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Tilsigtet anvendelse

QlAsure Methylation Test (kat.-nr. 616014) er en methyleringsspecifik multiplex-realtime PCR-
analyse til pa&visning af promoter-hypermethylering af generne FAM19A4 og hsa-mir124-2.
Praver, der kan testes med QlAsure Methylation Test, omfatter bisulfitkonverteret DNA, der er

isoleret fra prever indsamlet p& felgende méder:

Cervikale prover indsamlet med digene® HC2 DNA Collection Device (af en laege)
Cervikale prover indsamlet ved hjzelp af en berste-/kostlignende pravetagningsenhed og
placeret i PreservCyt® Solution eller SurePath™ Solution (af en lzege)

® Vaginale prover, der er indsamlet ved hjzlp af en berste-/kostlignende testningsenhed

(af patienten)
Brugsindikationer:

1. Som opfalgningstest til kvinder, der er testet positiv for human papillomavirus (HPV),

for at afgare behovet for henvisning til kolposkopi eller andre opfalgningsprocedurer.

2. Som opfelgningstest til kvinder, der er testet positiv i en Pap-test med atypiske
pladeepitler af ubestemt signifikans (atypical squamous cells of undetermined
significance, ASC-US) for at vurdere behovet henvisning til en kolposkopi eller andre

opfelgningsundersagelser.
Dette produkt er beregnet til at blive brugt af fagfolk, f.eks. teknikere og bioanalytikere med

kvalifikationer inden for in vitro-diagnostiske procedurer og molekyleerbiologiske teknikker

samt brug af Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-systemet.
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Oversigt og forklaring

DNA-methylering er en biokemisk proces, der er vigtig for den normale udvikling hos
hajerestéende organismer (1). Den omfatter tilfajelsen af en methylgruppe til 5. position i
pyrimidinringen i cytosinnucleotidet. Unormale DNA-methyleringsmanstre spiller ogsa en stor
rolle i carcinogenese. | mange former for human cancer og cancercellelinjer, herunder cervikal
cancer og endometrial cancer, er der pavist promoter-hypermethylering af generne FAM19A4
(familie med sekvenslighed 19 (kemokinlignende (C-C-motivlignende) sekvenslighed) for
medlem A4) og/eller hsa-mir124-2 (homo sapiens micro RNA 124-2) (2-6). Ved en analyse
af veertscelle-promoter-methylering pdvises specifikt cancertyper og sdkaldt "fremskredne"
CIN-aesioner (cervikal intraepitelial neoplasi) med en cancerlignende methyleringsprofil og
stor risiko for pé kort sigt at fere til cancer (3, 7, 8, 10, 11, 12 og 14). QlAsure-analysen gor
det muligt at pévise promoter-hypermethylering af generne FAM19A4 og hsa-mir124-2 pd
bisulfitkonverteret DNA, der er isoleret fra cervikale eller vaginale praver ved hjzelp of ACTB

(humant B-actin-gen) som intern pravekvalitetskontrol.
Funktionsprincip

QlAsure Methylation Test er en multiplex-realtime PCR-test, der forsteerker de methylerede
promoter-omréder af tumorsuppressorgenerne  FAM19A4 og hsa-mir124-2 samt et
methylerings-uspecifikt fragment af et referencegen. Kittet best&r af 2 rer QlAsure Master Mix
og 2 rer QlAsure Calibrator. Masterblandingen er beregnet fil at forsteerke det
bisulfitkonverterede DNA, som er klargjort fra kliniske prever. Masterblandingen indeholder
primere og prober til mélgenerne og referencegenet, der fungerer som kvalitetskontrol af den
inferne prove. Kalibratoren er et lineariseret plasmid, der indeholder sekvenser of FAM19A4,
hsa-mir124-2 og ACTB-amplikoner.
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Fortolkning med Rotor-Gene AssayManager

QlAsure-analysen keres pd Rotor-Gene Q MDx-instrumentet, og der udferes automatisk
dataanalyse og fortolkning via Rotor-Gene AssayManager®softwaren. Crveerdien
(cyklusteersklen) svarer til det antal PCR-cyklusser, der er nedvendigt til detektion aof et
fluorescerende signal over et baggrundssignal, hvilket svarer til antallet af m&lmolekyler i
preven. | QlAsure-analysen beregnes ACr-vaerdien som forskellen mellem Crvaerdien for mélet
FAMT19A4 eller hsa-mir124-2 og Crveerdien for referencen (ACTB). Denne ACr-veerdi er en
relativ kvantitativ veerdi for promoter-methyleringsniveauet af FAM19A4- eller hsa-mir124-2-
genet. Ved normalisering traekkes ACr-veerdien for en kalibratorpreve fra ACrveerdien for
mélet FAM19A4 eller hsa-mir124-2, hvilket resulterer i en AACrvaerdi (9). Kalibratoren er en
standardiseret fatallig plasmid-DNA-preve med et kendt antal kopier for de tre mal (dvs.
FAM19A4, hsa-mir124-2 og ACTB).
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leverede materialer

Kit-indhold
QlAsure Methylation Test 72
Katalognr. 616014
Antal reaktioner 72
QlAsure Master Mix (2 rer) Brunt rer 630 yl
QlAsure Calibrator (2 rer) Gennemsigtigt rer 25 pl

Brugsanvisning til QIAsure 1
Methylation Test (héndbog)

Pakraevede materialer, der ikke medfalger

Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nér der
arbejdes med kemiske stoffer. Der findes flere oplysninger i de tilhgrende sikkerhedsdatablade
(Safety Data Sheets, SDS’er), som kan f&s hos produktets leverander.

Forbrugsvarer og reagenser til klargering af selvtagne prever

® Hologic PreservCyt® Solution (Hologic)

Reagenser til klargering af prever, som opbevares i SurePath-indsamlingsmedie

e Buffer AL (QIAGEN-katalognummer: 19075)
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Forbrugsvarer og reagenser til bisulfitkonvertering

Bekraeftede kits til bisulfitkonvertering indeholder:

EZ DNA Methylation Kit (ZYMO Research, kat.-nr. D5001 eller kat.-nr. D5002)

EZ DNA Methylation-lighting (ZYMO Research, kat.-nr. D5030 eller kat.-nr. D5031)
EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN, kat.-nr. 59720)

QIAsymphony Bisulfite Kit (QIAGEN, kat.-nr. 931106)

Forbrugsvarer til Rotor-Gene Q MDx-instrumentet

Strip tubes and Caps, 0.1 mL (kat.-nr. 981103)

Oprenset vand (f.eks. molekylaerbiologisk kvalitet, destilleret eller afioniseret)

Udstyr

Justerbare pipetter*, der er beregnet fil PCR (1-10 pl; 10-100 pl)

Engangshandsker

Bordcentrifuge* med en hastighed > 10.000 rpm

Vortex-mixer*

Qubit® (Thermo Fisher Scientific, kat.-nr. Q33216), NanoDrop® 3300
Fluorospectrometer (Thermo Fisher Scientific, kat.-nr. ND-3300) eller tilsvarende
QIAsymphony SP-system (kat.-nr. 9001297) til valgfri automatiseret ekstraktion og/eller

bisulfitkonvertering

* Kontrollér, at instrumenterne er kontrolleret og kalibreret i henhold til producentens anbefalinger.
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Udstyr til realtime PCR

® Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-system (kat.-nr. 2002033) eller Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM-instrument (kat.-nr. 9002032)"

® Rotor-Gene AssayManager Core Application, softwareversion 1.0.x (hvor x er sterre end
eller lig med 4)

® Rotor-Gene AssayManager Epsilon Plug-in installeret, version 1.0.x (hvor x er sterre end
eller lig med 1)

® QlAsure Assay Profile (fra filen AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap) (hvor Y er
storre end eller lig 1) til anvendelse af bisulfitkonverteret DNA fra leegeindsamlede
cervikale prover

® QlAsure Assay Profile til selvtaget barsteprave (fra filen
AP_QlIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap) (hvor Y er sterre end eller lig O) til

anvendelse af bisulfitkonverteret DNA fra selvtagne vaginale barstepraver

* Rotor-Gene Q Splex HRM:-instrument med fremstillingsdato i januar 2010 eller senere. Produktionsdatoen findes
under serienummeret p& bagsiden af instrumentet. Serienummeret findes i formatet "mmé&&nnn", hvor "mm" stér for
produktionsmaneden i tal, "&&" star for de sidste to tal i produktionsaret, og "nnn" stér for den entydige
instrumentidentifikator.
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Advarsler og forholdsregler

Kun til in vitro-diagnostisk brug.
Sikkerhedsinformation

Der skal altid anvendes laboratoriekittel, engangshandsker og beskyttelsesbriller, nér der
arbejdes med kemiske stoffer. Se de relevante sikkerhedsdatablade (Safety Data Sheets,
SDS'er) for yderligere oplysninger. Disse er tilgaengelige online i et praktisk og kompakt PDF-
format p& adressen www.qiagen.com/safety, hvor det er muligt at finde, f& vist og udskrive
SDS'et for hvert QIAGEN®kit og tilherende komponenter.

QIASURE MASTER MIX

Indeholder: 1,2,4-riazol: Fare! Mistanke om forringet fertilitet
eller skade p& det ufedte barn. Beer beskyttelseshandsker/
beskyttelsestaj/ajenbeskyttelse/ansigtsbeskyttelse.

Generelle forholdsregler

Brug af PCR-est kraever god laboratoriepraksis, herunder vedligeholdelse af udstyr, der er
dedikeret til molekyleerbiologi, og som overholder galdende lovgivning og relevante
standarder.

Vaer altid opmaeerksom pé felgende:

® Brug beskyttende pudderfri engangshandsker og @jenvaern ved handtering aof prover.

® Forebyg kontaminering af preven og kittet med mikrober og nuklease (DNase). DNase

kan resultere i degradering af DNA-skabelonen.
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Undgé kontaminering ved overfarsel af DNA eller PCR-produkt, hvilket kan resultere i et
falskt positivt signal.

Benyt altid DNase-fri engangspipettespidser med aerosolbarrierer.

Reagenser i QlAsure-analysen er optimalt fortyndede. Fortynd ikke reagenserne
yderligere, da dette kan resultere i forringet pélidelighed.

Alle reagenser, der leveres med QlAsure-kittet, er udelukkende beregnet til brug sammen
med de gvrige reagenser i det samme kit. Undlad at udskifte reagenser fra et kit med de
samme reagenser fra et andet QlAsure-kit, ogsd selv om kittene er fra samme parti, da
dette kan pévirke pélideligheden af resultatet.

