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Gebrauchsinformation: FastQ® B*27 Version 10/2023

1. ZWECKBESTIMMUNG

Die Zweckbestimmung des FastQ® B*27 Kits ist die Bestimmung des Vorhandenseins des
HLA-B*27 Allels, das mit verschiedenen Formen der Axialen Spondyloarthritis assoziiert ist.

2. PRODUKTBESCHREIBUNG

Der FastQ® B*27 Kit wird zum molekulargenetischen Nachweis von HLA-B*27 Allelen
eingesetzt. Das HLA-B27 Protein ist eine Variante des Humanen Leukozyten Antigens-B (HLA-
B). Das HLA-B27 Protein ist mit dem Auftreten verschiedener Autoimmunerkrankungen
(Morbus Bechterew bzw. Spondylitis ankylosans, Morbus Reiter, reaktive Arthritiden)
assoziiert. Der Nachweis von HLA-B*27 wird daher fur die Diagnostik genutzt (Brewerton et al.
1973, Schlosstien et al. 1973). Ein positiver HLA-B*27 Befund ist mit einem sehr hohen
Krankheitsrisiko verbunden. Etwa 3 bis 6% der Trager des HLA-B*27-Gens erkranken an
Spondylitis ankylosans und mehr als 90% aller Patienten mit seronegativen Arthritiden sind
Trager dieses Cens.

Im FastQ® B*27 Kit werden aLle haufigen HLA-B*27-Subtypen erfasst—Aukerdem—wire

3. TESTPRINZIP

Der Test wird mit genomischer DNA als Ausgangsmaterial durchgeflihrt. Die DNA wird mit
sequenz-spezifischen Primern (SSP) auf dem Exon 2 und 3 des HLA-B*27 Gens amplifiziert, die
nur die B*27 Subtypen erfassen. Die Amplifikate werden mit ebenfalls genortspezifischen
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Hydrolyse-Sonden (TagMan®-Sonden) nachgewiesen (RT-
PCR), wodurch die diagnostische Sensitivitat und Spezifitat des Test im Vergleich zur
klassischen SSP erhdht wird.

Wenn Amplifikate vorhanden sind, werden die Sonden durch die Tag Polymerase
hydrolisiert und es entsteht ein Fluoreszenzsignal, das proportional zur Menge des PCR-
Produkts ansteigt. Die Fluoreszenzsignale werden von der optischen Detektionseinheit des
RT-PCR-Cyclers gemessen. Der Test wird in einer einzigen PCR-Reaktion durchgefthrt, in der
mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen die interne Kontrolle (humanes HGH Gen) und die
krankheitsassoziierten Subtypen nachgewiesen werden.

4. MATERIAL

41 Inhalt des FastQ® B*27 Kits
1 260 pl Q Primermix B27, gebrauchsfertig, enthalt Primer und Sonden

1 260 pl Plex Mix, gebrauchsfertig, enthalt dNTPs, Tag Polymerase, Reaktionspuffer
(enthalt den Gefahrstoff 2-Methylisothiazol-3(2H)-on in einer Konzentration von
< 0,05%, siehe Kapitel 8 und 14)

1  Elektronische Gebrauchsinformation / Kit File, erhaltlich vom Download-Server
www service.bag-diagnostics.com, weitere Informationen siehe Beileger im Kit
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42 Zusatzlich erforderliche Reagenzien und Cerate

1
1
1
1 Aqua dest
1
1

Real-Time PCR-Cycler (validierte Cycler siehe 4.3)
RT-PCR ReaktionsgefaRe mit Deckeln oder Abdeckfolien (validierte Produkte siehe 43)

Variable Pipetten (0,5 - 1000 pl) und Pipettenspitzen

Reagenzien zur DNA Isolation (validierte Extraktionskits siehe 6.2)

Colour Compensation Kit fur den LightCycler® 480 Il (REF| 728259 RT CC Universal

LC480 wird von BAG Diagnostics zur Verflgung gestellt)

43 Validierte Cycler und Reaktionsgefale

Cycler RT-PCR ReaktionsgefaRe RT-PCR Verschlussysteme
® .
FrameStar® Breakable Vgrtlcally Strip of 8 Flat Optical Caps Crystal
PCR Plate, Low Profile Clear, Product No. 4ti-0755
CFX96 Touch™ & CFX Product No. 4ti-120] ' '

Opus 96 Real-Time PCR
Detection System,
Fa. Bio-Rad

Removable 8 Well PCR Tube
Strip, Product No. 4ti-0753

Fa. Azenta Life Sciences

gPCR Adhesive Seal
Product No. 4ti-0560

Fa. Azenta Life Sciences

LightCycler® 480 I
Real-Time PCR Detection
System,

Fa. Roche Molecular
Systems Inc.

