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1. 
Inleiding
1.1
Bof, mazelen en rodehond
Bof, mazelen en rodehond zijn besmettelijke ziekten die vooral bij kinderen voor komen. Bof wordt veroorzaakt door het bof-virus. Het bof-virus behoort tot het genus Paramyxovirus in de familie Paramyxoviridae en is een negatief enkelstrengs RNA virus (Wolinskib, 1996). Het meest voorkomende symptoom van de bof is zwelling van de nek, veroorzaakt door (oor)speekselklierontsteking.
De ziekte mazelen wordt veroorzaakt door het mazelen-virus. Het mazelen-virus behoort tot het genus Morbillivirus in de familie Paramyxoviridae en is een negatief enkelstrengs RNA virus (Griffin en Bellini, 1996). Bij kinderen verloopt de mazelen vaak zonder verschijnselen maar ze kunnen er ook erg ziek van worden. Volwassenen worden vaak ernstig ziek van mazelen. Het meest voorkomende verschijnsel is een vlekkerige huiduitslag, beginnend achter de oren en het gezicht, zich uitbreidend over het hele lichaam.
Rodehond wordt veroozaakt door het rubella-virus. Het rubella-virus behoort tot het genus Rubivirus in de familie Togaviridae en is een positief enkelstrengs RNA virus (Wolinskia, 1996). Rodehond vertoont in de meeste gevallen geen ziekte verschijnselen maar het meest kenmerkende verschijnsel is rozerode vlekken over het hele lichaam. Rodehond kan bij ongeboren kinderen tot een aantal ernstige aangeboren defecten leiden als de moeder besmet is. In de meeste gevallen leidt besmetting tot een miskraam.
Besmetting met het bof-, mazelen- en rubella virus geeft meestal geen ernstige verschijnselen maar het kan in sommige gevallen wel complicaties geven. In zeldzame gevallen dringt het virus binnen in het centrale zenuwstelsel en kan het ontstekingen in de hersenen veroorzaken. 
1.2  
Vaccinatie tegen bof, mazelen en rodehond

Sinds 1987 is vaccinatie tegen bof, mazelen en rodehond onderdeel van het Rijksvaccinatieprogramma (RVP). Er is één vaccin tegen zowel bof, mazelen en rodehond; het BMR-vaccin. Het is dus een trivalent vaccin. Het BMR-vaccin bevat verzwakt levend virus. Kinderen krijgen hun eerste prik als ze 9 maanden oud zijn en de tweede prik krijgen ze op 9-jarige leeftijd. Na het doormaken van, of vaccinatie tegen de bof, mazelen en rubella is men levenslang immuun tegen deze ziekten. Sinds de invoering van het BMR-vaccin in het Rijksvaccinatieprogramma is het aantal ziekte- en sterfgevallen als gevolg van bof, mazelen of rodehond aanzienlijk gedaald (website Rijksvaccinatieprogramma)
1.3 
Kwaliteitscontrole van vaccins

De productieprocedures van geneesmiddelen binnen Europa, de hierbij behorende kwaliteitseisen en de eisen waaraan het uiteindelijke product moet voldoen zijn vastgelegd in een handboek, de Europese Farmacopee. De overheid binnen Europa heeft een aantal onafhankelijke controle laboratoria aangewezen om de fabrikanten van vaccins te controleren. Elke partij van een vaccin wordt door een controle laboratorium, na controle van de fabrikant opnieuw gecontroleerd aan de hand van een aantal testen. Er wordt hierbij gecontroleerd of het product voldoet aan de specificaties van de fabrikant, en aan de eisen van de Europese Farmacopee. Nadat een partij van een vaccin gecontroleerd is en deze goedgekeurd is, kan de partij vrijgegeven worden. Deze partijgewijze vrijgifte wordt in Nederland uitgevoerd bij het centrum voor Biologische geneesmiddelen en Medische Technologie (BMT) van het Rijksinstituut voor Volksgezondheid en Milieu (RIVM) te Bilthoven.
1.4 
De conventionele CCID50 bepaling

