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1. AVSEDD ANVANDNING

FastQ-produkten ar avsedd for genetisk testning pad manniskor av markorer som ar associerade
med sjukdomar eller farmakogenetiska reaktioner. For FastQ B*27-testkitet innebar detta testning
av férekomst av HLA-B*27-alleler som &r associerade med vissa autoimmuna sjukdomar (se
Produktbeskrivning).

2. PRODUKTBESKRIVNING

FastQ B*27-kitet anvands for molekylargenetisk identifiering av HLA-B*27-alleler. Proteinet HLA-
B27 ar en variant av humant leukocytantigen-B (HLA-B). HLA-B27 &r associerat med olika
autoimmuna sjukdomar (Bechterews sjukdom eller ankyloserande spondylit, Reiters syndrom,
reaktiv artrit) och anvands darfér som en del av det diagnostiska forfarandet (1, 2). Ett positivt HLA-
B*27-resultat &r associerat med en mycket hog sjukdomsrisk. | misstéankta fall av Mb Bechterew
utgor en HLA-B*27-diagnos ett viktigt bidrag till patientens behandling. Omkring 3 % till 6 % av de
personer som bar HLA-B*27-genen utvecklar ankyloserande spondylit, och mer an 90 % av alla
patienter med seronegativ artrit ar barare av denna gen.

FastQ B*27-kitet identifierar alla vanliga HLA-B*27-undertyper. Dessutom skiljer den mellan de
sjukdomsassocierade allelerna och subtyperna HLA-B*27:06 och HLA-B*27:09, vilka inte ar
associerade med ankyloserande spondylit (3).

3. TESTPRINCPIP

Testet utférs med genomiskt DNA som startmaterial. DNA-provet amplifieras i en PCR med
sekvensspecifika primers (SSP). Primrarna utvecklades for selektiv amplifiering av specifika
sekvenser i exonerna 2 och 3 i HLA-B*27-genen, vilka endast identifierar B*27-undertyper.
Amplikonerna detekteras ocksa med genlokusspecifika fluorescerande fargmarkta hydrolysprober
(TagMan®-prober), vilket okar testets diagnostiska sensitivitet och specificitet jamfort med en
konventionell SSP.

Vid férekomst av amplikoner hydrolyseras proberna av Tag-polymeraset, och en fluorescenssignal
genereras som oOkar proportionellt mot mangden av PCR-produkten. Fluorescenssignalerna mats av
den optiska detekteringsenheten for RT-PCR-Cycler.

Testet utfors i en enda PCR-reaktion som detekterar den inre positiva kontrollen (human HBB-gen),
sjukdomsassocierade undertyper och icke sjukdomsassocierade undertyper med olika
fluorescerande farger.

4. MATERIAL

4.1  FastQ B*27-kitets innehall
o 260 pl Q Primermix B27, fardigt att anvanda, innehaller primers och prober
o 260 ul Q Plex Mix, fardigt att anvéanda, innehaller dNTP:er, Tag-polymeras, reaktionsbuffert

o Bruksanvisning

4.2 Ovriga ndodvandiga reagenser och utrustning

o Reagenser for DNA-isolering (validerade DNA-isoleringssatser, se 6.2)
o Realtids-PCR-Cycler (validerad cykler, se 4.3)
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o RT-PCR-reaktionsror med lock eller folie (godkanda produkter, se 4.3)

o Dest. vatten

o Kolvpipetter (0,5-1000 pl) och spetsar

o Fargkompenseringssats for LightCycler® 480 Il (tillhandahalls av BAG Diagnostics)

4.3 Godkanda cyklers och reaktionsror

RT-PCR-

Cykler RT-PCR-reaktionsror ) .
stangningssystem

4titude Crystal Strips,
CFX96™ Real-Time Framestar® Breai-A Wy PCR Plate Art.nr 46i-0755

PCR Detection System Art.nr 4'Ei-1201 Optiskt klar sjalvhaftande film,
Comp. Bio-Rad : artikelnr 4ti-0560

Fa. 4titude / Brooks Life Sciences Comp. 4titude/Brooks Life Sciences

Anmarkning:  Om andra realtidscyklers, reaktionsror och stangningssystem anvands maste de
valideras av anvandaren.

4.4 Rekommendationer for icke-validerade cyklers och reaktionsror

For de cyklers som ndmns nedan har inledande tester utforts men ingen fullstandig validering.
Tabellen innehaller de rekommenderade specifikationerna.