Se brugerveijledningen til Rotor-Gene Q MDx-instrumentet for at f& flere oplysninger om
advarsler, forholdsregler og procedurer.

Foretag en opvarmningskersel for Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM ved 95 °C i 10
minutter inden dagens forste kersel.

A ndring af inkuberingstider og temperaturer kan resultere i forkerte eller afvigende data.
Du mé& ikke anvende komponenter i kittet, som er udlgbet, eller som ikke er blevet
opbevaret pd& korrekt vis.

Sarg for ikke at udseette komponenterne for direkte lys, da reaktionsblandinger kan
sendre sig som fglge af eksponering.

Udvis ekstrem forsigtighed for at forhindre kontamination af blandingerne med de
syntetiske materialer, der findes i PCR-reagenserne.

Prave- og analyseaffald skal bortskaffes i henhold til lokale sikkerhedsprocedurer.
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Forholdsregler med hensyn til AssayManager-profiler

Forskellige pravetyper kraever forskellige AssayManager-profiler. Serg for at anvende den

korrekte profil til hver af pravetyperne som angivet nedenfor:

® "QlAsure-analyseprofil til cervikale udskrabninger (fra filen
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)" skal anvendes til testning af
bisulfitkonverteret DNA indsamlet fra cervikale praver taget af en leege

e "QlAsure-analyseprofil til selvtagne vaginalberstepraver (fra filen
AP_QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)" skal anvendes til festning aof

bisulfitkonverteret DNA indsamlet fra selvtagne vaginalberstepraver
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Opbevaring og handtering af reagenser

Forsendelsesbetingelser

QlAsure Methylation Test forsendes p& teris. Hvis nogle af komponenterne i QlAsure
Methylation Test ikke er frosne ved modtagelse, hvis den ydre emballage har vaeret dbnet
under transportfen, eller hvis forsendelsen ikke indeholder en felgeseddel, handbeger eller
reagenserne, skal der reftes henvendelse til en of QIAGENSs afdelinger for teknisk service eller

lokale forhandlere (se bagsiden, eller besag www.qgiagen.com).
Opbevaringsforhold

QlAsure Methylation Test skal straks efter modtagelse opbevares ved -30 til -15 °C i en fryser

med konstant temperatur og beskyttes mod lys.
Stabilitet

Nér QlAsure Methylation Test opbevares under de specifikke opbevaringsbetingelser, er det

stabilt indfil den udlebsdato, der er anfert p& aesken.

Nér de er &bnet, kan reagenser opbevares i deres originale emballage ved -30 til -15 °C.

Undgé gentagen optening og nedfrysning. Et reagens ma hgjst indfryses og optes 3 gange.

® Bland forsigtigt ved at vende rerene p& hovedet 10 gange, og centrifuger alle rer, for de
&bnes.

e Udlgbsdatoen for de enkelte reagenser er angivet p& de individuelle
komponentmaerkater. Under de korrekte opbevaringsforhold bevarer produktet sin

stabilitet, s& leenge der anvendes komponenter fra samme parti.
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Prevehdandtering og -opbevaring

FORSIGTIG

Alle prover skal behandles som potentielt infektiast materiale.

Cervikale praver

QlAsure-kittet er beregnet til bisulfitkonverterede genomiske DNA-prover indsamlet fra
cervikale prever. De validerede indsamlingsmedier til cervikale prever (udskrabninger) er
PreservCyt®-indsamlingsmedie, SurePath™-indsamlingsmedie og Digene Specimen Transport
Medium (STM). Den optimale opbevaringstemperatur for de kliniske prover er 2-8 °C efter
ankomst il laboratoriet. Under disse opbevaringsforhold er praver i indsamlingsmediet

PreservCyt eller SurePath™ stabile i 3 méneder for DNA-ekstraktion.

Bemaerk: Cervikale prover i STM mé forsendes ved 2-30 °C ved dag-il-dag-levering il
testlaboratoriet og genfryses fil -20 °C ved modtagelse.

Selvtagne vaginalbersteprever

QlAsure Methylation Test er beregnet til bisulfitkonverterede genomiske DNA-praver ekstraheret
fra selvtagne vaginale berstepraver. Selviagne vaginalberstepraver kan indsamles og forsendes
tert og kan efter ankomsten til laboratoriet opbevares i et PreservCytindsamlingsmedie med en
anbefalet opbevaringsvolumen pé 2-3 ml. Praver i indsamlingsmediet PreservCyt mé& opbevares

ved 2-8 °C eller stuetemperatur i maksimalt 3 méneder.
Genomiske DNA-praver

Efter ekstraktion af genomisk DNA m& DNA-praver opbevares og forsendes ved -30 til -

15 °C i maksimalt 12 mdaneder.
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Klargering af prever, som opbevares i PreservCyt

QlAsure Methylation Test er valideret til brug med bisulfitkonverteret genomisk DNA fra

cervikale prever. Bisulfitkonvertering af genomisk DNA mé& udferes:

i) med forudgéende ekstraktion og kvalitetskontrol af DNA fra preverne eller

i) direkte p& den cervikale preve ved brug af EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit (QIAGEN,
kat.-nr. 59720) eller

iii) direkte p& den cervikale preve ved brug af QlAsymphony Bisulfite Kit (QIAGEN,
kat.-nr. 931106).

Vores anbefaling er angivet nedenfor.

e i) Bisulfitkonvertering med forudgéende DNA-ekstraktion og -kvalitetskontrol
Denne protokol forudsaetter DNA-ekstraktion, DNA-koncentrationsmdling og efterfalgende
opdeling af den optimale eluatvolumen i alikvoter, inden bisulfitkonverteringsprotokollen
startes. Protokollen er godkendt til brug sammen med EZ DNA Methylation™ Kit (kat.-nr.
D5001) og EZ DNA Methylation-Lightning Kit (kat.-nr. D5030) fra ZYMO Research. Vi

anbefaler falgende metoder:

O DNAekstraktion
Standard-DNA-ekstraktionskits (f.eks. kits baseret p& kolonner og magnetiske kugler)
er kompatible med QlAsure Methylation Test.

O Mdling af DNA-koncentration
Mé&l DNA-koncentrationen fer bisulfitkonverteringen af DNA. Systemer, der egner sig
til DNA-koncentration, omfatter bl.a. Qubit® Fluorometer, NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (begge fra Thermo Fisher Scientific) eller tilsvarende.

O Opdeling af DNA-eluat
Det optimale DNA-input til bisulfitkonvertering spaender fra 100 ng til 2 pg. Til

bisulfitkonvertering anbefales 200 ng. Hvis DNA-koncentrationen er for lav il
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bisulfitkonvertering, gentages DNA-ekstraktionen med en starre inputvolumen af den
kliniske praove, eller DNA-elueringsvolumenen reduceres.
O Bisulfitkonvertering med EZ DNA Methylation Kit og EZ DNA Methylation-Lightning

Kit udferes i henhold til producentens anbefalinger.

Bemaerk: Ifelge EZ DNA Methylation Kit mé den maksimale maengde preve-DNA ikke
overstige 2 pg for at opnd en tilstraekkeligt haj konverteringseffektivitet (> 98 %).

ii) Bisulfitkonvertering direkte pé cervikal preve med EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit
Bisulfitkonvertering, som udferes direkte p& en cervikal preve, der er indsamlet i
PreservCyt® Solution, er godkendt til brug sammen med EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit fra
QIAGEN. Vi henviser til hédndbogen Epitect® Fast 96 Bisulfite Conversion vedrarende
haje koncentrationer af DNA-praver (fra 1 ng til 2 pg) i henhold til producentens

anbefalinger, undtagen i forbindelse med felgende:

O Trin 1 i protokollen. Udtag 2,5 % af den cervikale prave i PreservCyt®-
indsamlingsmediet (dvs. 500 pl fra 20 ml), og dan pellets ved centrifugering i
10 minutter ved min. 3390 x g. Kassér supernatanten, og lad cellepelleten blive ved
maksimalt 20 pl PreservCytindsamlingsmedie. Brug denne cellepelletprave til
bisulfitkonverteringsreaktionen, og fortszet til trin 2 i producentens protokol.

O Buffer BL: Tilszet ikke carrier-RNA.

O Elueringsmaengden af det bisulfitkonverterede DNA er 50 pl Buffer EB for hver prave.

iii) Bisulfitkonvertering diirekte pd cervikal prove med QIAsymphony Bisulfite Kit
Bisulfitkonvertering, som udferes direkte p& en cervikal preve, der er indsamlet i
PreservCyt® Solution, er godkendt til brug sammen med QlAsymphony Bisulfite Kit fra
QIAGEN. Vi henviser til handbogen til QlAsymphony Bisulfite Kit, og testning skal udfares i

henhold il producentens anbefalinger.

O Udtag 2,5 % af den cervikale prave i PreservCyt®-indsamlingsmediet (dvs. 500 pl fra
20 ml), og dan pellets ved centrifugering i 10 minutter ved min. 3390 x g. Kassér
supernatanten, og lad cellepelleten blive ved maksimalt 20 pl PreservCyt-

indsamlingsmedie.
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O Folg fremgangsméden fra trin 2 i "Protokolark til QIAsymphony SP — Bisulfite
140_HC_V" med hensyn til bisulfitkonverteringsreaktionen, og brug cellepelleten i
stedet for DNA.

O Start en SP-kersel péd QlAsymphony, nér bisulfitkonverteringsreaktionen er fuldfert,
ved at felge den fremgangsmade, der er beskrevet i protokollen "Bisulfitkonvertering
af umethylerede cytosiner i forskellige pravetyper" fra h&ndbogen til QIAsymphony
Bisulfite Kit. Der foretages elution i 40 pl.
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Klargering af praver, som opbevares i
SurePath™

Praver, som opbevares i SurePath, skal forbehandles inden DNA-ekstraktion. QlAsure

Methylation Test er valideret til brug med bisulfitkonverteret genomisk DNA fra cervikale praver

i henhold til den procedure, der er beskrevet nedenfor.

Udtag 2,5 % af den cervikale prove.

Centrifugér i 10 minutter ved 4000 g, og fjern supernatanten, men lad 100 pl SurePath™
blive.

Tilszet 100 pl buffer AL, og resuspender pelleten.

Bland grundigt, og foretag inkubation i 20 minutter ved 90 °C.