Het gehalte aan levend bof-, mazelen- en rubella-virus in BMR-vaccins word binnen de afdeling BMT gecontroleerd met behulp van een ‘median cell culture infectious dose’(CCID50) methode. Van het vaccin wordt een verdunningsreeks gemaakt. Per vaccinverdunning worden er in een 96-wells plaat 8 wells met cellen geïnfecteerd. De niet te bepalen virusdeeltjes uit het BMR-vaccin worden geneutraliseerd met antiserum. Voor gehalte bepaling van leven bof- en mazelen virus worden Vero-cellen (apenniercellen) gebruikt en voor levend rubella virus RK-13 cellen (konijnenniercellen). De plaat wordt 8 dagen geïncubeerd bij 34ºC ± 1ºC; 5% CO2 voor bof en mazelen virus en 11 dagen bij 32ºC ± 1ºC; 5% CO2 voor rubella virus. De verzwakte virusdeeltjes kunnen nu groeien. Als er één of meer infectieuze virusdeeltjes in een well aanwezig zijn wordt dit zichtbaar doordat er cytopathologisch effect (CPE), te herkennen aan gaten in de cellaag, ontstaat. De wells met CPE worden als positief beoordeeld en de wells zonder CPE worden als negatief beoordeeld. De bedoeling is om die verdunning te bepalen waarbij 50 % van de wells positief is. 
1.5
 De CCID50 real-time RT-PCR bepaling

De conventionele CCID50 bepaling heeft een aantal nadelen zoals de lange doorlooptijd van de test, de niet te bepalen componenten moeten geneutraliseerd worden met antisera en voor de rubella-component is het CPE moeilijk te beoordelen. Daarom wordt voor de CCID50 bepaling een andere methode ontwikkeld: de CCID50 real-time RT-PCR. Met deze methode wordt gebruik gemaakt van real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (real-time RT-PCR). De CCID50 real-time RT-PCR bestaat uit een kweekstap van drie dagen, het vrijmaken van viraal RNA en detectie met behulp van real-time RT-PCR. De kweekstap wordt uitgevoerd zodat alleen de infectieuze virusdeeltjes uit het vaccin gedetecteerd worden. Zou er een real-time RT-PCR uitgevoerd worden op het RNA dat direct is vrijgemaakt uit het vaccin dan worden ook de niet-infectieuze virusdeeltjes gedetecteerd. (Schalk et al., 2004) Deze nieuwe CCID50 bepaling heeft een aantal voordelen ten opzichte van de conventionele methode zoals verkorting van de doorlooptijd, neutralisatie van de niet te bepalen componenten kan achterwege gelaten worden en detectie gebeurt niet meer met het oog dus is de interpretatie van de resultaten niet meer afhankelijk van de testuitvoerder.
1.6 
Doelstellingen
De doelstelling van dit onderzoek is het opzetten en valideren van een CCID50 real-time RT-PCR voor het bepalen van de werkzaamheid van de bof, mazelen en 
rubella componenten van BMR vaccins, en het vergelijken van deze methode met de conventionele CCID50 methode. Het onderzoek bestaat uit de volgende onderdelen:
· Opzetten van een real-time RT-PCR voor alle 3 de vaccin componenten met behulp van de TaqMan technologie
· Methode ontwikkelen om op een efficiënte manier viraal RNA vrij te maken uit de cellen. 
· Bepalen van een geschikte duur van de kweekstap
· Bepalen van een geschikte verdunningsreeks voor het vaccin

· Validatie van de methode op de parameters juistheid, herhaalbaarheid, intermediaire precisie, specificiteit en bereik.

· Onderzoeken wat het effect is van het weglaten van neutralisatie van de niet te bepalen componenten uit het BMR vaccin op de CCID50 real-time RT-PCR.

2 
Materiaal en methoden
2.1 
RNA standaarden en vaccin standaarden

Voor het opzetten van de CCID50 real-time RT-PCR is gebruik gemaakt van RNA standaarden. Bij BMT is een mazelen RNA standaard en een bof RNA standaard aanwezig die respectievelijk een deel van het RNA van de mazelen Edmonston vaccin stam en  RNA van de bof Jeryl Lynn vaccin stam bevatten. Deze RNA standaarden zijn verkregen via in vitro transcriptie (Schalk et al, 2004). Er is van de mazelen en bof RNA standaarden een seriële verdunningsreeks gemaakt van een stockoplossing van 0,5 × 108 copies/µl. Voor bof en rubella is tevens RNA geisoleerd uit een respectievelijk mumps EP-BRP standaard vaccin met een titer van 4,6 infectious units/dosis en een rubella EP-BRP standaard vaccin met een titer van 3,6 infectious units/dosis en is er een seriele verdunningsreeks gemaakt van het geisoleerde RNA. 
Voor het vergelijken van de methoden voor het vrijmaken van viraal RNA en de validatie testen is gebruik gemaakt van het bof EP-BRP standaard vaccin, mazelen EP-BRP standaard vaccin en het rubella EP-BRP standaard vaccin. Deze standaarden bevatten respectievelijk de bof Urabe stam, mazelen Schwarz stam en de rubella RA 27/3 stam. 
2.2
 Kweken en infecteren van Vero-cellen

Zoals eerder vermeld is er voor de CCID50 real-time RT-PCR een kweekstap nodig. Het levend verzwakte bof-, mazelen- en rubella virus uit BMR- en MMR-vaccins groeit onder andere in Vero-cellen (niercellen van de groene Afrikaanse aap). Vero-cellen worden gekweekt bij 37 ºC; 5% CO2 in medium M199 met N-2-hydroxyethylpiperazine-N′-2-ethanesulfonic acid (HEPES), L-glutamine, foetaal kalfsserum (FCS) en niet-essentiële aminozuren (NEAA).  De cellen worden eenmaal per week gepasseerd volgens het protocol in bijlage I. Voor de infectie worden cellen, die getrypsiniseerd zijn volgens het protocol in bijlage I, op de geschikte concentratie gebracht. In de wells van een 96-wells plaat wordt een hoeveelheid celsuspensie gepipetteerd. Van het te bepalen vaccin wordt een geschikte verdunningsreeks gemaakt en van deze verschillende verdunningen wordt een hoeveelheid aan de wells met celsuspensie toegevoegd. De plaat wordt 3 dagen in een stoof gezet bij 35 ºC; 2,5 % CO2. In bijlage I staat het protocol voor de infectie van Vero-cellen beschreven. 
2.3
 Vrijmaken van viraal RNA
Voor de isolatie van viraal RNA uit geïnfecteerde cellen wordt gebruik gemaakt van de Roche High Pure isolation kit. Bij deze methode worden cellen gelyseerd in een lysisbuffer. Door de lysisstap worden RNases geïnactiveerd. In aanwezigheid van een chaotropisch zout binden de nucleïnezuren zich aan glasfibers op spinkolommetjes. Dit bindingsproces is specifiek voor nucleïnezuren. Het DNA wordt gedigesteerd met behulp van DNase. Nadat zouten, eiwitten en andere celresten zijn weggewassen, kan het gebonden RNA met behulp van water worden geëlueerd. Een andere methode om het virale RNA vrij te maken, die minder arbeidsintensief is dan RNA-isolatie met de Roche High Pure isolation kit, is lysis van de cellen met behulp van triton X-100. Na 3 dagen kweken van de Vero-cellen die geïnfecteerd zijn met de vaccinverdunningen wordt medium van de cellen verwijderd en wordt er een hoeveelheid 0,45 % triton X-100 aan de cellen toegevoegd. De plaat wordt overnacht bij -70ºC gezet. Het cellysaat kan na ontdooien en verdunnen gebruikt worden voor real-time RT-PCR. De vries-dooi-stap in aanwezigheid van triton X-100 zorgt ervoor dat de cellen kapot gaan waardoor er viraal RNA vrijkomt. In bijlage II staan de protocollen voor de RNA-isolatie en het vrijmaken van viraal RNA door middel van lysis met triton X-100. 
2.4 
Real-time RT-PCR met het ABI 7500 FAST apparaat 
Na een infectie met bof, mazelen of rubella virus is in de cellen genomisch RNA of mRNA van het virus aanwezig. Dit RNA of mRNA kan aangetoond worden met behulp van real-time RT-PCR. Van dit RNA moet eerst copy of complement DNA (cDNA) gemaakt worden voordat er een PCR mee uitgevoerd kan worden. Met behulp van het enzym reverse transcriptase (RT) wordt cDNA gemaakt van het virale RNA. Voor de real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) is gebruik gemaakt van de TaqMan One-step RT-PCR mastermix reagents kit van Applied Biosystems. Met deze mix worden de RT-stap en de PCR-reactie achtereenvolgens uitgevoerd in één reactievaatje. Tijdens de RT-stap is het DNA-polymerase volledig inactief. Na de RT-stap worden de samples verhit tot 95ºC en hierdoor wordt het enzym reverse transcriptase geïnactiveerd en het DNA-polymerase geactiveerd en vindt de PCR-amplificatie plaats. Met een real-time RT-PCR vindt detectie van PCR-amplificatie tijdens de PCR-reactie plaats dus de detectie achteraf wordt overbodig. Verder kan deze methode ook gebruikt worden om de hoeveelheid input-DNA of –RNA te meten, mits er een aantal standaard-samples met een bekende concentratie worden meegenomen. Met het ABI 7500 FAST apparaat kan de RT-PCR-reactie worden uitgevoerd in een plaat met 96 reactie-cupjes, de Optical 96-Well Fast Terminal Cycling plate. 
Voor de real-time RT-PCR wordt gebruik gemaakt van detectie met behulp van TaqMan probes. Het principe van TaqMan probe detectie is gebaseerd op de 5’-exonuclease-activiteit van het AmpliTaq Gold DNA polymerase (Roche Molecular Systems inc.) en het optreden van fluorescente resonance energy transfer (FRET) binnen een TaqMan-probe (tutorial Applied Biosystems). De gebruikte TaqMan-probes zijn aan het 5’-uiteinde gelabeld met een reporter-dye met hoge energie, 6-carboxyfluorescein (6FAM) en aan het 3’-uiteinde met een quencher-dye met lage energie, 4,4-dimethylaminoazobenzene-4′′-carboxylic acid (dabcyl of DB). Zo lang deze fluorescente dyes via de probe met elkaar verbonden zijn treedt FRET op, waardoor de fluorescentie van de reporter-dye wordt uitgedoofd. De TaqMan probe kan tijdens de annealing stap hybridiseren aan een van de twee strengen van de PCR-producten. Wanneer het polymerase een nieuwe DNA-streng gaat synthetiseren en het komt onderweg een probe tegen die aan de template-streng gebonden is, dan wordt deze probe afgebroken door de 5’-exonuclease-activiteit van het polymerase. Hierbij worden de reporter-dye en quencher-dye van elkaar gescheiden en wordt de fluorescentie van de reporter-dye niet meer uitgedoofd (Zie figuur 2.1). De toename in fluorescentie van de reporter-dye is een maat voor de hoeveelheid PCR-product die geproduceerd is. 
Wanneer de fluorescentie van de reporter-dye wordt uitgezet tegen het aantal PCR-cycli, ontstaat een amplificatie-plot. Hierin worden de amplificatiecurven van de samples weergegeven.  Verder wordt er in de amplificatie-plot een threshold-lijn aangegeven, het niveau waarbij de fluorescentie boven het achtergrondsignaal van de eerste paar cycli uitkomt, (zie figuur 2.2). De cyclus waarbij de amplificatiecurve van een sample dit niveau bereikt wordt de cycle threshold (Ct) genoemd. Deze Ct-waarde ligt in het exponentiele gebied van de amplificatie curve. Theoretisch gezien vindt in dit gebied tijdens elke PCR-cyclus een exacte verdubbeling plaats van de hoeveelheid PCR-product. De Ct-waarde is omgekeerd evenredig aan de logaritme van de concentratie van het input-DNA of -RNA. Een hoge RNA of DNA input levert dus een lage Ct-waarde. Het protocol voor real-time RT-PCR met behulp van TaqMan technologie is te vinden in bijlage III. 
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Fig. 2.1   Principe van de TaqMan technologie: 

1) Het dubbelstrengs DNA wordt gedenatureerd. 2) De primers kunnen annealen en de TaqMan-probe kan hybridiseren. 3) Wanneer het polymerase een nieuwe DNA-streng gaat synthetiseren en onderweg een TaqMan-probe tegen komt, wordt de TaqMan probe afgebroken en de reporter-dye van quencher-dye gescheiden en wordt de fluorescentie van de reporter-dye niet meer uitgedoofd dus ontstaat er een toename van fluorescentie.
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Fig. 2.2   Amplificatie-plot:
Op de x-as zijn het aantal cycli aangegeven en op de y-as het fluorescentieniveau. De paarse, blauwe en roze lijnen zijn de curves van de samples, de rode lijn is de threshold-lijn. Het punt waar de curve van een sample de threshold-lijn raakt word de cycle threshold (Ct) genoemd. 
Voor de real-time RT-PCR die gebruikt wordt in de CCID50 real-time RT-PCR, wordt gebruik gemaakt van de One-Step RT-PCR Master Mix reagents kit van Applied Biosystems. Bij het opzetten van de real-time RT-PCR is voor alle 3 de vaccin-componenten begonnen met een reactie volume van 50 µl met een primer concentratie van 300 nM en een TaqMan probe concentratie van 200 nM. De gebruikte primers en probes zijn weergegeven in tabel 2.1.
Tabel 2.1
Sequenties van de gebruikte primers en TaqMan-probes voor de CCID50 PCR
	Primers en Taqmanprobes
	Sequentie 

	Mazelen Edmonston

	Primer Maz-F
	5’-gCg gTT ggA CCC AgA CAA-3’

	Primer Maz-R
	5’-CCC AAT CgC ggT AgC TCA T-3’

	Probe Maz-TM
	6FAM-CCC AAg TAT CAT TTC TAC Agg gTg ATC AAA gTg A-DB

	Bof Jeryl Lynn 2 en 5

	Primer F5
	5’-AgT TgT CCC CTC AAA CAA TC-3’

	Primer R4
	5’-CAg ggA TCA AgA TAA ACT CCT g-3’

	Probe Mumps-TM
	6FAM-ATg ggT gCA gAA ggA AgA gTT TTA TTg AT-DB               

	Bof Urabe 

	Primer Urabe-F
	5’- TgC ACC Tgg ACC TTT TAT CAA T-3’

	Primer Urabe-R
	5’-gCT TgT ACA gAC AgT ACC AAT ATT Cg-3’

	Probe Urabe-TM+C
	5’-6FAM-C ggC AgA CAA gAA fAC gTT CCg AAC CTg-DB

	Rubella

	Primer RV8714
	5’-TCC ggg TCA AgT TCC ATA CAg A-3’

	Primer Rub-R
	5’-TgT TCA gTg gTg ACg TTg CA-3’

	Probe Rub-TM
	6FAM-CAg gAC CgT CTg gCA ACT CTC CgT-DB


2.5
Controle PCR-producten door middel van Agarose-gelelektroforese

Om te controleren of de PCR producten de juiste lengte hebben is er gebruik gemaakt van agarose-gelelektroforese. Nadat de PCR-producten in de gel zijn aangebracht wordt er een spanning over de gel aangelegd. Doordat DNA negatief geladen is migreert het naar de positieve pool. De DNA-fragmenten worden op basis van grootte gescheiden bij DNA-elektroforese op een agarose-gel, de kleinste DNA-fragmenten bewegen zich het snelst door de gel. Om het DNA in een agarose-gel zichtbaar te maken wordt er SybrGreen aan de samples toegevoegd. SybrGreen intercaleert tussen opeenvolgende baseparen in DNA. Onder UV-licht gaat het gebonden Sybr Green fluoresceren in het zichtbare spectrum en op deze manier wordt het DNA zichtbaar als bandjes op de gel. Om de lengte van de DNA-fragmenten te bepalen wordt er een marker meegenomen met DNA-fragmenten waarvan de lengtes bekend zijn. Een protocol voor de agarose-gelelektroforese staat in bijlage IV beschreven.
2.6
Controle PCR-producten door middel van een geneste PCR 
Voor het controleren van de PCR-producten is een geneste PCR opgezet. Dit is een real-time PCR op het PCR-product van de CCID50 PCR. De primers binden aan het gevormde PCR-product maar liggen meer naar binnen. De sequentie van de primers zijn weergegeven in tabel 2.2. De geneste PCR wordt uitgevoerd op de LightCycler en de detectie gebeurt met SybrGreen. Na intercalatie van SybrGreen met dubbelstrengs DNA fluoresceert SybrGreen groen. Tijdens de PCR wordt de fluorescentie gemeten. De fluorescentie wordt uitgezet tegen het aantal cycli en dan ontstaat er een amplificatieplot. Na de PCR wordt er nog een smeltcurve analyse gedaan. Hiermee wordt gekeken of er wel specifiek PCR product is gevormd. Elk PCR-product heeft een eigen smelttemperatuur. Als de temperatuur na de PCR langzaam wordt verhoogd zal bij een bepaalde temperatuur het PCR product uitsmelten. Tijdens het verhogen van de temperatuur wordt de fluorescentie ook gemeten. Op het punt waarbij het dubbelstrengs DNA uitsmelt zal de fluorescentie sterk afnemen. Aan de hand van het smeltpunt kan dus gezegd worden of er wel of geen specifiek PCR-product is gevormd. In bijlage V staat een protocol voor de geneste PCR beschreven.
Tabel 2.2
 Sequentie van de primers voor de controle PCR
	Primers
	Sequentie

	Mazcon-F
	5’-gACCCAgACAAgCCCAAgTA-3’

	Mazcon-R
	5’-CgCggTAgCTCAATTCTCACT-3’

	Bofcon-F
	5’-TgTTgTTAATgCggCTggTA-3’

	Bofcon-R
	5’-CAATATTCggAAACAggTTCg-3’

	Rubcon-F
	5’-CgggTCAAgTTCCATACAgAg-3’

	Rubcon-R
	5’-gCCAgCAACggAgAgTTg-3’


2.9
 Berekening CCID50-waarden
CCID50-waarden zijn een maat voor de vaccin-verdunning waarbij de helft van de met virus geïnoculeerde wells met cellen geïnfecteerd is. Voor het berekenen van de CCID50-waarden is gebruik gemaakt van de Spearman-Kärber methode en van de CombiStats software van de EDQM.
Spearman-Kärber methode

In de Spearman-Kärber methode worden de waarden berekend met de volgende formule: M = Xk + 2/d - d∑pi 

Waarin:
M
=
log10 van de verdunning waarbij de helft van de

wells geïnfecteerd zijn



Xk
=
log10 van de hoogste verdunning waarbij nog alle

wells geïnfecteerd zijn



d
=
log10 van de verdunningsfactor (in dit geval 0,5)



Pi
=
aantal geïnfecteerde wells/aantal geïnoculeerde wells

ΣPi
=
som van Pi (vanaf de hoogste verdunning waarbij nog

alle wells geïnfecteerd zijn)


CCID50-waarden kunnen nauwkeuriger berekend worden wanneer het aantal verdunningen en het aantal geïnoculeerde wells per verdunning groter zijn en de verdunningsfactor kleiner. Het 95%-betrouwbaarheidsinterval van een CCID50-waarde die berekend is met de bovenstaande formule, kan berekend worden aan de hand van de volgende formule:

SE2 = {d2 / (n(n-1))} × {r-1/n (r12 + r22 + r32 + r42 + …)}
Waarin:
d
=
log10 van de verdunningsfactor


n
=
aantal geïnoculeerde wells voor elke verdunning



r
=
totaal aantal geïnfecteerde wells voor alle 





verdunningen

r1, r2,...
=
aantal geïnfecteerde wells per verdunning

Het 95%-betrouwbaarheidsinterval (BI) voor de logaritmische virusconcentratie wordt dan uitgedrukt als:

95%-BI = gemiddelde CCID50-waarde per vial ± 1,96 SE



CombiStats software van EDQM

De bepaling van de CCID50-waarden met de CombiStats software berust op de Probit methode. In bijlage VI is een voorbeeld berekeningsblad voor de CCID50 met behulp van CombiStats weergegeven.
3. 
Resultaten
3.1
Opzetten real-time RT-PCR voor bof, mazelen en rubella
Voor het opzetten van de real-time RT-PCR met taqmanprobe detectie voor bof, mazelen en rubella virus is een verdunningsreeks van virus specifieke RNA standaarden gebruikt en als negatieve controle is water gebruikt. Voor bof en mazelen is gebruik gemaakt van een RNA standaard die verkregen is via in vitro transcriptie, met een bekende concentratie. Voor rubella is RNA geïsoleerd uit een EP-BRP rubella vaccin standaard. 
De sequenties van de gebruikte primers en taqman-probes zijn weergegeven in tabel 2.1 en geven PCR producten van 270 bp, 74 bp en 83 bp voor respectievelijk de bof Jeryl Lynn stam, de mazelen Edmonston stam en de rubella RA 27/3 stam. In de eerste opzet van de PCR wordt een primer concentratie van 300 nM en een taqman-probe concentratie van 200 nM gebruikt in een reactievolume van 50 µl. Er is gebruik gemaakt van de TaqMan One-Step RT-PCR mastermix van Applied Biosystems (zie § 2.4 en bijlage III). In figuur 3.1 zijn de resultaten weergegeven.
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Figuur 3.1 
Real-time RT-PCR voor bof, mazelen en rubella virus De Ct-waarden zijn uitgezet tegen de logaritme van de RNA-verdunning.
Voor het bepalen van de efficiëntie van de PCR worden de Ct-waarden uitgezet tegen de logaritme van de verdunning van de RNA standaarden of vaccins. Er ontstaat een lineair verband. De richtingscoëfficient van de lijn zegt iets over de efficiëntie van de PCR. Theoretisch zou het verschil in Ct-waarde tussen monsters die een factor 10 in RNA concentratie verschillen 3,32 moeten bedragen. Dit is het aantal extra cycli (verdubbelingen) dat nodig is om de hoeveelheid PCR-product in het monster met de laagste concentratie met een factor 10 te laten stijgen (log 10 / log 2 = 3,32). Dit betekent dat een lijn met een richtingescoëfficient van 3,32 optimaal is en dat hoe hoger de richtingscoëfficient is, hoe minder optimaal de PCR is. Voor bof, mazelen en rubella virus RNA is de PCR efficientie goed. Voor mazelen virus is de 7 log verdunning nog detecteerbaar wat neerkomt op een detectielimiet van 50 RNA copies/µl en er is een goed lineair verband tussen de log van de verdunning en de Ct-waarde. Voor rubella is de concentratie van de RNA standaard niet bekend en kunnen we dus niks zeggen over de gevoeligheid van de PCR, maar er is wel een goed lineair verband tussen de log van de verdunning en de Ct-waarde. