgende resultater er mulige:

1. | fluorescens-kanalen F2/Back-F1 detekteres et signal.

Analysens resultat er positivt: Praven indeholder EBV-DNA.

| dette tilfelde er detektionen af et signal i kanalen F3/Back-F1 uvaesentlig, da hgje
udgangskoncentrationer af EBV-DNA (positivt signal i kanalen F2/Back-F1) kan fere
til et reduceret og tilmed helt udeblivende fluorescens-signal af den Interne Kontrol i

kanalen F3/Back-F1 (konkurrence).
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2. | fluorescens-kanalen F2/Back-F1 detekteres der ikke noget signal, men

kun i kanalen F3/Back-F1 (signal for den Interne Kontrol).

| preven kan der ikke pévises EBV-DNA. Den kan séledes betragtes som
negativ.
Ved negativ EBV-PCR udelukker det detekterede Intern Kontrol-signal muligheden for

en PCR-inhibition.

3. Hverken i kanalen F2/Back-F1 eller i kanalen F3/Back-F1 detekteres der
et signal.
Et diagnostisk udsagn er ikke muligt.
Information om fejlkilder og afhislpning er angivet under 10. Fejlkilder.

Eksempler p& positive og negative PCR-reaktioner er angivet i Fig. 8 og Fig.

9.
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Fig. 8: Detektion af Kvantificeringsstandarder (EBY LC/RG/TM QS 1 -
4) i fluorescens-kanalen F2/Back-F1. NTC: non- template
control (negativkontrol).
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Fig. 9: Detektion of den Interne Kontrol (IC) i fluorescens-kanalen
F3/Back-F1 ved samtidig amplifikation aof Kvantificerings-
standarder (EBV LC/RG/TM QS 1 - 4). NTC: non-template
control (negativkontrol).
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10. Fejlkilder

Intet  signal  ved  positivkontrollerne (EBVLC/RG/TM QS 1 - 4) i

fluorescenskanalen F2/Back-F1:

» Valget of fluroescenskanalen ved PCR-data-analysen svarer ikke fil
angivelserneiprotokollen.
€ Vealg for data-analysen fluorescenskanalen F2/Back-F1 for den

analytiske EBV-PCR og fluorescenskanalen F3/Back-F1 for PCR’en aof
den InterneKontrol.

» Fejl i progammeringen af temperaturprofilen for LightCycler instrumentet.
€ Sammenlign temperaturprofilen med angivelserne i protokollen (se

8.5 Programmering af LightCycler instrumentet).

* Fejl i sammensaetningen af PCR-reaktionen.

© Kontrollér arbejdstrinnene 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 LC 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.

Svagt eller fravaerende signal fra den Interne Kontrol i fluorescenskanalen

F3/Back-F1 og samtidig fraveer aof et signal i kanalen F2/Back-F1:

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

elueringen, blev gennemfart det anbefalede centrifugeringstrin til den
|
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fuldsteendige fiernelse af ethanol-rester (se 8.1 DNA-isolering).

» Der foreligger tab of DNA fora&rsaget af oprensningen.

€ Hvis den Interne Kontrol blev tilsat oprensningen, kan fraveer aof
signalet fra den Interne Kontrol betyde, at der foreligger tab of DNA
for@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 af en eller flere af kittets komponenter svarer
ikke til de i 2. Opbevaring angivne forskrifter eller holdbarhedsdatoen for
artus EBV LC PCR Kit blev overtrédt.

€ Kontrollér venligst bé&de betingelserne for opbevaring og
holdbarhedsdatoen (se p& kit-etiketten) af reagenserne og anvend i

givent tilfeelde et nyt kit.

Signaler ved negativkontrollerne i fluorescenskanalen F2/Back-F1 af den analytiske

PCR:

» 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

tilssetningen af den preve, der skal undersages.
© Pipettér principielt positiv-kontrollerne tilsidst.
€© 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.
€© Sorg for at arbejdsbordene og apparaterne regelmaessigt

dekontamineres.