Lad indholdet afkele i 5 min. ved stuetemperatur.

Udfer DNA-ekstraktion ved brug af QlAamp DNA Mini Kit (eller tilsvarende) i henhold fil
producentens anvisninger, og foretag elution af DNA i 50 pl.

Mal DNA-koncentrationen (egnede produkter til dette formdl er Qubit® Fluorometer,
NanoDrop 3300 Fluorospectrometer (begge fra Thermo Fisher Scientific) eller
tilsvarende).

Det anbefales at bruge en volumen p& 200 ng DNA til bisulfitkonvertering (brug den sterst
mulige volumen, hvis en volumen p& 200 ng ikke er tilgaengelig). Udfer konverteringen
med EZ DNA Methylation Kit eller EZ DNA Methylation-Lightning Kit (Zymo) i henhold til
producentens anvisninger. Brug 2,5 pL eluat til QlAsure Methylation Test.
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Generelle anbefalinger vedrarende bisulfitkonvertering

Den bisulfitkonverterede reaktion skal udferes p& et andet sted, end hvor QlAsure Master Mix

opbevares og dispenseres for at undgé kontaminering af reagenserne.
Inputtet i QlAsure-reaktionen er 2,5 pl bisulfitkonverteret DNA.

Hvis kvalitetskontrollen af den interne prove er negativ (dvs. hvis ACTB Crveerdierne er
> 26,4), resulterede preven af bisulfitkonverteret DNA i en utilstraekkelig materialemaengde
og/eller kvalitet, og den er dermed ugyldig. Udfer de anbefalede trin for at opné en ACTB Cr-
veerdi, der ligger inden for det gyldige omréde for felgende:

e Bisulfitkonvertering med forudgéende DNA-ekstraktion og -kvantitetskontrol: Gentag
bisulfitkonverteringsreaktionen med et hgjere input af preve-DNA, og/eller gentag DNA-
isolationen med et hgjere input af cervikal prove

e Bisulfitkonvertering direkte p& cervikal preve: Gentag bisulfitkonverteringsreaktionen med

10 %* af den cervikale prove i PreservCytindsamlingsmediet (dvs. 2 ml fra 20 ml).

Bisulfitkonverteret DNA kan opbevares i op til 24 timer ved 2-8 °C, op til 5 dage ved -25 til -
15 °C og op til 3 mé&neder under -70 °C. Bisulfitkonverteret DNA mé aldrig optes gentagne

gange. Antallet af opteningscyklusser mé& ikke overstige tre for at sikre en tilstraekkelig kvalitet.

* Prgvevolumenen til direkte bisulfitkonvertering kan ages i filfaelde aof en ufilfredsstillende succesrate pga.
prevevariabilitet, f.eks. som folge af utilstrackkelig prevetagning.
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Protokol: QlAsure Methylation Test PCR i
Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet*

Vigtige anvisninger for start

Brug tid pé at saette dig ind i brug af Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM-instrumentet, for du
starter protokollen. Se brugervejledningen til instrumentet (kat.-nr. 9002033 eller
9002032).

Foretag en opvarmningskersel for Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM ved 95 °C i

10 minutter inden dagens farste karsel.

Rotor-Gene AssayManager v1.0 muligger automatisk tolkning af PCR-resultaterne.
QlAsure-kittet skal keres i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet ved brug af Rotor-Gene
AssayManager v1.0. Brug tid pd at seette dig ind i brug af Rotor-Gene AssayManager
v1.0 (kat.-nr. 9022739) og Epsilon Plug-n, og se desuden brugervejledningen til begge
produkter.

Hvilke Rotor-Gene AssayManager v1.0-analyseprofiler der skal anvendes, afhaenger af
prevetyperne. Serg for at anvende den korrekte profil til hver af prevetyperne som

angivet nedenfor:

O "QIlAsure-analyseprofil fil cervikale udskrabninger (fra filen
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)" skal anvendes til testning aof
bisulfitkonverteret DNA indsamlet fra cervikale prover taget af en lege

O "QIAsure-analyseprofil fil selvtagne vaginalbarstepraver (fra filen
AP_QIASure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)" skal anvendes til testning af

bisulfitkonverteret DNA indsamlet fra selviagne vaginalberstepraver

* Rotor-Gene Q Splex HRM:-instrument med fremstillingsdato i januar 2010 eller senere. Produktionsdatoen findes
under serienummeret p& bagsiden af instrumentet. Serienummeret findes i formatet "mmé&&nnn", hvor "mm" stér for

produktionsméneden i tal, "&&" stér for de sidste to tal i produktionséret, og "nnn" stér for den entydige

instrumentidentifikator.
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Bemaerk: Det er kun muligt at teste én provetype pr. eksperiment. De individuelle
analyseprofiler er optimeret efter pravetype, og det er derfor nadvendigt, at kunden

vaelger den korrekte Assay Profile for at opn& optimale resultater for hver pravetype.

Ting, der skal geres for start

® Rotor-Gene AssayManager-software v1.0.x (hvor x er starre end eller lig med 4) skal

installeres p& den computer, der er tilsluttet Rotor-Gene Q MDx. Se brugervejledningen
til Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application for at f& oplysninger om installation
af Rotor-Gene AssayManager v1.0 Core Application-softwaren.

QlAsure Methylation Test kraever et szerligt plug-in ved navn "Epsilon Plug-in"

(version 1.0.1 eller nyere). Dette plug-in kan downloades fra QIAGENSs websted:

http:/ /www.qgiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-analysis/Rotor-Gene-
assaymanager#resources. Dette plug-in skal installeres p& en computer, hvor Rotor-Gene
AssayManager version 1.0.x (hvor x er sterre end eller lig med 4) allerede er installeret.
QlAsure Methylation Test forudsaetter kersel af en analysespecifik profil sammen med
Rotor-Gene AssayManager v1.0-softwaren. Denne Assay Profile indeholder de
parametre, der er nedvendige for at kare og analysere eksperimentet. Der findes 2

QlAsure Assay Profiles:

O "QIAsure-analyseprofil til cervikale udskrabninger (fra filen
AP_QIAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap)" svarer til legeindsamlede cervikale
prover

O "QlAsure Assay Profile til selviaget bersteprave" (fra filen
AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap)" svarer fil selvtagne vaginale
barstepraver. Disse profiler kan downloades p& QlAsure Methylation Test-webstedet:
http:/ /www.qgiagen.com/Shop/Assay-Technologies/Complete-Assay-Kits/hpv-
testing/ giasure-methylation-test-kit-eu/. Analyseprofilen skal importeres i Rotor-Gene
AssayManager-softwaren.

Bemaerk: QlAsure-kittet kan kun keres, hvis de korrekte indstillinger er konfigureret i

Rotor-Gene AssayManager v1.0.
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Af hensyn til systemmaessig processikkerhed skal felgende konfigurationsindstillinger angives
for den lukkede filstand:

® "Material number required" (Materialenummer pdkraevet)
e "Valid expiry date required" (Gyldig udlgbsdato pakraevet)

® "Lot number required" (Lotnummer pdakraevet)
Installation af Epsilon Plug-in og import af analyseprofilen

Installation og import af Epsilon Plug-in og analyseprofilen er beskrevet i brugervejledningen

til Rotor-Gene AssayManager Core Application og brugervejledningen til Epsilon Plug-In.

e Download bade Epsilon Plug-in og den nyeste version af QlAsure Assay Profile fra
QIAGEN-webstedet.

® Start installationsprocessen ved at dobbeltklikke pd filen ArtusBasic.Installation.msi, og
felg installationsvejledningen. Se afsnittet "Installation af plug-ins" i brugervejledningen til

AssayManager Core Application for at f& en udferlig beskrivelse af denne proces.

Bemaerk: Vaelg fanen Settings (Indstillinger), og markér boksene ud for Material number
required (Materialenummer pakraevet), Valid expiry date required (Gyldig udlgbsdato
p&kraevet) og Lot number required (Lothummer pékraevet) for den lukkede tilstand
(arbejdslistesektion) af hensyn til systemmaessig processikkerhed. Klik for at aktivere dem,

hvis disse ikke er aktiverede (markerede).

e Efter en vellykket installation af plug-in’et skal en person med administratorrettigheder il
Rotor Gene AssayManager-softwaren importere analyseprofilen
AP_QIlAsure_V1_0_Y.iap pé felgende méade.

. piig
1. Abn Rotor-Gene AssayManager-softwaren ved at klikke pd ikonet. 7 Rotor-Gene

AssayManager-vinduet &bnes (se figur 1).
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Rotor-Gene AssayManager

User ID

Password

Figur 1. Rotor-Gene AssayManager-loginskaermbilledet.

2. log pé& Rotor-Gene AssayManager med dit brugernavn og din adgangskode. Undlad at
sendre tilstanden "Closed" (Lukket). Klik p& OK. Skaermbilledet Rotor-Gene

AssayManager vises (se nedenfor).

& Rotor-Gene AsrayMansger -

)
OUAGEN - 1 5 °

[T — |8 nampier " Runay proiies Fintor type Viohume | Ausibar Crastion dase Lani applied

B Show coaly wok bty never agpked baftee

1 Fanen Set-up (Opsaetning). Denne fane 5 Fanen Service. Viser en rapport over en

ger det muligt at héndtere eller anvende historikpost for hver fil, der er genereret
arbejdslister. af softwaren
2 Markering af anvendte arbejdslister viser 6 Fanen Configuration (Konfiguration).
kun nye arbejdslister. Muligger konfiguration af alle
softwareparametre.
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3 Fanen Approval (Godkendelse). Ved 7 Rotor-Gene Q MDx-ikoner.
hjzelp af denne fane kan du finde
tidligere eksperimenter (karsler).

4 Fanen Archive (Arkiv). Ger det muligt for - Ikke Hilsluttet H Tilsluttet

dig at finde gamle eksperimenter
(kersler), der allerede er godkendt.

. Veelg konfigurationsmiljeet.
. Veelg fanen Assay Profiles (Analyseprofiler).

. Klik p& Import (Importér).

o 0 N W

. Veelg denne Assay Profile: AP_QIlAsure_CervicalScrape_V1_0_Y.iap til cervikale praver
og/eller AP_QlAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap, der skal importeres i
dialogboksen, og klik pa Open (Abn).