Cykler RT-PCR-reaktionsror _ RT-PCR-
stangningssystem
. LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, vit, LightCycler® 480 Sealing Foll,
LightCycler® 480 System, artikelnr 04729692001, artikelnr 04729757001
Comp. Roche
Comp. Roche Comp. Roche

MIC (Magnetic Induction Cycler) Ror och lock: MIC-TUBES nr 68MIC-60653
Comp. Bio Molecular Systems Exklusiv distributér (D/A): Comp. Biozyme
Rotor-Gene Q Stripror och lock, 0,1 ml,
Comp. Qiagen Kat-nr/ID: 981103 eller 981106, Comp. Qiagen
Lightcycler 2.0 G
Comp. Roche ej tillampligt

5. FORVARING OCH STABILITET

Kiten transporteras kylpackat. Efter mottagandet ska alla reagenser forvaras i
temperaturdvervakade enheter vid < -20 °C. Utgangsdatumet anges pa etiketten for varje reagens.
Det utgangsdatum som anges pa den yttre etiketten avser det reagens som har den kortaste
stabiliteten i kitet. Testet av frysnings- och upptiningscykeln har visat att upp till 12 cykler for Plex
Mix och upp till 15 cykler for Q Primermix B27 inte har nagra skadliga effekter pa kitets kvalitet. Det
finns @nnu inga data for fler cykler. Darfor rekommenderar vi att reagenserna alikvoteras om det
behovs.
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6. TESTPROCEDUR
6.1 Sakerhetsvillkor och sarskilda anmarkningar

Molekylargenetiska tekniker ar sarskilt kansliga och bor utféras av valutbildad personal med
erfarenhet av dessa tekniker. Resultaten av dessa tester far inte anvandas som enda grund for
kliniska beslut.

Sarskilda sakerhetsvillkor maste iakttas for att undvika kontaminering och darmed falska reaktioner:
4 Anvand handskar under arbetet (puderfria, om mdjligt).
4 Anvand nya spetsar vid varje pipetteringssteg (med integrerat filter).

4 Anvand om mojligt separata arbetsomraden for foramplifiering (DNA-isolering och PCR-
forberedelse) och efteramplifiering (detektion).

¢ Anvand enheter och annat material endast pa deras respektive platser och byt inte plats pa
dem.

6.2 DNA-isolering

Provmaterialet for isolering av genomiskt DNA maste séndas i lampliga blodinsamlingssystem. For
testet kravs EDTA eller citratblod. Férekomst av heparin kan hamma PCR, och darfor ar
blodinsamlingssystem med heparin inte lampliga (4) och far inte anvandas.

Vi rekommenderar anvandning av CE IVD-certifierade kit for DNA-isolering.

Godkanda DNA-isoleringssatser:
¢ Qiagen QIAamp DNA Blood Kits (columns)

e Chemagic™ 360 (chemagic DNA Blood Kit, beads)

Om laboratoriets etablerade standardmetod anvénds fér gDNA-isolering och detta inte ar en av de
validerade satserna ovan, maste den valideras av anvandaren.

En DNA-koncentration pa 10—20 ng/ul kravs for att utféra FastQ B*27-testet.

DNA:t maste ha foljande renhetsindex:

. OD260/OD2so >15 och < 2,0
Hogre varden ar en indikator for kontaminering med RNA, lagre véarden for

kontaminering med proteiner.

>1.8
Lagre varden indikerar en kontaminering med salt, kolhydrater eller organiska
l[6sningsmedel.

* OD260/OD23o

6.3  Amplifiering

Reaktionsrér som rekommenderas av realtidscyklerns tillverkare eller de material som
rekommenderas i kapitel 4.3 bor anvandas.

For varje prov ska foljande reagenser pipetteras i ett reaktionsror:

2 I Q Primermix

2yl Plex Mix

1 ul Prov-DNA (10-20 ng/ul)
5ul Dest. vatten
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Reaktionsvolymen for varje RT-PCR-test &r 10 pl.

Rekommenderade undantag

Rotor-Gene O Cycler

Om Rotor-Gene Q-cyklern anvands maste en hogre reaktionsvolym anvandas.
Reaktionsvolymen maste stallas in pa 20 ul i cyklerns installningar.