Hvis der skulle opstd yderligere spargsmal eller problemer, kontakt venligst

vores tekniske service.
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11. Specifikationer

11.1 Analytisk sensitivitet

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

udarbejdet en standard-fortyndingsraekke af 50 til nominelt 0,005 EBV-
kopieekvivalenter /ul. Denne blev derefter analyseret med artus EBV LC

PCR Kit. Undersegelsen blev gennemfert pd tre forskellige dage med otte
replikater. Resultatet blev udarbejdet ved hjelp af en probit-analyse. Dens
grafiske analyse er vist i Fig. 10. Detektionsgraensen for artus EBV LC PCR Kit
ligger séledes ved 5,78 kopier/ul (p = 0,05). Det betyder at 5,78 kopier/ul

kan detekteres med 95 % sandsynlighed.

Probit-analyse: Epstein-Barr-virus (LightCycler)

1,00

0,90
0,76167 £ 5,78 kopier/ul (95%)

0,80

Proportions

log (dose)

Fig. 10: Analytisk sensitivitet for artus EBV LC PCRKit.

"Ved den anvendte standard drejer det sig om et klonet PCR-produkt, hvis koncentration
blev bestemt spekiralt og ved absorbtions- og fluorescensméling.
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11.2 Specificitet

Specificiteten for artus EBV LC PCR Kit sikres ferst og fremmest igennem
udvalget of primere og prober samt ved valget of stringente
reaktionsbetingelser. Primerne og proberne blev kontrolleret for eventuelle
homologier til  andre kendte sekvenser ved  hjelp aof en
sekvenssammenlignings-analyse.  Detekterbarheden for alle relevante

genotyper kontrolleres herved.

Specificitetens validering blev derudover foretaget p& seks forskellige EBV
negative serumprever, som ikke genererede et signal med de EBV

specifikke primere og prober, der er indeholdt i EBV LC Master.

Til bestemmelse af specificiteten for artus EBV LC PCR Kit blev den i Tabel 1
angivne kontrolgruppe undersagt for krydsreaktivitet. Ingen af de testede

smitstoffer var reaktive.

Tabel 1: Specificitetstest af kittet med potentielle krydsreaktive smitstoffer.

EBV Intern Kontrol

Kontrolgruppe F2/Back-F1 F3/Back-F1

Humant herpesvirus 1 (Herpes-simplex-virus 1)

Humant herpesvirus 2 (Herpes-simplex-virus 2)

Humant herpesvirus 3 (Varizella-zoster-virus)

Humant herpesvirus 5 (Cytomegalovirus)

Humant T-celle-leukeemi-virus 1

+ |+ [+ [+ |+

Humant T-celle-leuksemi-virus 2

11.3 Praecision

Preecisionsdata for artus EBV LC PCR Kit tillader en bestemmelse af
totalvariansen af testsystemet. Denne totalvarians (samlet spredning) bestér
of Intra-assay variationen (spredning af prever med samme koncentration
inden for en forsegsopsaetning), af Inter-assay variationen (spredning der

forekommer pga. forskellige personer inden for et laboratorium, der udferer
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analysen pé forkellige apparater af samme type) og af Inter-lot variationen
(spredning ved benyttelse af forskellige lots). Via dette bliver sével
standardafvigelsen, variansen og variationskoefficienten for bé&de den

smitstof-specifikke-, og Intern Kontrol- PCR’en beregnet.

Disse praecisionsdata blev for artus EBV LC PCR Kit bestemt p& baggrund af
Kvantificeringsstandarden med den laveste koncentration (QS 4; 50 kopier/ul).
Undersegelserne blev udfert med otte replikater. Resultaterne aof
praecesionsdataene blev beregnet p& baggrund af amplifikationskurvens Ct-
veerdier (Ct: threshold cycle, se Tabel 2) og de derudfra beregnede
kvantitative veerdier i kopier/ul (se Tabel 3). S&ledes omfatter den samlede
variation af en preve med den oplyste koncentration af EBV 1,17 % (Ct) hhv.
14,54 % (konc.), og til detektionen af den Interne Kontrol 1,02 % (Ct).
Disse veerdier er baseret pd helheden af enkeltveerdierne af alle konstaterede

variationer.

Tabel 2: Preecisionsdata pé& grundlag af Ct-veerdierne.