Light Cycler® Multiwell Plate 96,
white
Product No. 04729692001
Fa. Roche Molecular Systems Inc.

gPCR Adhesive Seal
Product No. 4ti-0560

Fa. Azenta Life Sciences

QuantStudio™ 6 Flex
Real-Time PCR System,
Fa. Applied Biosystems /
Thermo Fisher Scientific

Removable 8 Well PCR Tube
Strip, Product No. 4ti-0753
Fa. Azenta Life Sciences

SaphirePCR Microplate 96 Well
o e :
ProductNe-652260
Fa-CreinerBIO-ONE®

Strip of 8 Flat Optical Caps Crystal
Clear, Product No. 4ti-0755

gPCR Adhesive Seal
Product No. 4ti-0560

Fa. Azenta Life Sciences

Hinweis:

Bei Verwendung von anderen Real-Time-Thermocyclern, ReaktionsgefaRen

und Verschlusssystemen mussen diese vom Anwender validiert werden.
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Gebrauchsinformation: FastQ® B*27 Version 10/2023

44 Empfehlungen fur nicht validierte Cycler und Reaktionsgefalie

Fur die unten genannten Cycler liegen erfolgreiche initiale Testungen vor, aber keine
vollstandige Validierung. Die Tabelle enthalt die empfohlenen Spezifikationen.

Cycler RT-PCR ReaktionsgefaRe RT-PCR Verschlussystem

MIC (Magnetic Induction
Cycler)
Fa. Bio Molecular Systems

Tubes and caps: MIC-TUBES No. 68MIC-60653
Exklusiver Vertrieb (D/A): Fa. Biozyme

Rotor-Gene Q

Fa. Qiagen Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, Cat No./ID 981103 oder 981106, Fa. Qiagen

ighteyeter20
be oo

5 LACGERUNGC UND HALTBARKEIT

Die Kits werden mit Trockeneis versandt. Nach Erhalt mussen alle Reagenzien bei <€ -20°C in
temperaturtberwachten Geraten gelagert werden. Das Verfallsdatum ist auf dem Etikett der
jeweiligen Reagenzien angegeben. Das auf dem AufRenetikett angegebene Verfallsdatum
bezieht sich auf den Kitbestandteil mit der klrzesten Haltbarkeit. Die Testung der Auftau-
Gefrierzyklen hat ergeben, dass fur den Plex Mix bis zu 12 Zyklen und fur den Q Primermix
B27 bis zu 15 Zyklen keinen nachteiligen Effekt auf die Qualitat des Kits haben. Fur mehr
Gefrierzyklen liegen noch keine Daten vor. Daher wird empfohlen, die Reagenzien ggf. zu
aliquotieren.

Sollte die Schutzverpackung beschadigt sein, wenden Sie sich bitte an den Kundenservice.

Das pipettierte Reaktionsgemisch kann vor oder nach Zugabe der DNA-Probe bis zu 20
Stunden vor dem Start des PCR-Laufs lichtgeschUtzt bei 2..8°C gelagert werden.

6. TESTDURCHFUHRUNG
6.1 VorsichtsmalRnahmen und besondere Hinweise

Molekulargenetische Techniken sind besonders sensitive Methoden und sollten nur von
qualifiziertem Fachpersonal mit Erfahrung in molekulargenetischen Techniken durch-
gefUuhrt werden. Die Ergebnisse dieser Tests durfen nicht als alleinige Crundlage fur
klinische Entscheidungen verwendet werden.

Besondere VorsichtsmalRnahmen sind zu beachten, um Kontaminationen und damit
falsche Reaktionen zu vermeiden:

1 prinzipiell mit Handschuhen (moglichst puderfrei) arbeiten

1 bei jedem Pipettierschritt neue Spitzen (mit Filtereinsatz oder integriertem Stempel)
verwenden

1 wenn moglich zwei getrennte Arbeitsbereiche fur die Pra-Amplifikation (DNA-
Isolierung, Ansetzen der Reaktionen) und die Post-Amplifikation (Detektion)
einrichten

1 Cerate und andere Materialien nur an den jeweiligen Arbeitsplatzen verwenden und
nicht austauschen
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Gebrauchsinformation: FastQ® B*27 Version 10/2023

6.2 DNA Isolation

Das Probenmaterial flUr die Isolation der genomischen DNA muss in geeigneten
Abnahmesystemen verschickt werden. Fur den Test ist EDTA- oder Citrat-Blut erforderlich.
Heparin kann unter Umstanden die PCR-Reaktion hemmen (4), derartige Abnahme-
systeme sind daher nicht geeignet und durfen nicht verwendet werden. Die Blutprobe.

- B -
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