Det finns tre mojligheter for PCR-proceduren:

a) Anvand den dubbla méngden av de volymer som anges ovan, vilket resulterar i en
reaktionsvolym pa 20 pl.

b) Tillsatt ytterligare 5 pl destillerat vatten (15 pl totalt).
C) Fyll pA PCR-blandningen med 5 pl mineralolja (totalt 15 pl).

Lightcycler 2.0

Om Roche LC 2.0 Cycler anvands ar det nédvandigt att anvanda en referensfarg (ROX) for
att instrumentet ska kunna identifiera reaktionsroren (kapillarerna).

Den slutliga koncentrationen i reaktionsvolymen pa 10 ul maste vara 120 nM. Vi rekommenderar
att volymen med destillerat vatten (5 pl) ersatts med respektive forspadning av ROX (240 nM).

Om en forblandning av Q Primermix, Plex Mix och destillerat vatten bereds fér mer @n ett prov,
bered en rimlig ytterligare mangd for pipetteringsforluster.

Om en negativ kontroll (NTC) ska utforas, preparera en PCR-reaktion med destillerat vatten
istallet for DNA.

Forslut reaktionsroren och centrifugera snabbt ned vatskan. Kontrollera att det inte finns nagra
bubblor i brunnarna. Om bubblor observeras, knacka forsiktigt pa banken sa att bubblorna
forsvinner. Starta PCR-programmet med foljande parametrar:

Steg Tid [s] Temperatur [°C] Ramﬁré:a/g;lghet Plattaviasning Cykler
Initial aktivering 120 96 2,5 - 1
Denaturering 5 98 2,5 -
. 13
Annealing + 25 68 2,2 i
forlangning
Denaturering 5 98 2,5 -
i 37
Annealing + 25 68 * ja
forlangning

* anvand standard ramphastigheten for CFX96™ Real-Time PCR Detection System
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OBS! Innan programmet startas anvand korrekt "Scan Mode”: All channels (Alla kanaler). Om felaktig "Scan
Mode” anvands kan inte testen tolkas och méaste géras om. Temperaturen for locket maste vara installt
pa 105 °C.

Additional
Settings

Cancel

Rekommendation for testade men ej validerade cyklermaskiner:

- Om systemet LightCycler® 480 Il anvands maste en "fargkompensering" utféras (tillhandahalls
av BAG Diagnostics).

- Om Rotor-Gene Q-cyklern anvands maste reaktionsvolymen stéllas in pa 20 pl i cyklerns
installningar. Funktionen "Use noise slop correction” kan anvandas for dataanalys.

6.4  Tolkning av resultat

Alla tester med humant gDNA maste visa en fluorescenssignal i den gréna kanalen (FAM) med den
interna kontrollen. Prover som &r HLA B*27-positiva visar en positiv signal i kanalen for CAL Fluor
Orange 560. Den roda kanalen (CAL Fluor RED 610) ger positiva signaler med de oberoende
detekterade allelerna B*27:06 och B*27:09.

Fluorofor Vanlig Valdokumenterad Sallsynt
CAL Fluor Orange | B*27:02:01:01, | B*27:01, B*27:02:01:02-*27:02:01:05, *27:04:02-
560 *27:03, *27:05:03, *27:04:06, *27:05:02:02- *27:05:02:20,
(B*27-positiv) *27.04:01, *27:09, *27.05:04-*27:05:46, *27:06:01:02,
*27:05:02:01, *27:10, *27:07:02-*27:07:06, *27:11, *27:13, ,
*27:06:01:01, *27:12, *27:19:01:02, *27:21, *27:25, *27:26,
*27:07:01, *27:14, *27:28 , *27:30-*27:74, *27:76, *27:79-
*27:08, *27:15, *27:84, *27:86-*27:91, *27:93 -*27:118,
*27:17, *27:120-*27:128, *27:130-*27:152,
*27:19:01:01, *27:154-*27:156, *27:158-*27:188,
*27:20, *27:190-*27:203, *27:205-*27:221 /
*27:24, B*44:97
*27:27
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CAL Fluor Red B*27:06:01:01 | B*27:09 B*27:06:01:02, *27:41, *27:91, *27:106,
610 *27:136, *27:154, *27:192, *27:208 /
(B*27:06-, *27:09- B*15:129, B*15:395 / B*18:02:01,
positiv) B*18:179

(IMGT Database 3.38.0).

