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ELUCIGENE CF Poly-T 
Katalognummer - PT003B2 ’  50 tester med AmpliTaq Gold 
    
Anva ndningsomr˚de 

For samtidig kvalitativ detektion in vitro av polytymidinsplitsningssta llets alleler 5T, 7T och 9T i 
intron 8 i CFTR-genen (cystisk fibros transmembran konduktansregulator) Testet tillhandah˚ ller 
genotypinformation for allelerna 5T, 7T och 9T i humant helblod och munskoljningsprover. 

Principer for forfarandet 

Den metod som tilla mpas med ELUCIGENEä  CF Poly-T kit anva nder ARMSä  allelspecifik 
amplifieringsteknologi, som p˚ visar punktmutationer eller sm˚  deletioner i deoxiribonukleinsyra 
(DNA)(1).  Principen for ARMSä  a r att oligonukleotider med en 3° felparad rest inte fungerar 
som PCR-primrar (polymeraskedjereaktion) under specificerade forh˚ llanden.  Vid val av ra tt 
oligonukleotider kan specifika mutant- eller normala DNA-sekvenser amplifieras och p˚ visas. 

Varningar och forsiktighets˚tga rder 

1. Endast for yrkesma ssig in vitro-diagnostik. 

2. Den DNA-kontroll som levereras tillsammans med detta kit har genomg˚ tt oberoende tester 
och befunnits vara negativ for hepatit B-virus (HBV), hepatit C-virus (HCV) och humant 
immunbristvirus 1 (HIV 1). 

3. Var forsiktig vid hantering av material av humant ursprung.  Alla prover ska anses vara 
potentiellt smittsamma.  Ingen testmetod kan garantera fullsta ndig fr˚ nvaro av HBV, HCV, 
HIV 1 eller andra smittsamma agens.  Folj ga llande besta mmelser for biologiskt riskmaterial 
betra ffande hantering av prover och testkomponenter samt anva ndning, forvaring och 
kassation av dem. 

4. Kitet ska forvaras p˚  en plats som a r fri fr˚ n kontaminerande DNA- eller PCR-produkt. 

5. Anva nd inte reagensen efter det utg˚ ngsdatum som anges p˚  forpackningsetiketten.  Alla 
reagens levereras bruksfa rdiga.  Forvara ooppnade och oppnade reagens i ’ 20 ÖC. 
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Symboler p˚ etiketter 
Dessa symboler som anva nds p˚  alla etiketter och forpackningar overenssta mmer med den 
harmoniserade standarden EN 980. 
 

                 Tillverkare 
 

                   Antal tester 
 

                     Se bruksanvisningen 
 

                         Forvaras kallare a n angiven temperatur 

                        Anva nds fore angivet datum 
 
                       Katalognummer 
 
                        Lot- eller partinummer 
 

REF 

LOT 

X�C 
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Material som medfoljer 

Tillra ckligt material for 50 tester medfoljer: 

1. 2 ampuller primermix (TA) inneh˚ llande primrar (5T, 7T och 9T) och deoxinukleotidtrifosfater 
i buffert (2 x 450 µL), (PT003TA). 

2. 1 ampull x 200 µL CR00TV spa dningsbuffert (DB).  

3. 1 ampull x 40 µL CR000TW AmpliTaq Gold (AG). 

4. 1 ampull x 600 µL CR000TR laddningsfa rg (LD). 

5. 1 ampull x 50 µL PT003BY DNA-kontroll (DC), inneh˚ ller human DNA av genotyp 5T/9T. 

 

50 fa rgade PCR-ror (gula) kan levereras, om s˚  onskas. 

 

Material som behovs men inte medfoljer 

Laboratorieforbrukningsmaterial: handskar, mikrofugror med skruvkork, pipettspetsar. 

DNA-preparation: Sterilt avjoniserat vatten av god kvalitet, natriumklorid (NaCl), dinatriumsalt 
av etylendiamintetraa ttiksyra (EDTA), natriumhydroxidpellets (NaOH), kristalliserad 2-amino-2-
(hydroximetyl)-1,3-propandiol (Tris-bas), saltsyra (HCl) 36 % densitet 1,18, ammoniumklorid 
(NH4Cl). 

PCR-amplifiering: Sigma la tt vit mineralolja(a), sterilt destillerat vatten av god kvalitet.  
(a) Behovs for va rmecykel utan uppva rmda lock och for PCR-amplifiering i 0,5 mL PCR-ror. 

Elektrofores: Material for gelelektrofores best˚ ende av NuSieve 3:1 agaros (Cambrex 
BioScience), 50 basparsstege (Amersham Pharmacia Biotech). 

Utrustning som behovs 

Laboratorieutrustning: precisionspipetter (2 satser: 1 for hantering pre-amplifiering och 1 for 
hantering post-amplifiering, helst pipetter med positiv forskjutning), glas, skyddskla der, 
vortexblandare, mikrofug, v˚ g, rorsta ll. 

DNA-preparation: Centrifug (for munskoljningsprover), va rmeblock (uppva rmning till 100 ÖC). 

Amplifiering: Va rmecykel som rymmer 0,5 mL eller 0,2 mL ror (med en temperaturnoggrannhet 
p˚  +/-1 ÖC mellan 33 ÖC och 100 ÖC och statisk temperaturja mnhet p˚  +/-1 ÖC), valfritt med 
uppva rmt lock. 

Elektrofores: Horisontell submarin geltank, stromforsorjningsdel, mikrov˚ g, vattenbad for 
kylning av agaros, UV-transilluminator, fotografiskt system. 
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Provtagning och forvaring av prover 

Helblodprover (EDTA) eller munskoljningsprover ska anva ndas.  Den person som ska testas 
bor avst˚  fr˚ n att a ta eller dricka omedelbart innan munskoljningsprovet la mnas. 

Provtagningsutrustning har ibland rapporterats ha skadlig inverkan p˚  vissa analyter och kan 
stora vissa metodteknologier (2).  Anva ndaren bor tillforsa kra att den valda utrustningen anva nds 
enligt tillverkarens anvisningar och att b˚ de provtagningsutrustning och alternativa DNA-
preparationsmetoder a r kompatibla med testet. 

Blodprover ska forvaras i ’ 20 ÖC fore preparation av DNA.  Undvik upprepad frysning och tining.  
Munskoljningsprover ska forvaras i 4 ÖC och DNA-preparation ska utforas inom 7 dagar. 

 

Preparation av DNA fr˚n helblodprover (EDTA) 

1. Pipettera 80 µL av varje blodprov i ett mikrofugror med skruvkork. 

2. Pipettera 320 µL 170 mM (9,09 g/L) NH4Cl-losning i varje ror. 

3. Blanda i 20 minuter genom att forsiktigt snurra och va nda.  Undvik kraftig omrorning och 
skumbildning. 

4. Centrifugera varje ror i 2 minuter vid 12 000 g tills en cellpellet bildas. 

5. Avla gsna och kassera supernatantva tskan med hja lp av en pipett. 

6. Pipettera 300 µL 10 mM (0,58 g/L) NaCl/10 mM (3,72 g/L) EDTA i varje ror och 
˚ tersuspendera cellerna genom att vortexa. 

7. Centrifugera varje ror i 1 minut vid 12 000 g tills en cellpellet bildas. 

8. Upprepa steg 5 till 7 minst ytterligare tv˚  g˚ nger tills all synlig rod fa rg i supernatantva tskan 
har avla gsnats. 

9. Avla gsna och kassera supernatantva tskan med hja lp av en pipett. 

10. Pipettera 200 µL 50 mM (2 g/L) NaOH-losning i varje ror och ˚ tersuspendera cellerna 
genom att vortexa. 

11. Inkubera i va rmeblock vid 100 ÖC i 10 minuter. 

12. Pipettera 40 µL 1 M (121,1 g/L) Tris-bas/HCl (pH 7,5) i varje ror och vortexa. 

13. Tillsa tt 1 mL sterilt avjoniserat vatten till varje mikrofugror s˚  att en total DNA-provvolym p˚  
1,24 mL erh˚ lls. 

14. Centrifugera varje ror i 1 minut vid 12 000 g tills en pellet av cellfragment bildas.  
Supernatantva tskan inneh˚ ller DNA. 

Preparation av DNA fr˚n munskoljningsprover 

1. Skolj runt 10 mL 0,9 % koksaltlosning i munnen i 20 sekunder.  Samla suspensionen i ett 
sterilt universalror av plast. 
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2. Pelletera cellerna genom centrifugering vid 800 g i 10 minuter i 18’ 28 ÖC. 

3. Avla gsna och kassera supernatantva tskan forsiktigt med hja lp av en pipett. 

4. Pipettera 500 µL 10 mM (0,58 g/L) NaCl/10 mM (3,72 g/L) EDTA i varje ror och 
˚ tersuspendera cellerna genom att vortexa. 

5. O verfor varje prov till ett mikrofugror med skruvkork. 

6. Centrifugera varje ror i 1 minut vid 12 000 g tills en cellpellet bildas. 

7. Avla gsna och kassera supernatantva tskan med hja lp av en pipett. 

8. Pipettera 500 µL 50 mM (2 g/L) NaOH-losning i varje ror och ˚ tersuspendera cellerna genom 
att vortexa. 

9. Inkubera i va rmeblock vid 100 ÖC i 10 minuter. 

10. Pipettera 100 µL 1 M (121,1 g/L) Tris-bas/HCl (pH 7,5) i varje ror och vortexa. 

11. Centrifugera varje ror i 1 minut vid 12 000 g tills en pellet av cellfragment bildas.  
Supernatantva tskan inneh˚ ller DNA. 

12. O verfor 100 µL av supernatanten (DNA-prov) till ett nytt, ma rkt mikrofugror. 

13. Tillsa tt 400 µL sterilt avjoniserat vatten till varje DNA-prov s˚  att en total volym p˚  500 µL 
erh˚ lls. 

Alternativa metoder for DNA-preparation 

Den DNA-preparationsmetod som beskrivs ovan rekommenderas av Tepnel Diagnostics och 
har visat sig ge konsekventa och tillforlitliga resultat.  DNA som prepareras med andra metoder 
eller fr˚ n andra provtyper a r eventuellt inte optimalt for ELUCIGENEä  CF Poly-T-testet och kan 
ge suboptimala resultat.  De viktigaste kriterierna for alternativa DNA-preparationsmetoder a r 
optimal DNA-koncentration och fr˚ nvaro av PCR-ha mmare. 

Alternativa metoder och provtyper bor noga utva rderas med ELUCIGENEä  CF Poly-T-testet 
innan resultaten anva nds for diagnostik.  Tester av DNA-prover vid koncentrationer <10 ng/5 Å L 
rekommenderas inte.  Vid optimala PCR-forh˚ llanden erh˚ lls konsekventa resultat vid DNA-
koncentrationer mellan 10 och 100 ng/5 µL. 

Testprotokoll - amplifieringsforfarande 

Obs! For att minimera risken for kontamination m˚ste steg 4Å 7 utforas i ett utrymme som 
a r fritt fr˚n DNA. A tga rder ska ocks˚ vidtas for att undvika kontamination med PCR-
produkt. 

1. Programmera  va rmecykeln med en enstegscykel som aktiverar AmpliTaq Gold vid 94 ÖC i 
20 minuter, la nkad till ett amplifieringscykelprogram p˚  30 sekunder vid 94 ÖC (denaturering), 
2 minuter vid 58ÖC (annealing) och 1 minut vid 72 ÖC (extension) i 35 cykler.  Detta bor 
la nkas till en 20-minuters tidsfordrojningsfil vid 72 ÖC (extension) p˚  den slutliga cykeln. 