7. Nér analyseprofilen er importeret, kan den anvendes i miljget "Setup" (Opszetning).

Bemaerk: Samme version af en analyseprofil mé ikke importeres to gange.
Pravebehandling ved hjalp af Rotor-Gene Q MDx-instrumenter med en 72-rotor
Ud over en kalibrator og ingen skabelonstyring kan der testes op til 70 bisulfitkonverterede
DNA-prover inden for samme eksperiment. Skemaet i tabel 1 indeholder et eksempel pé

issetningsblokken eller rotoropsaetningen til en kersel med QlAsure Methylation Test. Tallene

angiver positioner i issetningsblokken og indikerer den endelige rotorposition.
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Tabel 1. Plade- og rotoropsatning il kersel med QlAsure-kittet vha. Rotor-Gene Q MDx-instrumentet

Strip  Rerposition  Provenavn Strip  Rerposition  Prgvenavn Strip Rerposition  Provenavn
1 1 Kalibrator 7 25 Prove 23 13 49 Prove 47
2 NTC 26 Prave 24 50 Prove 48
3 Prove 1 27 Preve 25 51 Prove 49
4 Prove 2 28 Prove 26 52 Prave 50
2 5 Prove 3 8 29 Prave 27 14 53 Prove 51
6 Prove 4 30 Prove 28 54 Prove 52
7 Prove 5 31 Prove 29 55 Prove 53
8 Prave 6 32 Prave 30 56 Prove 54
3 9 Prove 7 9 33 Prove 31 15 57 Prove 55
10 Prove 8 34 Prove 32 58 Prave 56
11 Prove 9 35 Prave 33 59 Prove 57
12 Preve 10 36 Prove 34 60 Prove 58
4 13 Prove 11 10 37 Preve 35 16 61 Prave 59
14 Prove 12 38 Prave 36 62 Prave 60
15 Praove 13 39 Preve 37 63 Prove 61
16 Prove 14 40 Prove 38 64 Prave 62
5 17 Prove 15 11 41 Preve 39 17 65 Prove 63
18 Prove 16 42 Prave 40 66 Prove 64
19 Prove 17 43 Prove 41 67 Prave 65
20 Prove 18 44 Prove 42 68 Prave 66
6 21 Prove 19 12 45 Prove 43 18 69 Prave 67
22 Prave 20 46 Prove 44 70 Prove 68
23 Prove 21 47 Prove 45 71 Preve 69
24 Prove 22 48 Prave 46 72 Prave 70
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FORSIGTIG | Rer skal indseettes i rotoren som angivet i tabel 1. Det automatiserede

analysesaet i den pégaeldende Assay Profile er baseret p& denne
organisation. Hvis der anvendes et andet layout, opnéds der afvigende

resultater.

Bemaerk: Opfyld alle ubrugte positioner med tomme rer.

PCR pé& Rotor-Gene Q MDx-instrumenter med 72-rgrs-rotor

Foretag en opvarmningskersel for Rotor-Gene Q MDx 5-plex HRM ved 95 °C i 10 minutter

inden dagens farste karsel.

1. Opret en arbejdsliste for den prave, der skal behandles, pé felgende made:

la.

1b.

1f.

1g.

26

Teend Rotor-Gene Q MDx-instrumentet.
Abn Rotor-Gene AssayManager-softwaren, og log pd som bruger med
operatarrollen i den lukkede tilstand.
Klik p& New work list (Ny arbejdsliste) i arbejdslisteoversigten (miljget "Setup"
(Opsaetning)).
Vaelg QlAsure Assay Profile (QIAsure Analyseprofil) pa listen over tilgaengelige
analyseprofiler.
Bemaerk: Analyseprofilen AP_QIAsure_CervicalScrape V1_0_Y.iap svarer til
cervikale prever, mens AP_QIAsure_SelfCollectedBrush_V1_0_Y.iap svarer fil
selvtagne vaginale bersteprover.
Bemaerk: Det er kun muligt at teste én pravetype pr. eksperiment.
Klik pd Move (Flyt) for at overfere den valgte analyseprofil il listen Selected assay
profiles (Valgte analyseprofiler). Analyseprofilen vises nu pé listen "Selected assay
profiles" (Valgte analyseprofiler).
Angiv antallet af praver i det tilsvarende felt.
Angiv felgende oplysninger om QlAsure-kittet, som stér pd l&get af aesken.

® Materialenummer: 1102417

® Gyldig udlgbsdato i formatet AAAA-MM-DD

® |otnummer
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Th. Vaelg trinnet Samples (Praver). En liste med yderligere oplysninger om praverne
vises pd skaermbilledet AssayManager. Denne liste repraesenterer det forventede
layout af rotoren.

li. Indtast preveidentifikationsnummer/-numre i denne liste samt eventuelle valgfri

preveoplysninger sdsom en kommentar til hver prove.

—_

Propertes

Work list name

. Veelg trinnet Properties (Egenskaber), og indtast et arbejdslistenavn (figur 2).

Ansays
e

MI

Figur 2. Properties (Egenskaber)

1k.  Markér afkrydsningsfeltet is applicable (skal anvendes), og klik p& Apply (Anvend).
1. Gem arbejdslisten.
Arbejdslisten kan udskrives, hvilket kan veere en hjaelp ved klargering og opsaetning
af PCR. Tryk p& knappen Print work list (Udskriv arbejdsliste) for at udskrive
arbejdslisten. Praveoplysningerne medtages som en del af denne arbejdsliste.
Bemaerk: Arbejdslisten kan oprettes, nér kerslen er indstillet p& instrumentet. Listen kan

ogsé gemmes, for du fojer praverne fil instrumentet.
. Konfigurer QlAsure-kerslen.

For at minimere risikoen for PCR-reaktionskontaminering anbefales det kraftigt, at du

anvender et PCRkabinet med UV-bestralingsfunktion.

QIAsure Master Mix skal blandes i et omréde, som er adskilt fra det omré&de, der bruges

til udferelsen af DNA-bisulfitkonverteringsreaktion.

Renger arbejdsbordet, pipetter og rerracket for brug med en DNA-nedbrydende

oplasning for at kontamination af skabelonen eller af nukleasen.
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Bemaerk: Skift spidser mellem hvert rer for at undgé kontaminering pé grund af en

uspecifik skabelon eller en reaktionsblanding, der kan medfere falske positive resultater.

2a. Opte QlAsure Master Mix og QlAsure Calibrator fuldsteendigt, og beskyt s& vidt
muligt QlAsure Master Mix mod sollys.
Bemaerk: Overskrid ikke 30 minutter for opteningstrinnet for at undgé eventuel

nedbrydning af materiale.

2b. Bland forsigtigt ved invertering 10 gange, og centrifugér kortvarigt fer brug.

2c. Dispensér 17,5 pl af den brugsklare QlAsure Master Mix i de relevante striprer.
Reaktionsopsaetningen ma udferes ved stuetemperatur.

2d. Saet QlAsure Master Mix tilbage i fryseren for at undgé nedbrydning af materiale.

2e. Flyt rarene til et saerskilt omréde for at dispensere analysekontrollerne og de
bisulfitkonverterede prever.

2f.  Tilsset 2,5 pl vand til ikke-skabelonkontrollen (no template control, NTC) til position 2
(se tabel 1 ovenfor). Bland forsigtigt ved at pipettere op og ned.

2g. Tilsaet 2,5 pl QlAsure Calibrator til position 1 (se tabel 1 ovenfor). Bland forsigtigt
ved at pipettere op og ned, og luk rgret med en haette.

2h. Tilsaet 2,5 pl of det bisulfitkonverterede DNA i det tilsvarende rer. Bland forsigtigt
ved at pipettere op og ned.

2i.  Seet haetter pé& rerene, nar du har fyldt et szet med 4 rer.

Bemaerk: PCR-rerene kan opbevares markt ved 2-8 °C i 30 minutter i tidsrummet fra

pipettering af preverne i PCR-rgrene til eksperimentstart i maskinen.
2j. Seet QlAsure Calibrator tilbage i fryseren for at undgé nedbrydning af materiale.

Bemaerk: Skift spidser mellem hvert rer for at undgé kontaminering p& grund af en

uspecifik skabelon eller en reaktionsblanding, der kan medfere falske positive resultater.

. Klarger Rotor-Gene Q MDx, og start en kersel (eksperimentet] pé& felgende made:

3a. Anbring en rotor med 72 brende pé& rotorholderen.
3b. Fyld rotoren med striprar i henhold fil de tildelte positioner, startende ved
position 1, som vist i Tabel 1 med tomme striprer med lag i alle positioner, der ikke

skal anvendes.
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Bemaerk: Serg for, at det farste rer er sat i position 1, og at striprerene er anbragt i den

rigtige retning og position som vist i tabel 1.

3c.  Montér léseringen.

3d. Seet rotoren og laseringen i Rotor-Gene Q MDx-instrumentet, og luk instrumentléget.

3e. Valg den tilhgrende arbejdsliste pa arbejdslisteoversigten i Rotor-Gene
AssayManager v1.0-softwaren, og klik pa Apply (Anvend), eller klik p& Apply
(Anvend), hvis arbejdslisten stadig er aben.

Bemaerk: Hvis der ikke er oprettet en arbejdsliste til kerslen, kan du logge p& Rotor-Gene

AssayManager v1.0 og felge anvisningerne i trin 1, for du fortszetter.

3f. Indtast navnet pd kerslen (eksperimentet).
3g. Veelg den cycler, der skal anvendes, pd listen Cycler selection (Vaelg cycler).
3h. Veelg korrekt montering af ldsering, og bekraeft p& skaermen, at I&seringen er monteret.
3i.  Klik pa Start experiment (Start eksperiment).
Nu burde QlAsure Methylation Test-karslen starte.

4. Nér kerslen er afsluttet, skal du klikke pé& Finish run (Afslut kersel).
5. Frigiv og godkend kerslen.
® En bruger, der er logget ind med rollen Approver (Godkender), skal klikke p&

Release and go to approval (Frigiv og fortszet til godkendelse).
® En bruger, der er logget ind med rollen Operator (Operater), skal klikke pa

Release (Frigiv).

6. Resultater of frigivelse.

® Hbvis der klikkes p& Release and go to approval (Frigiv og fortsaet til godkendelse),
vises resultaterne for eksperimentet.

® Hovis der klikkes p& Release (Frigiv) af en bruger med brugerrolle, skal en bruger
med rollen "Approver" (Godkender) logge ind og vaelge miljzet "Approval"
(Godkendelse).

® Filtrer analysen, der skal godkendes ved at vaelge filtreringsindstillingerne og
klikke p& Apply (Anvend).