Amplifieringssignalerna for de negativa kontrollerna (B*27-negativa) bor ligga utanfor de definierade
Cg-vardena for bada kanalerna. En negativ kontroll med dest. vatten ska inte visa ndgon
fluorescerande signal under hela RT-PCR-kérningen och representerar en kontamineringskontroll.
Fluorescenssignaler inom de definierade Cqg-vardena med den negativa kontrollen med dest. vatten
indikerar kontaminering. Flourescenssignaler utanfor de definierade Cg-vardena kan uppsta pa
grund av den mycket kénsliga testmetoden vid felaktig pipettering. Om detta intraffar bor testet
upprepas.

Foljande signaler bedéms som positiva:

Fluorofor Cqg-varde Vaglangd i nm

.. Excitering: 495

Intern positiv kontroll FAM <20 Ermission: 520
B*27-positiv CAL Fluor Orange 560 (HEX) <25 Excitering: 538

Emission: 559

B*27:06-positiv
B*27:09-positiv

Excitering: 590

CAL Fluor Red 610 (RED) <20 Emission: 610

OBS! Om “Auto Calculated Baseline Threshold” anvands for tolkning med CFX96 Touch™ Real-
Time PCR Detection System kan sma utslag i fluorescenssignalerna betraktas som positiva signaler
av mjukvaran och en Cq ges. Kontrollera kurvornas s-form och justera den fargspecifka troskeln
under tolkning.

7. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

FastQ B*27-kitet ar avsett for in vitro-diagnostiskt bruk och bér endast anvandas av utbildad och
behdrig personal. Allt arbete ska utféras enligt god laboratoriepraxis.

Biologiskt material som anvands for utvinning av DNA, t.ex. blod, bdr hanteras som potentiellt
smittat. Vid hantering av biologiskt material rekommenderas lampliga sakerhetsatgarder (pipettera
inte med munnen; anvand engangshandskar vid hantering av biologiskt material och utférande av
testet; desinficera handerna nér testet ar klart).

Biologiskt material bor inaktiveras fore kassering (t.ex. i en autoklav). Engangsartiklar ska
autoklaveras eller brannas efter anvandning.

Spill av potentiellt smittat material boér omedelbart avliAgsnas med pappershanddukar och de
fororenade omradena svabbas med ett lampligt standarddesinfektionsmedel eller 70-procentig
alkohol.

Material som anvants for att rengora spill, inklusive handskar, ska inaktiveras (t.ex. i en autoklav)
innan det kasseras.
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Kassering av alla prover, oanvanda reagenser och avfall bér ske i enlighet med landets statliga och
lokala foreskrifter.

Mikrobiell kontaminering av reagenser under alikvotering bor undvikas. Vi rekommenderar
anvandning av sterila envagspipetter och -spetsar. Reagenser som ser grumliga ut eller uppvisar
tecken pa mikrobiell kontaminering far inte anvandas.

Ett informationsblad om materialsédkerhet respektive en deklaration om materialsékerhetsdatablad
(MSDS) finns att ladda ner pd www.bag-diagnostics.com.

8. SPECIFIKA PRESTANDAEGENSKAPER

Kombinationen av primers och prober sékerstaller en tillforlitlig identifiering av de B*27-alleler som
anges i kapitel 6.4. Noggrannheten och reproducerbarheten hos testkitets specificitet verifieras for
varje batch med i férvag typade referensprover.

For FastQ B*27-kitets prestandastudier utférdes totalt 95 i foérvag typade DNA-prover. Resultaten
fran studien jamfordes med de resultat som C€ erholls med andra certifierade
typningsreagenser (bland annat serologi, SSO, SSP) och/eller ekvensering. Inga avvikelser i
detekteringen av B*27-funktionen har observerats (100 % dverensstammelse).

DNA-prover Intern studie totalt Procentuell 6verensstammelse [%]
B27-negativ 84 100
B27-positiv 11 100
Totalt 95 100

Sammanfattning av de interna undersokningsresultaten med procentuell éverensstammelse med referenstypning och
detektering av B*27

9. METODENS BEGRANSNINGAR

Pa grund av RT-PCR-metodens hoga kanslighet for korskontaminering bor sarskild noggrannhet
iakttas vid DNA-isolering. Valideringstester under prestandautvarderingsstudien av FastQ B*27-kitet
har visat att en variation av den mangd DNA som anvands for amplifiering mellan 2 ng och 50 ng
inte har ndgon betydande inverkan pa detekteringen av B*27-allelerna.