Obs! Va lj alternativet for �block� -metod p˚ va rmecykeln for PCR i 0,5 mL-ror. 
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2. En negativ kontroll m˚ ste medtas i varje PCR-korning.  En DNA-kontroll medfoljer for 
konfirmering av amplifieringen om det behovs. 

3. Tina och centrifugera ampullerna inneh˚ llande primermix (TA), AmpliTaq Gold (AG), 
spa dningsbuffert (DB) och laddningsfa rg (LD) i 10 sekunder vid 12 000 g, blanda forsiktigt 
genom att vortexa och centrifugera ampullerna igen i 10 sekunder. 

4. Bered tillra cklig spa dning av AmpliTaq Gold med medfoljande spa dningsbuffert och 
laddningsfa rg i sterilt destillerat vatten for det antal prover och kontroller som ska testas.  Till 
10 prover eller kontroller pipetteras 20,4 µL sterilt avjoniserat vatten, 6,0 µL spa dningsbuffert, 
30,0 µL laddningsfa rg och 3,6 µL AmpliTaq Gold i ett mikrofugror.  Blanda enzymspa dningen 
va l genom att forsiktigt pipettera upp och ned. 

5. Bered en reaktionsmix genom att tillsa tta ra tt volym primermix till enzymspa dningen fr˚ n steg 
4. Till 10 prover eller kontroller pipetteras 165 µL primermix i 55 µL av den enzymspa dning 
som bereddes i steg 4. Blanda va l genom att forsiktigt pipettera upp och ned. 

6. Pipettera 20 µL i botten av ra tt antal tunnva ggiga PCR-ror och sa tt p˚  korken igen. 

7. Ma rk ett PCR-ror for varje prov och kontroll. 

8. Anva nd separata pipettspetsar varje g˚ ng och tillsa tt 5 µL testprov eller DNA-kontroll (DC) till 
ra tt PCR-ror.  Tillsa tt 1 droppe Sigma la tt vit mineralolja * och sa tt p˚  korken ordentligt igen. 
Tillsa tt inte DNA till det PCR-ror som anva nds som negativ kontroll. 

* For amplifiering som utfors i 0,5 mL PCR-ror eller va rmecykel utan uppva rmda lock 

9. Centrifugera PCR-roren i 10 sekunder vid 12 000 g. 

10. Placera alla ror stadigt i va rmecykelblocket. Starta forst 94 ÖC enstegscykeln och sedan 
amplifieringscykelprogrammet. 

11. Kassera all ˚ terst˚ ende oanva nd AmpliTaq Gold-spa dning. 

12. Na r amplifieringscykelprogrammet a r avslutat, kan proverna forvaras i rumstemperatur 
over natt eller i 2’ 8 ÖC i upp till 7 dagar fore analys med gelelektrofores. 

 

Gelelektrofores 

Anva ndaren bor sa kersta lla att den valda utrustningen anva nds i enlighet med tillverkarens 
anvisningar och a r kompatibel med detta test.  I detta sammanhang a r de viktigaste 
parametrarna gelmatrisen och m˚ tten p˚  kammen (brunnsformaren).   Resultat har erh˚ llits 
med nedanst˚ ende elektroforesforh˚ llanden: 

1. PCR-produkten elektroforesbehandlades i 3 % NuSieve 3:1 agarosgel med hja lp av tris-
borat med etidiumbromid (TBE/EtBr) som lopande buffert. TBE/EtBr bereddes som 134 mM 
(16,2 g/L) Tris-bas, 74,9 mM (4,63 g/L) borsyra, 2,55 mM (0,95 g/L) EDTA-buffert med 
0,1 µg/mL etidiumbromid. 

2. 3 g NuSieve 3:1 upplostes i 100 mL TBE/EtBr och ha lldes i en 15 x 12 cm horisontell 
gelbricka med 1,5 mm x 5 mm brunnsformar uppha ngda 1 mm ovanfor botten. 
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3. 15µL av PCR-produkten (med laddningsfa rg tillsatt under PCR-forberedelseprocessen) 
laddades p˚  en gel. 

4. En 50 basparsstege (Amersham Pharmacia Biotech) p˚  1,5 µg/15 µL preparerades i 
medfoljande laddningsfa rg (80 µL destillerat vatten/10 µL laddningsfa rg/10 µL 50 
basparsstege).  Observera att mixen kan ha orange fa rg innan den laddas p˚  gelen.  15µL av 
denna spa dning laddades p˚  gelen och kordes bredvid proverna som en molekylviktsmarkor. 

5. Elektroforesen utfordes vid 5 till 6 V/cm mellan elektroderna tills fa rgen hade vandrat 5 cm 
fr˚ n laddningsbrunnarna mot anoden (1,5 till 2 timmar). 

6. Efter elektroforesen placerades gelbrunnarna p˚  en UV-transilluminator vid 260 nm, 
visualiserades och fotograferades.  

 

Tolkning av resultat 

PCR-produkterna iakttas som band i gelens rorsp˚ r. 

1. Diagnostiska band m˚ ste synas tydligt i alla prover och ha samma intensitet som bandet for 
250 baspar (bp) i 50 bp-stegen (na r 1,5 µg av stegen laddats p˚  gelen).  DNA-kontrollen 
utgor a ven en va gledning betra ffande bandets intensitet.  

2. Minst ett diagnostiskt band ska synas i varje sp˚ r som motsvarar testprover eller DNA-
kontroll. 

3. Alla sp˚ r ska vara fria fr˚ n smet och bakgrundsfluorescens. 

4. De diagnostiska bandens position ska ange ra tt molekylstorlek (se figur 1). 

5. Den negativa kontrollen ska inte visa n˚ gra band.  

Om n˚ gon av ovanst˚ ende punkter inte iakttas, ska resultaten inte utva rderas och testet 
upprepas. 

6. En person har tv˚  kopior av CFTR-genen.  Om dessa kopior har samma sekvens for ett visst 
givet sta lle, beskrivs personen som homozygot for detta sta lle.  Om kopiorna skiljer sig i 
sekvens vid ett givet sta lle, beskrivs personen som heterozygot for detta sta lle. 

7. Na rvaro av en PCR-produkt som genererats fr˚ n 5T-allelprimern iakttas i sp˚ ret i gelen vid 
105 bp och identifieras genom att bandpositionen och intensiteten ja mfors med det 
intilliggande markorsp˚ ret och DNA-kontrollen.  Endast produktband av ra tt storlek ska 
tolkas. 

8. Na rvaro av en PCR-produkt som genererats fr˚ n 7T-allelprimern iakttas i sp˚ ret i gelen vid 
132 bp och identifieras genom att bandpositionen och intensiteten ja mfors med det 
intilliggande markorsp˚ ret och DNA-kontrollen.  Endast produktband av ra tt storlek ska 
tolkas. 

9. Na rvaro av en PCR-produkt som genererats fr˚ n 9T-allelprimern iakttas i sp˚ ret i gelen vid 
169 bp och identifieras genom att bandpositionen och intensiteten ja mfors med det 
intilliggande markorsp˚ ret och DNA-kontrollen.  Endast produktband av ra tt storlek ska 
tolkas. 
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10. Som ett resultat av allelexpansion inom mikrosatellitomr˚ det (TG)8-13  vid 1342-13 till 1342-
26 (intill den amplifierade polytymidinregionen) kan la ngden p˚  de diagnostiska PCR-
produkterna variera.  Som ett resultat av en mycket liten produkt kan va xling av 
bandstorleken iakttas under elektroforesen.  Dessa va xlingar a ndrar inte tolkningen av 
testresultaten. 

11. P˚  grund av egenskaperna for den sekvens som omger poly-T-locus kan heteroduplexer 
ibland bildas fr˚ n PCR-produkterna och da rfor synas i vissa testprovssp˚ r. Positionen for 
dessa heteroduplexer, som inte a r s˚  intensiva som motsvarande diagnostiska band, visas 
skuggade i figur 1. Testresultaten p˚ verkas inte negativt av na rvaron av heteroduplexer. 

12. Under testvalidering syntes ibland smet eller ett svagt band i 7T/7T-prover ungefa r 
motsvarande 9T-allelens position.  Denna artefakt av PCR-amplifiering a r inte en diagnostisk 
PCR-produkt eller en produkt fr˚ n heteroduplexbildning och ska inte ra knas som ett 
diagnostiskt band. 

Validering av testet 

Etthundra prover testades med ELUCIGENEä  CF Poly-T kit i en foretagsintern studie.  
Samtliga prover utgjordes av helblod (EDTA) och DNA preparerades enligt den 
rekommenderade DNA-extraktionsmetoden.  Alla erh˚ llna resultat konfirmerades med 
avseende p˚  intron 8 polytymidinsplitsningssta llets allel med hja lp av en alternativ metod.  Av 
de 100 personer som testades var 5 personer 5T/7T, 71 personer 7T/7T, 21 personer 7T/9T 
och 3 personer 9T/9T.  Alla DNA-prover kunde amplifieras med ELUCIGENEä  CF Poly-T kit 
och inget prov behovde upprepad testning. 

Blod- och munskoljningsprover togs fr˚ n 100 personer och proverna testades med 
ELUCIGENEä  CF Poly-T kit.  Resultatet som erholls fr˚ n munskoljningsprovet overenssta mde 
med det resultat som erholls fr˚ n blodprovet fr˚ n samma person. 

Storande sekvensvariationer 

A tga rder har vidtagits under utveckling av testet for att undvika storning av testfunktionen vid 
forekomst av andra rapporterade polymorfismer och mutationer i CFTR-genen (3).   

Det finns ett antal sekvensvarianter i CFTR-genen med oka nd frekvens som a r lokaliserade 
na ra varianterna IVS8 5T ,7T och 9T.  Utva rdering av rapporterade sekvensvarianter har 
uppma rksammat foljande effekter p˚  resultaten fr˚ n ELUCIGENEä  CF Poly-T kit: 

1. Mutationen(3) 1342-11TTT>G, som resulterar i en (TG)13(T)3 person med ett synbarligt 
5T-sjukdomstillst˚ nd, producerar diagnostisk PCR-produkt fr˚ n 5T-primern. 

2. 1342-13G/T-polymorfismen(3) som fora ndrar den slutliga TG-upprepningen till TT genom 
substitution av den slutliga G inverkar inte p˚  testets prestanda eftersom denna 
polymorfism a ndrar personernas status med avseende p˚  polytymidinbanans la ngd. 

3. Effekterna av mutationerna(3) 1342-1G>C, 1342-2A>C och 1342-2delAG har inte testats 
men kan inverka p˚  ELUCIGENEä  CF Poly-T-testets prestanda. 
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Figur 1 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

De heteroduplexer som visas i figur 1 har iakttagits under utveckling av testet.  P˚  grund av 
sekvensvariabilitet i regionen proximalt om Poly-T-upprepningen, kan eventuellt ytterligare 
(tidigare ej sedda) heteroduplexer iakttas. 

Metodens begra nsningar 

1. Resultat som erh˚ lls fr˚ n detta eller andra diagnostiska kit ska anva ndas och tolkas 
tillsammans med den totala kliniska bilden. Tepnel Diagnostics ansvarar inte for kliniska 
beslut. 

2. Fr˚ nvaron av de mutationer som p˚ visas med detta kit a r ingen garanti for att andra 
mutationer i CFTR-genen inte forekommer.   

3. Frekvensen for mutationer varierar mellan olika populationer. Mutationsfrekvensdata for olika 
populationer kan erh˚ llas fr˚ n The Cystic Fibrosis Genetic Analysis Consortium (4). 

Anva ndaren av detta kit ska betona dessa synpunkter vid rapportering av resultat till klinikern 
som sta ller diagnos/den genetiska r˚ dgivaren. 
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