® Gennemgd og godkend resultaterne af hver enkelt testprave.
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Naviger til den prave, der skal godkendes pé tabellen "Results" (Resultater). De

proveresultater, som skal godkendes, har tre alternativknapper for enden af deres raekke.
Accepter eller afvis hvert praveresultat.

Bemaerk: Et resultat, der automatisk indstilles til INVALID (Ugyldigt) af Rotor-Gene
AssayManager, kan ikke laengere konverteres til et gyldigt resultat, heller ikke selv om

resultatet afvises.
Valgfrit: Indtast en kommentar i kolonnen "Sample comment" (Pravekommentar).

Klik p& Release/Report data (Frigiv/rapportér data).

Klik p& OK. Rapporten genereres i Adobe Portable Documentformat (.pdf) og gemmes
automatisk i den foruddefinerede mappe. Mappestien er som standard: QIAGEN >
Rotor-Gene AssayManager > Export > Reports.

Bemaerk: Denne sti og mappe kan aendres i miljget "Configuration" (Konfiguration).

G il Archive (Arkiv) for at eksportere .rexfilen med radata. Find dit eksperiment vha.
filtreringen, og klik p& Show assays (Vis analyser). Klik derefter pé filen Export.rex, og
gem den ved at klikke p& OK. Softwaren gemmer automatisk .rex-filen i denne

foruddefinerede mappe: QIAGEN > Rotor-Gene AssayManager > Export > Experiments.

Bemaerk: Denne sti og mappe kan zendres p& fanen Specify the .rex file export destination

(Angiv eksportdestination for .rexfil).

Bemaerk: Der kraeves en supportpakke fra kerslen til fejlsegning. Supportpakker kan
genereres fra miligerne Approval (Godkendelse) eller Archive (Arkiv). Laes mere i
brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager Core Application, afsnittet
"Troubleshooting" (Fejlsegning), "Creating a support package" (Oprettelse af en
supportpakke) her: https://www.qiagen.com/shop/automated-solutions/detection-and-
analysis/Rotor-Gene-assaymanager#resources. Desuden kan historikposten fra
haendelsestidspunktet + 1 dag vaere nyttig. Historikposten kan hentes i miljget "Service"

(brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager Core Application).

. Tom Rotor-Gene Q MDx-instrumentet, og kassér striprerene i henhold til de lokale

sikkerhedsregler.
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Fortolkning of resultater

Analysen er helt automatisk.

Rotor-Gene AssayManager v1.0 analyserer farst amplifikationskurver og ugyldigger muligvis
ikke-konforme kurver afhaengigt af deres udformning og stejamplitude. | s& fald knyttes der et

flag il den ugyldiggjorte kurve (se tabel 2).
Derefter analyserer Rotor-Gene AssayManager v1.0 karselskontrollerne.

e Kalibrator
e NTC

Bemaerk: Den rapport, der genereres efter kerslen, viser de resultater, der er opnéet pé&

karselskontroller med ugyldiggerende flag foran ugyldige data.

Hvis alle kontrollerne i kerslen er i overensstemmelse, analyserer Rotor-Gene AssayManager

de ukendte prover.
| tabel 2 ses de ugyldiggerende proveflag, et rer kan blive tildelt i forbindelse med den

analyse, der foretages af Rotor-Gene AssayManager v1.0, sammen med en forklaring af hvert

enkelt flags betydning.
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Tabel 2. Ugyldiggerende praveflag og beskrivelse af udtryk

32

Flag Adfeerd Beskrivelse
ABOVE_ACCEPTED_RANGE Invalid Maélveerdien er hajere end det definerede omréde.
(Ugyldig) Dette kan vaere en Cr-, endepunkisfluorescens-,
koncentrations- eller beregningsvaerdi, f.eks. Cr- eller
ACrmiddelvaerdi.
ASSAY_INVALID (ANALYSE_UGYLDIG)  Invalid Analysen er ugyldig, fordi mindst én ekstern kontrol er
(Ugyldig) ugyldig.
BELOW_ACCEPTED_RANGE Invalid Mélvaerdien er lavere end det definerede omréde. Dette
(Ugyldig) kan veere en Cr-, endepunkisfluorescens-,
koncentrations- eller beregningsvaerdi, f.eks. Cr eller
ACr-middelvaerdi.
CONSECUTIVE_FAULT Invalid Maélet, der anvendtes til beregningen af dette mél, er
(KONSEKUTIV_FEJL) (Ugyldig) ugyldigt.
CURVE_SHAPE_ANOMALY Invalid R&dataene for forsteerkningskurven har en facon der
(KURVEFORM_UNORMAL) (Ugyldig) afviger fra den fastlagte adfzerd for denne analyse. Der

er en hgj sandsynlighed for forkerte resultater eller
fejlfortolkning of resultater.

FLAT_BUMP (FLAD_BULE) Invalid Rédataene for forsteerkningskurven har en facon som
(Ugyldig) ligner en flad bule og afviger fra den fastlagte adfzerd
for denne analyse. Der er stor sandsynlighed for
ukorrekte resultater eller fejlfortolkning af resultater
(f.eks. forkert bestemmelse af CT-vaerdi).

IN_ACCEPTED_RANGE Valid NTC viser Crsignalveerdier over 36 for mal-ACTB.
(Gyldig)
INVALID_CALCULATION Invalid Beregningen for dette m&l mislykkedes.
(UGYLDIG_BEREGNING) (Ugyldig)
MULTIPLE_THRESHOLD_CROSSING Invalid Amplifikationskurven krydser teersklen mere end én
(MANGE_TARSKELOVERGANGE) (Ugyldig) gang. En utvetydig Crvaerdi kan ikke fastslés.
NO_BASELINE (INGEN_BASELINE) Invalid Der er ikke fundet nogen farste baseline.
(Ugyldig)
NO_CT_DETECTED (Ingen CT pavist) Variabel Ingen Crvaerdi blev pévist for dette mal.
NO_VALUE Invalid Mélet har ingen veerdi, men forventes at have en.

(Ugyldig) Denne vaerdi behover ikke at ligge inden for et bestemt
omréde. Dette kan veere en Cr-, endepunkisfluorescens-,
koncentrations- eller beregningsveerdi (f.eks. Cr- eller

ACrmiddelvaerdi).
NORM_FACTOR_ALTERATION Advarsel Afvigelse under normaliseringsproceduren.
(Andring af normaliseringsfaktor) Forstaerkningskurven vises med en

standardnormalisering. Resultaternes korrekthed skal
kontrolleres manuelt.
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OTHER_TARGET_INVALID Invalid

(ANDET_MAL_UGYLDIGT) (Ugyldig)
SATURATION (MATNING) Invalid
(Ugyldig)
SATURATION_IN_PLATEAU (Maetning Advarsel
pé plateau)
SPIKE (SPIDS) Advarsel
SPlKE_CLOSE_IO_CT Invalid
(SPIDS_TAT_PA_CT) (Ugyldig)

STEEP_BASELINE Invalid

(MARKANT_BASELINE) (Ugyldig)
STRONG_BASELINE_DIP Invalid
(STARKT_BASELINE_FALD) (Ugyldig)
STRONG_NOISE (KRAFTIG_ST@)) Invalid
(Ugyldig)
STRONG_NOISE_IN_GROWTH_PHASE  Invalid
(KRAFTIG_ST@)_| VAKSTFASE) (Ugyldig)
UNCERTAIN Variabel
UNEXPECTED_CT_DETECTED Variabel
(UVENTET_CT_REGISTRERET)
UNEXPECTED_VALUE Invalid
(Ugyldig)
UPSTREAM Variabel
WAVY_BASE_FLUORESCENCE Invalid
(BOLGEFORMET_BASISFLUORESCENS)  (Ugyldig)

Brugsanvisning til QlAsure Methylation Test (handbog)

Et andet mél for den samme prave er ugyldigt.

Rédatafluorescensen meettes kraftigt for
forsteerkningskurvens knaekpunkt.

Rédatafluorescensen maettes i forsteerkningskurvens
plateaufase.

En spids i rédatafluorescensen blev pévist i
amplifikationskurven, men uden for det omréde, hvor
Crvaerdien bestemmes.

En spids blev pévist i amplifikationskurven teet p& Cr.

En skarp stigning i baseline for rédatafluorescensen er
pavist i forstaerkningskurven.

Et skarpt fald i baseline for rédatafluorescensen er
pavist i forstaerkningskurven.

Kraftig stej blev pavist uden for vaekstfasen af
amplifikationskurven.

Kraftig stej blev pavist i vaekstfasen (eksponentiel) af
forsteerkningskurven.

Resultater fra AUDAS er i modstrid med resultaterne fra
kerneanalysen. En utvetydig, automatisk evaluering af
dataenes gyldighed er ikke mulig.

En Crveerdi blev pdvist for et mél, som ikke m&
forsteerkes.

Malet har en vaerdi, men den er ikke som forventet.
Dette kan vaere en Cr-, endepunkisfluorescens-,
koncentrations- eller beregningsvaerdi, f.eks. Cr- eller

ACrmiddelvaerdi.

Pravestatus blev indstillet til Invalid (Ugyldig) eller
Unclear (Uklar) of en upstreamproces (f.eks.
QlAsymphony).

Bemeerk: For praver, der markeres som Unclear (Uklar),
er Rotor-Gene AssayManagers adfeerd defineret i
miliget "Configuration" (Konfiguration) i
AssayManager-softwaren. Flaget "Invalid" (Ugyldig) fra
upstream-processer resulterer altid i en ugyldig
tilsvarende prove i Rotor-Gene AssayManager.

En belgeformet baseline for rédatafluorescensen er
pavist i forstaerkningskurven.
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Hvis alle kontrollerne i kerslen er gyldige, analyserer Rotor-Gene AssayManager v1.0 de
ukendte praver. Praven skal indeholde en minimal maengde af bisulfitkonverteret DNA,
for at resultaterne kan fortolkes. Dette angives ved Cr-vaerdien af husholdningsgenet
ACTB, der skal vaere < 26,4, for at en prave kan valideres af Rotor-Gene
AssayManager.

Derefter beregnes AACrvaerdierne for FAM19A4 og hsa-mir124-2, og resultatet
praesenteres. Hvis en AACrvaerdi er under graenseveerdien, fér mélet bedemmelsen
"Hypermethylation positive" (Hypermethyleringspositiv).

Bemaerk: Delvise eller lave niveauer af methylering er et naturligt faenomen, der i
modsaetning til hypermethyleringsniveauer ikke direkte skyldes cancerudvikling.