Extrem forsiktighet bor iakttas for att forhindra kontaminering av kitets reagenser och andra
laboratoriematerial och utrustning med amplikoner eller DNA. Regelbundna torkningstester (t.ex.
BAG Wipe Test, 7091) och negativa kontroller med destillerat vatten med varje prov
rekommenderas starkt.

| den negativa kontrollen med destillerat vatten far det inte finnas ndgon fluorescerande signal (Cq >
N.A.). Vid signalutveckling i den negativa kontrollen (FAM-kanal) maste PCR-arbetsplatsen
dekontamineras och reagenserna bytas ut vid behov.

Alla instrument (t.ex. pipetter, realtidscykler) maste kalibreras enligt tillverkarens instruktioner.
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10. INTERN KVALITETSKONTROLL

Intern kvalitetskontroll av nya batcher av FastQ B*27-kitet kan utféras med hjalp av en kombination
av DNA-prover med kand HLA-typ. En intern positiv kontroll for framgangsrik amplifiering ingar i
Q Primermix. Negativa kontroller for att upptacka eventuell kontaminering rekommenderas. Anvand
en PCR-reaktion utan DNA (NTC) for detta &ndamal.

11. FELSOKNING

Symptom Mojlig orsak Mdjlig 16sning
Foérekomst av en hammare. Anvand farska reagenser.
Upprepa testet. Var noga med korrekt

Inget gDNA i reaktionen. pipettering.

Felaktiga amplifieringsparametrar. Kontrollera PCR-program och ramphastighet.
Kontrollera DNA-koncentration och -kvalitet.
Kontaminerat eller skadat DNA. Kontrollera DNA pa en gel. Upprepa DNA-
isolering.

Anvand farsk Q Primermix.

Fluorescerande prober eller primers | Undvik ljusexponering och &terkommande
skadade. upptining och nedfrysning. Folj
forvaringsreglerna!

Dalig eller ingen Bubblor i PCR-reaktionen,

signal . o .. Noggrann pipettering.
kvarvagande vatska pa rorets Centrifugera ner PCR-plattan.
innervagg.
Inkompatibla eller lagkvalitativa RT- | Anvand kompatibla och hogkvalitativa
PCR-plastmaterial. plastmaterial (se kapitel 4.3).
Felaktig signalberéakning pa grund av Tillampning av korrlgeranQe atgjirder :
P 4 programvaran (t.ex. funktionen "apply
onormala amplifieringssignaler . S s
. ; fluorescence drift correction" fran Bio-Rad eller
under de inledande cyklerna i . N o
L exkludering av de forsta fem cyklerna fran
korningen.
analysen).
Avdunstning av reagens pa grund av | Se till att PCR-r6ren ar ordentligt forslutna.
felaktig forslutning av PCR-réren. Var noga med tatningsfoliens kanter.
Slgn?_l | den Kontaminering med DNA i den Upprepa den negativa kontrollen.
Esg?ﬂl)\lllaen negativa kontrollen Dekontaminera arbetsplatsen.

12. VARUMARKEN SOM ANVANDS | DETTA DOKUMENT/DENNA PRODUKT

TagMan® ar ett varumarke som tillhér Roche Molecular Systems Inc.
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13. FORKLARING AV SYMBOLER SOM ANVANDS PA ETIKETTERNA

Réacker till n tester

Forvaringstemperatur/nedre temperaturgrans

Anvand fore

Las bruksanvisningen

Tillverkare

ELEBDGA?@

Innehall, innehaller

Avsedd anvandning: Typning av manskliga genetiska markorer som

[GENOTYPING] associeras med sjukdomar eller farmakogenetiska reaktioner
IFU Bruksanvisning
For in vitro-diagnostiskt bruk
LOT] Batchkod

O PRIMERMIX | B27]

Primermix for typning av HLA-B*27 med FastQ B*27-kitet

MasterMix for RT-PCR

RY)
m
H

Katalognummer
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For bruksanvisningar pa andra sprak, se
http://www.bag-diagnostics.com eller kontakta oss direkt pa info@bag-diagnostics.com

eller telefon +49 (0)6404-925-125
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