Standard- Variations-
afvigelse koefficient

Intra-assay variation:
EBV LC/RG/TM QS 4 0,20 0,04 0,90
Intra-assay variation:

0,04 0,00 0,28
Intern Kontrol
Inter-assay variation: ) |94
EBV LC/RG/TM QS 4 0.27 0,07 :
Inter-assay variation:

0,11 0,01 0,72
Intern Kontrol
Inter-lot variation: . "
EBV LC/RG/TM QS 4 0,47 0,07 E
Inter-lot variation: )
Intern Kontrol 0,19 0,03 1,23
Totalvarians: 0.26 0
EBV LC/RG/TM QS 4 : 0,07 117
Totalvarians:

0,15 0,02 1,02
Intern Kontrol
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Tabel 3: Preecisionsdata pé& grundlag aof de kvantitative veerdier (i kopier/ul).

Standard- . Variations-
afvigelse HeimieiE koefficient [%
Intra-assay variation:
EBY LC/RG/TM QS 4 1,36 185 1348
Inter-assay variation:
EBV LC/RG/TM QS 4 1,68 2,83 16,61
Inter-lot variation:
EBV LC/RG/TM QS 4 1,33 1.77 13,19
Totalvarians:
EBV LC/RG/TM QS 4 147 2,16 14,54

11.4 Reproducerbarhed

Data for reproducerbarheden registreres for at kunne foretage en
regelmaessig vurdering aof effekten af artus EBV LC PCR Kit samt for en
sammenligning med effekten af andre produkter. Disse bliver bekraeftet ved

deltagelse i ringforsag.

11.5 Diagnostisk evaluering

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

12. Seerlige 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 , ber anvende dette udstyr.
* Det er absolut nedvendigt at protokollen overholdes ngje, for at opné

optimale PCR-resultater.

* Holdbarhedsdatoerne for de enkelte komponenter, der er angivet p&
emballagen og etiketterne, skal overholdes. Udlsbne reagenser mé

ikke benyttes.
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13. Advarsler og forholdsregler

Sikkerhedsinformationer vedrerende artus EBV LC PCR Kit findes i de
tilsvarende sikkerhedsdatablade (safety data sheets, SDS). Disse findes som

kompakt og brugervenlig PDF-fil under www.qgiagen.com/safety.

14. Kvalitetskontrol

| overenstemmelse med det ISO 9001 og ISO 13485-certificerede kvalitets-
management-system fra QIAGEN blev ethvert lot af artus EBV LC PCR Kit

testet imod givne specifikationer for at sikre en ensartet produktkvalitet.
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16. Symbolforklaring

Holdbar til

o Lothnummer
Producent

E Katalognummer

Materialenummer

Handbog

In vitro diagnostik medicinsk produkt
GTIN Globalt varenummer

Indholdet er tilstraekkeligt for <N> tests

Temperaturbegraensning

[ IEEHal ReLs

S Kvantificeringsstandard
iIC Intern Control

o
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Meerker og ansvarsfraskrivelse
QIAGEN®, QIAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Group).

Registrerede navn, varemaerker, osv. i dette dokument kan ikke betragtes som juridisk ubeskyttede, selvom
de manglerentilsvarende kendetegnelse.

artus EBV LC PCR Kit, BioRobot EZ1 DSP Workstation og EZ1 DSP Virus Kit og Card er CE-maerkede diagnostiske
produkter i overenstemmelse med den europeeiske retningslinje 98/79/EF om in vitro-diagnostik. Kan ikke f&s i
alle lande..

QIlAamp Kits er til almindelig laboratoriebrug. Produktangivelserne eller fremstilingerne er ikke bestemt fil at
levere information om diagnose, praevention eller behandling af en sygdom.

Kebet af artus PCR Kits indeholder en begraenset licens for deres anvendelse til gennemfarelsen af
polymerase- kaedereaktion-proceduren (PCR) i den humane og veterineere in vitro-diagnostik i forbindelse med
en thermocycler, hvis anvendelse i en automatisk gennemfaret PCR er daekket ved en forudbetalt licensgebyr,
som enten betales til Applied Biosystems eller betales ved kb af en autoriseret thermocycler. PCR-procenduren
er beskyttet gennem ftilsvarende nationale beskyttelsesrettigheder af U.S.-patenterne med numrene 5,219,727
og 5,322,770 og 5,210,015 og 5,176,995 og 6,040,166 og 6,197,563 og 5,994,056 og 6,171,785 og
5,487,972 und 5,804,375

og 5,407,800 og 5,310,652 og 5,994,056 egendom af F. Hoffmann-La Roche Lid.
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