En prove anses som vaerende "Hypermethylation positive" (Hypermethyleringspositiv),
ndr mindst ét af mélene bedemmes s&dan.

Prever med lav DNA-kvalitet/kvantitet (dvs. ACTB Crvaerdier, der akkurat er inden for
godkendelseskriteriet; Crveerdier fra 25 til 26,4) kan bedemmes som falsk negative.
Gentaget testning af PCR i enkeltpraver anbefales. Et negativt resultat i gentagelsestesten
betyder, at praven er hypermethyleringsnegativ, mens et positivt resultat betyder, at
preven er hypermethyleringspositiv.

For prever med hgijt celletal, som behandles med en protokol for direkte konvertering, er
der risiko for at overbelaste PCR-reaktionen med DNA, hvilket kan fere til et falsk negativt
resultat for FAM19A4-mélet For prever med 1) et negativt hypermethyleringsresultat, 2)
en ACTB-Crveerdi pd <23 og 3) en AACrvaerdi for FAM19A4 p& mellem 10,36 og
11,36 anbefales det derfor at gentage PCR med 5 gange mindre input af konverteret
DNA ved at fortynde preven i vand.
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Fejlfindingsvejledning

Denne fejlfindingsvejledning kan vaere nyttig til at afhjaelpe eventuelle problemer. Yderligere
information kan ogsé& f&s pd siden med ofte stillede spergsmél (Frequently Asked Questions,
FAQ) hos vores center for teknisk support: www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. Derudover
svarer personalet fra QIAGEN Teknisk Service gerne p& spergsmal vedrerende enten
informationen og protokollerne i denne hdndbog eller preve- og analyseteknologier

(kontaktinformation: se bagsiden, eller besag www.qgiagen.com).

Se brugervejledningen til Rotor-Gene AssayManager Core Application for at f& oplysninger

om fejlsagning vedrerende Rotor-Gene AssayManager.

Kommentarer og forslag

Generel handtering

Koncentrationen af DNA i
preven er for lav il
bisulfitkonvertering

Kontrollér DNA-ekstraktionen Gentag DNA-ekstraktionen, men med en mere koncentreret klinisk prove

Praven har faet bedemmelsen ugyldig: ACTB-forstaerkningen er for lav eller fravaerende

a) Pipetteringsfeil eller udeladte  Kontrollér pipetteringsplanen og konfigurationen af reaktionen. Gentag PCR-
reagenser kerslen.

b) Kontrollér DNAkoncentratet  Maksimer DNA-inputtet il bisulfitkonvertering. Bisulfitkonverteringsreaktionen
har optimal stabilitet ved DNA-input mellem 100 ng og 2 pg

c) Kontrollér den kliniske proves  Gentag bisulfitkonverteringsreaktionen med 10 % af den cervikale prove i
celletal i forbindelse med PreservCytindsamlingsmediet (dvs. 2 ml fra 20 ml).

protokollen "Bisulfite-conversion

directly on cervical specimen"

(Bisulfitkonvertering direkte pé

cervikal prove)

d) Kontrollér det Gentag bisulfitkonverteringen, evt. med et hgjere DNA-input.
bisulfitkonverterede eluat

Praven bedemmes ugyldig: Mélene FAM1 944 og/eller hsa-mir124-2 er ugyldige

Utilstraekkelig blanding Bland prave- og reaktionsblanding vha. pipettering (ca. 10 gange pr. rer).
Gentag praven.
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Kommentarer og forslag

Den positive kontrol er ugyldig: forstzerkningen er for lav eller fravaerende for et eller flere af mélene

a) Pipetteringsfeil eller udeladte  Kontrollér pipetteringsplanen og konfigurationen af reaktionen. Gentag PCR-
reagenser kerslen.

b) Delvis nedbrydelse Opbevar kittets indhold ved -30 til -15 °C.

Undgé at nedfryse og opte mere end maksimalt tre cyklusser.

c) PCRreagenser delvist Opbevar kittets indhold ved -30 til -15 °C, og beskyt reaktionsblandingerne
nedbrudt mod direkte lys.
Undgé gentagen nedfrysning og optening.
d) Ombytning af striprer Kontrollér pipetteringsplanen og konfigurationen af reaktionen.
e) Udlgbsdato Kontrollér udlebsdatoen for det anvendte kit.
f) Tidsforsinkelse mellem PCR-reaktionsblandinger kan opbevares merkt ved 2-8 °C i 30 minutter i
pipetteringspraver og starten tidsrummet fra dispensering of prever i PCR-reaktionerne til kerselsstart i
pé kerslen maskinen.

Ikke-skabelon-kontrol (No template control, NTC) er ugyldig

a) Pipetteringsfejl Kontrollér pipetteringsplanen og konfigurationen af reaktionen. Gentag PCR-
kerslen.
b) Krydskontaminering Udskift alle kritiske reagenser.

Héndter altid prever, kitkomponenter og forbrugsvarer iht. almindeligt
accepterede fremgangsméder for at forhindre kontaminering ved overfarsel.
c) Reagenskontaminering Udskift alle kritiske reagenser.

Héndter altid prever, kitkomponenter og forbrugsvarer iht. almindeligt
accepterede fremgangsmader for at forhindre kontaminering ved overforsel.

d) Ombytning af striprer Kontrollér pipetteringsplanen og konfigurationen af reaktionen.

e) Tidsforsinkelse mellem PCR-reaktionsblandinger kan opbevares merkt ved 2-8 °C i 30 minutter i
pipetteringspraver og starten tidsrummet fra dispensering af prever i PCR-reaktionerne til kerselsstart i
pé kerslen maskinen.

f) Probeforringelse Beskyt reaktionsblandinger mod lys.

Kontrollér for falsk-positive vaerdier pé fluorescenskurven.

Fravaerende eller lave signaler praven, men kontrolkerslen er OK

a) Heemmende péavirkninger Kontrollér altid, at der ikke er bufferrester efter centrifugering i filteret, nér du
karer bisulfitkonvertering.

Gentag bisulfitkonverteringen.

b) Pipetteringsfeil Kontrollér pipetteringsplanen og konfigurationen af reaktionen. Gentag
PCR*kerslen.

Hvis problemet ikke er afhjulpet, skal du kontakte QIAGENS tekniske service.
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Begraensninger

Reagenser i QlAsure Methylation Test ma kun anvendes til in vitro-diagnostik.

Brug af PCR-est kraever god laboratoriepraksis, herunder vedligeholdelse af udstyr, der er
dedikeret til molekyleerbiologi, og som overholder galdende lovgivning og relevante

standarder.
Reagenser og vejledning, der medfelger i dette szet, er valideret fil optimal palidelighed.

QlAsure Methylation Test m& kun anvendes af laboratoriepersonale, som er uddannet i brugen

af Rotor-Gene Q MDx-instrumenterne og Rotor-Gene AssayManager v1.0.

Produktet m& kun anvendes af personale, som er specielt instrueret og uddannet i teknikkerne
til realtime PCR og in vitro-diagnostiske procedurer. De diagnostiske resultater, der genereres,

skal fortolkes sammen med andre kliniske resultater eller laboratorieresultater.

Det er absolut nedvendigt, at anvisningerne i brugervejledningen overholdes ngje for at opné

optimale PCR-resultater.

Bemaerk ngje udlebsdatoerne, der er trykt pé aesken og etiketterne til alle komponenter. Brug

aldrig for gamle komponenter.

Prever med lav DNAkvalitet/kvantitet (dvs. ACTB Crvzerdier, der akkurat er inden for
godkendelseskriteriet; Crvaerdier fra 25 til 26,4) kan bedemmes som falsk negative. Gentaget
testning af enkeltprever anbefales. Et negativt resultat i gentagelsestesten betyder, at praven
er hypermethyleringsnegativ, mens et positivt resultat betyder, at preven er

hypermethyleringspositiv.
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Alle reagenser, der leveres med QlAsure Methylation Test, er udelukkende beregnet til brug

sammen med de gvrige reagenser i det samme test. Ellers kan dette pavirke najagtigheden.
QlAsure Methylation Test er valideret til HPV-positive kvinder.

QlAsure Methylation Test er valideret til cervikale prever, der indsamles og opbevares i
PreservCyt- SurePath™- eller STM-medie, og til selvtagne vaginale berstepraver, der indsamles

og opbevares i PreservCyt ved ankomsten til laboratoriet.

Kun Rotor-Gene Q MDx er valideret til brug sammen med QlAsure Methylation Test PCR-

analysen.

Enhver brug til andre formal end de tiltaenkte af dette produkt og/eller komponentsendringer

ger, at Self-screen B.V.’s garanti bortfalder.

Det er brugerens ansvar at kontrollere systemets egnethed til eventuelle procedurer, der udferes

i laboratoriet og ikke er omfattet af Self-screens resultatundersegelser.
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Ydelseskarakteristik

Pavisningsgraense (LOD, Limit of Detection)

Analysesensitiviteten for QlAsure Methylation Test blev fastlagt som en pdvisningsgraense (Limit
of Detection, LOD) p& 95 % ud fra en fortyndingsserie af plasmid, som indeholder alle tre
amplikonsekvenser (dvs. ACTB, FAM19A4 og hsa-mir124-2; omrade: 750.000 til 0,25 kopier
pr. PCR). Mélenes 95 %-LOD blev vurderet som den laveste plasmidfortynding, hvilket gav
mindst 35 ud af 36 positive resultater (Cr < 40). Fire forskellige operaterer udferte i alt
12 eksperimenter (1 karsel pr. operater pr. dag) med tre forskellige lots og tre forskellige
RGQ-systemer. Hvert eksperiment omfattede testning in triplo af 11 plasmidfortyndinger. 95 %-
LOD’en gav 7,5 kopier pr. PCR for alle tre forskellige mal.

Linearitet

Lineariteten af QlAsure-analysen blev fastlagt ud fra dataene fra de 12 eksperimenter, der
blev udfert for at vurdere 95 % LOD. De to mal, FAM19A4 og hsa-mir124-2, samt reference-
ACTB udviser en linezer amplifikation fra 750.000 op til 7,5 kopier pr. PCR.

Praecision

Preecisionen af QlAsure Methylation Test blev fastlagt som intraanalysevariabiliteten
(variabilitet of flere preveresultater med samme koncentration inden for samme eksperiment)
og den samlede varians i analysen (variabilitet aof flere analyseresultater genereret af
forskellige operaterer p& forskellige instrumenter med forskellige batches pé& forskellige
laboratorier). Testen blev udfert p& bisulfitkonverteret DNA fra en cervikal preve med haj HPV-
positiv-risiko, der testede hypermethyleringspositiv med signaler for b&de FAM19A4 og hsa-
mir124-2, hvilket svarer il ca. 3 gange LOD-koncentrationen. Testen blev udfert in duplo i
lebet af 8 kersler udfert af fire forskellige brugere (én kersel pr. bruger pr. dag) med to

forskellige lots og tre forskellige RGQ-maskiner pé& to forskellige laboratorier, hvilket gav
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16 datapunkter pr. prave. Variationskoefficienten (coefficient of variation, CV) blev fastlagt
for Cr- og AACrveerdierne (tabel 3).

Tabel 3. CV% af CT- og AACT-veerdier i en methyleringspositiv cervikal preve

Pravetype Pravetype (%) Provetype (%)
CT-veerdi Kvalitetskontrol af intern 0,3 1,32

prove (dvs. ACTB)

FAM19A4 1,02 1,52

hsa-mir124-2 1,16 1,64
AACT veerdi FAM19A4 3,70 5,97

hsa-mir124-2 4,21 5,75

Den samlede statistiske spredning i en preves Crveerdier med den fernaevnte koncentration er
1,32 % for kvalitetskontrollen af den interne prave (ACTB), 1,52 % for FAM19A4 og 1,64 %
for hsa-mir124-2. Den samlede statistiske spredning i en preves AACrveerdier med den
farnaevnte koncentration er 5,97 % for FAM19A4 og 5,75 % for hsa-mir124-2.

Interfererende stoffer

De hzemmende stoffer, der er udvalgt pga. deres potentielle indvirkning p& PCR, er
desulfonerings- og vaskebufferen i bisulfitkonverterings-kittet. Der blev ikke testet for stoffer,
som muligvis kunne vaere til stede i den oprindelige preve, eftersom preve-DNA oprenses to
gange med silicaperler, dvs. DNA-ekstraktion fra den oprindelige prave og DNA-rensning
efter bisulfitkonvertering. Rester af desulfonerings- og vaskebufferen vidnede om interferens i

PCR og blev pdvist i form af et ugyldigt testresultat i kvalitetskontrollen af den interne prove.
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Klinisk ydeevne
HPV-positive cervikale praver*

Den kliniske ydeevne for QlAsure Methylation Test i forbindelse med cervikal intraepitelial
neoplasi grad 3 (CIN 3) og cervikal cancer (dvs. CIN 3+) blev vurderet i en retrospektiv
undersggelse pé& flere undersagelsescentre i EU (13). QlAsure Methylation Test blev vurderet i
2384 HPV-positive cervikale screeningprever indsamlet fra kvinder (i alderen 29-76 ar) i fire
EUlande (Skotland, Slovenien, Danmark og Holland)(13). Preverne blev indsamlet i
PreservCyt- eller SurePath-medie. Undersegelsespopulationen bestod af 2012 kvinder, som
ikke viste tegn p& sygdom ved opfelgning inden for 2 ér (forkortet som < CIN 1), 124 med
CIN 2, 228 med CIN 3 og 20 med cancer. Der blev ekstraheret DNA fra de cervikale prover,
og 250 ng DNA blev anvendt som input i bisulfitkonverteringsreaktionen (EZ DNA Methylation
Kit, ZYMO Research). Ud af de 250 ng modificeret DNA blev 20 % anvendt i PCR (svarende
til 50 ng af det oprindelige m&l-DNA/PCR). De generelle positivitetsfrekvenser for QlAsure
Methylation Test stratificeret efter klinisk endepunkt kan ses nedenfor (tabel 4).

Tabel 4. Positivitetsfrekvenser for QlAsure Methylation Test

Klinisk endepunkt Fraktion Positivitetsfrekvens (95 % Cl)
<CIN1 437/2012 21,7 % (20-23,6)

CIN 2 58/124 46,8 % (38,1-56,6)
CIN 3 176/228 77,2 % (71,3-82,2)
Cervikal cancer 19/20 95,0 % (70,7-99,3)

Blandt de cervikale praver med hgj risiko for HPV er felsomheden for CIN 3+ 78,6 % (195/248; 95 % Cl: 73,1-88,3),
og den generelle specificitet for QlAsure Methylation Test var 78,3 % (n = 2013; 95 % Cl: 76-80). Den negative
praediktive vaerdi for hrHPV-positive, methyleringsnegative resultater var 99,9 % for cervikal cancer (N = 1694; 95 %
Cl: 99,699,99), 96,9 % for CIN3+ (95 % Cl: 96-98) og 93,0 % for CIN2+ (95 % Cl: 92-94).

Derudover blev sensitiviteten for cervikal cancer vurderet i en verdensomspaendende

retrospektiv undersegelse pa flere undersagelsescentre ved undersegelse af 519 invasive

* Leegeindsamlede cervikale prover.
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cancere med forskellige histotyper fra over 25 lande (11). Der blev ekstraheret DNA fra de
cervikale prever, og 250 ng DNA blev anvendt som input i bisulfitkonverteringsreaktionen (EZ
DNA Methylation Kit, ZYMO Research). Ud af de 250 ng modificeret DNA blev 20 % anvendt
i PCR (svarende til 50 ng af det oprindelige m&l-DNA/PCR). 510 ud af de 519 cancere testede
positive med QlAsure Methylation Test, hvilket gav en positivitetsfrekvens p& 98,3 % (95 %
Cl: 96,799,2), og positivitetsfrekvenserne stratificeret efter histotype kan ses i tabel 5.

Positivitetsfrekvens for QlAsure Methylation Test i cervikale cancerprover.

Tabel 5. Positivitetsfrekvens for QlAsure Methylation Test i cervikale cancerpraver

Klinisk endepunkt Fraktion Positivitetsfrekvens (95 % Cl)
Pladeepitelkarcinom 313/318 98,4 % (96,4-99,5)
Adenokarcinom 121/123 98,4 % (94,299,8)
Adenopladeepitelkarcinom 42/42 100,0 % (91,6-100)
Sjaeldne cancerhistotyper 30/32 93,8 % (79,2-99,2)
Uspecificet cancerhistotype 4/4 100 % (39,8-100,0)

HPV-positive selvtagne vaginale berstepraver

| forbindelse med selvtagne vaginale barsteprever blev QlAsure Methylation Tests kliniske
ydeevne ved pavisning af cervikal intraepitelial neoplasi, grad 3 samt cervikal cancer (dvs.
CIN 3+) bedemt ud fra en test af 247 vaginalprever med hgj HPV-risiko. 14 prever (5,7 %)
viste ACTB Crveerdier > 26,4 og blev derfor bedemt ugyldige. Preverne med gyldige
testresultater bestod af 148 selvtagne berstepraver fra kvinder med < CIN 1 efter 18 méneder
med opfalgende undersegelser, 24 med CIN 2, 50 med CIN 3, 8 med pladeepitelkarcinom
og 3 med adenokarcinom. Der blev ekstraheret DNA fra vaginalpreverne, og 250 ng DNA
blev anvendt som input i bisulfitkonverteringsreaktionen (EZ DNA Methylation Kit, ZYMO
Research). Ud af de 250 ng bisulfitkonverteret DNA blev 20 % anvendt i PCR (svarende til
50 ng af det oprindelige m&l-DNA/PCR). Positivitetsfrekvenserne for QlAsure Methylation Test

stratificeret efter klinisk endepunkt kan ses nedenfor (tabel 6).
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Tabel 6. Positivitetsfrekvenser for QlAsure Methylation Test i selvtagne vaginalberstepraver

Klinisk endepunkt Fraktion Positivitetsfrekvens (95 % Cl)
<CINT 34/148 23,0 % (16,9-30,4)

CIN 2 7/24 29,2 % (14,6-49,8)

CIN 3 33/50 66,0 % (52,0-77,7)
Pladeepitelkarcinom 8/8 100,0 % (63,1-100,0)
Adenokarcinom 3/3 100,0 % (29,2-100,0)

Blandt selvtagne vaginale berstepraver med hgj HPV-risiko er sensitiviteten for CIN 3+ 72,1 % (44/61; 95 % ClI: 59,7-
81,9), og sensitiviteten for karcinom er 100 % (11/11; 95 % Cl: 72-100).*

FAM19A4- og hsa-mirl24-2-genernes evne til at pavise fremskredne og
transformerende CIN-laesioner

En analyse af promoter-methylering péviser specifikt sékaldte "fremskredne" CIN-lzesioner, der
gemmer p& en cancerlignende methyleringsprofil og har en hgj risiko pé kort sigt for at fere
til cancer (7, 8). Palideligheden af promoter-hypermethyleringsanalysen af FAM19A4 og hsa-
mir124-2 blev vurderet ved at teste 29 hgijrisiko-HPV-positive prever fra kvinder med
fremskreden og transformerende CIN 2/3 og 19 hgijrisiko-HPV-positive prever fra kvinder med
tidlige stadier af transformerende CIN 2/3. Methylering forbindes iszer med fremskreden
sygdom og testes positiv pd alle fremskredne CIN 2/3-laesioner (100 %; 29/29; 95 % ClI:
88-100) sammenlignet med 47 % (9/19; 95 % Cl: 27-69) of tidlige CIN 2/3-lzesioner.

Robusthed

Robustheden af QlAsure Methylation Test blev vurderet ud fra overensstemmelsen mellem
outputtet af QlAsure Methylation Test og outputtet af analyseversionen, som kun er til
forskningsbrug (Research Use Only, RUO). Vurderingen blev udfert pa bisulfitkonverteret
genomisk DNA indsamlet fra 10 cervikale prever i hgjrisikogruppen for HPV, hvoraf 5 tidligere

* Bemaerkning: Hypermethylering af mélene i preverne fra kvinder med fremskredne CIN-lzesioner og/eller cervikal
cancer kan undslippe pdvisning pga. variabilitet i pravetagningen, f.eks. som falge of utilstraekkelig prevetagning.
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er pdvist hypermethyleringsnegative for begge markerer, og 5 tidligere er pavist
methyleringspositive (dvs. for mindst én af de 2 markerer). Testen blev udfert in duplo i lzbet
af 8 kersler udfert af fire forskellige brugere (én kersel pr. bruger pr. dag) med to forskellige
lots og tre forskellige Rotor-Gene Q MDx-instrumenter pd to forskellige laboratorier. Dette

resulterede i i alt 16 datapunkter pr. prove (tabel 7).

Tabel 7. Overensstemmelse mellem QlAsure Methylation Test og RUO-versionen af analysen

Provenummer RUO resultat Overensst. ml. lab. 1 og Overensst. ml. lab. 2 og
RUO RUO

1 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
2 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
3 Neg 62,5 % (5/8) 62,5 % (5/8)
4 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
5 Neg 100 % (8/8) 100 % (8/8)
Subfotal 92,5 % (37/40) 92,5 % (37/40)
6 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
7 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
8 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
9 Pos 100 % (8/8) 100 % (8/8)
10 Pos. 100 % (8/8) 100 % (8/8)
Subtotal 100 % (40/40) 100 % (40//40)

Fire of de fem prover, der tidligere er pdvist methyleringsnegative, viste 100 %
overensstemmelse, nér QlAsure Methylation Test blev vurderet p& begge laboratorier. Prove
3 viste en overensstemmelse p& 62,5 % (5/8) pd begge laboratorier. Den observerede
variation var relateret til FAM19A4 med niveauer omkring analyse-cutoff. Den samlede

overensstemmelse mellem de methyleringsnegative prever var 92,5 % (37/40).

Alle 5 prover, der tidligere er pavist methyleringspositive, viste 100 % overensstemmelse med

referenceanalysen, dvs. en samlet overensstemmelse p& 100 % (40/40).
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Bisulfitkonvertering direkte p& cervikale prever

Protokollen "Bisulfite-conversion directly on cervical specimens using the EpiTect Fast 96
Bisulfite Kit" (Bisulfitkonvertering direkte p& cervikale prever ved brug aof EpiTect Fast 96
Bisulfite Kit) blev godkendt i forhold til referenceprotokollen (dvs. bisulfitkonvertering med
forudgéende kvantitetskontrol af preve-DNA) p& 119 cervikale udskrabninger efterfulgt of
QlAsure Methylation Test. Succesraten for bisulfitkonvertering direkte pd cervikale prever med
et cervikalpreveinput pd& 2,5 % var 95,8 % (114/119). Dette steg til 100 % efter gentestning
af de ugyldige resultater med et cervikalpraveinput pd 10 %. Overensstemmelsen mellem
QlAsure Methylation Testresultaterne af de bisulfitkonverterede protokoller var 90,8 %
(108/119; kappa-vaerdi 0,75).

Protokollen "Bisulfite-conversion directly on cervical specimens using the QlAsymphony
Bisulfite Kit" (Bisulfitkonvertering direkte p& cervikale prever ved brug af QlAsymphony Bisulfite
Kit) blev godkendt i forhold til referenceprotokollen (dvs. bisulfitkonvertering med forudgéende
kvantitetskontrol af proveDNA) p& 120 cervikale udskrabninger efterfulgt of QlAsure
Methylation Test. Succesraten for bisulfitkonvertering direkte p& cervikale prever med et
cervikalpreveinput pd 2,5 % var 94,2 % (113/120) sammenlignet med 97,5 % (117/120)
med referenceprotokollen. Overensstemmelsen mellem QlAsure Methylation Test-resultaterne
af de bisulfitkonverterede protokoller var 94,7 % (107/113; kappa-veerdi 0,88).
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Symboler

Falgende symboler kan evt. findes p& emballagen og etiketten:

Symbol Symboldefinition
g Holdbarhedsdato
IVD Medicinsk udstyr til in vitro-diagnostik

CE-VD-symbol

Indeholder tilstraekkeligt med reagenser til <N>-reaktioner

qm
) m

Katalognummer
Lotnummer

Materialenummer

Komponenter

Indeholder
Antal
R stér for revision af brugsanvisningen (héndbog), og n stér for revisionsnummeret

Globalt handelsvarenummer

Temperaturbegraensning

Producent

Beskyt mod direkte lys

bl TECER

I
e
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[:Ij] Lees brugervejledningen
A Forsigtig

Kontaktoplysninger

Du kan f& teknisk bistand og yderligere information i vores center for teknisk support pd
adressen www.giagen.com/Support, ved at ringe til os p& 00800-22-44-6000 eller ved at
kontakte QIAGEN Teknisk Service eller lokale forhandlere (se bagsiden, eller besag

www.giagen.com).
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Bestillingsinformation

Produkt Indhold Kat.-nr.

QlAsure Methylation Test Kit Til 72 reaktioner: 2 x Master Mix, 616014
2 x kalibrator.

QlAsymphony SP QIAsymphony-modul fil klargering af 9001297

prover: inkluderer 1 &rs garanti pa

reservedele og arbejdslen (valgfrit ved

automatiseret ekstraktion)

Rotor-Gene Q MDx

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-cycler og hgjoplaselig 9002033
System smelteanalysator med 5 kanaler (gren,

gul, orange, red, violet) plus HRM-
kanal, baerbar computer, software,
tilbeher: inklusive 1 ars garanti p&
reservedele og arbejdslen, installation

og uddannelse

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM  Realtime PCR-cycler og hgjoplaselig 9002032
Platform smelteanalysator med 5 kanaler (gren,

gul, orange, red, violet) plus HRM-
kanal, baerbar computer, software,
tilbeher: inkluderer 1 ars garanti p&

reservedele og arbejdslen, installation

og uddannelse ikke inkluderet
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Produkt Indhold Kat.-nr.
Tilbeher til Rotor-Gene Q MDx
Loading Block 72 x 0.1 mL Aluminiumsblok til manuel opsaetning 9018901
Tubes af reaktion med en etkanalspipette i
72 x 0,1 mlrer
Strip Tubes and Caps, 0.1 mL 250 band a 4 rer og heetter til 981103
(250) 1.000 reaktioner
Strip Tubes and Caps, 0.1mL 10 x 250 strips a 4 rer og heetter il 981106
(2500) 10.000 reaktioner
Rotor-Gene AssayManager - til rutinetest med Rotor-Gene Q MDx-
instrumenter
Rotor-Gene AssayManager Software til rutinetest i kombination 9022739

med Rotor-Gene Q- og QlAsymphony
RGQ-instrumenterne; software med
enkeltbrugerlicens til installation p& én
computer

Opdaterede licensoplysninger og produktspecifikke ansvarsfraskrivelser kan ses i hédndbogen
eller brugsvejledningen til det aktuelle QIAGEN-kit. Handbager og brugervejledninger til

QIAGEN-kits kan f&s via www.qiagen.com eller rekvireres hos QIAGEN Teknisk Service eller
den lokale distributer.
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Revisionshistorik for dokumentet

Dato Andringer

R4, juni 2019 Reviderede organisationsdiagrammet for arbejdsgangproceduren under Princip og
procedure; tilfejede EpiTect Fast 96 Bisulfite Kit under P&kraevede materialer, der
ikke medfelger; reviderede indholdet af tekstboksen Sikkerhedsinformation; tilfejede
oplysninger om opvarmningskersel af RGQ MDx 5-plex HRM; reviderede afsnittet
Proveklargering; filfajede punkt i fejlsagningsafsnittet; tilfajede emnet
Bisulfitkonvertering direkte p& cervikale prever under Ydelseskarakteristik;
opdaterede Referencer; opdaterede layout.

R5, juli 2023 QIAsymphony-instrumenter til valgfri automatiseret ekstraktion og QlAsymphony
Bisulfite Kit er blevet filfajet i afsnittet "Nedvendige materialer, som ikke medfalger",
afsnittet "Klargering af prave" er blevet revideret, brug af SurePath-
indsamlingsmedie er blevet filfgjet, og afsnittet "Klinisk ydeevne" er blevet revideret.
Der er tilfajet overskrifter for tabel 5 og tabel 6.

Aftale om begrzenset licens til QlAsure Methylation Test
Brug af dette produkt betyder, at enhver kaber eller bruger af produktet accepterer folgende vilkér:

1. Produktet m& kun anvendes i overensstemmelse med protokoller leveret med produktet og denne handbog og kun med de komponenter, der er i kittet. QIAGEN
giver ingen licens, under nogen intellektuel ejendomsret, fil at bruge eller inkludere komponenterne i dette kit med komponenter, der ikke er inkluderet i dette kit,
undtagen som beskrevet i de protokoller, der folger med produktet, denne héndbog og andre protokoller, der er tilgaengelige pa www.qiagen.com. Nogle af
disse andre protokoller er stillet til radighed af QIAGEN-brugere for QIAGEN-brugere. Disse protokoller er ikke grundigt testet eller optimeret af QIAGEN.
QIAGEN hverken garanterer for dem eller for, at de ikke overtraeder tredjeparts rettigheder.

Ud over de udtrykkeligt givne licenser giver QIAGEN ingen garanti for, at dette kit og/eller brugen af det ikke overtraeder tredjeparts rettigheder.

Dette kit og dets komponenter er under licens til engangsbrug og mé ikke genbruges, gendannes eller videresaelges.

QIAGEN afviser specifikt alle andre licenser, udtrykte eller underforstéede, end dem, der udtrykkeligt er angivet.

Ll Sl

Keberen og brugeren af kittet indvilliger i ikke at tage, eller lade andre tage, skridt, der kunne fore til, eller fremme, handlinger der forbydes ovenfor. QIAGEN
kan handhaeve forbuddene i denne begraensede licensaftale ved enhver domstol og vil inddrive alle undersegelses- og retsomkostninger, herunder
advokatsalzerer, i ethvert segsmal for at hdndhaeve denne begraensede licensaftale samt alle deres intellektvelle ejendomsrettigheder i forbindelse med kittet
og/eller komponenterne deri.

Vedrerende opdaterede licensbetingelser henvises der til www.giagen.com.
QlAsure Methylation Test produceres af Self-screen B.V.
QlAsure Methylation Test produceres af Self-screen B.V. og forhandles of QIAGEN i Europa.

Varemazerker: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, digene®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); BD®, SurePath® (Becton
Dickinson); EZ DNA Methylation™ (Zymo Research Corp.); NanoDrop® (NanoDrop Technologies LLC); PreservCyt® (Hologic, Inc.); Qubit® (Molecular Probes, Inc.).
Registrerede navne, varemaerker osv. anvendt i dette dokument, selv nér de ikke specifikt er markeret som sadan, skal ikke betragtes som vaerende juridisk ubeskyttede.

07-2023 HB-2304-005 1132288DA © 2023, QIAGEN. Alle rettigheder forbeholdes.
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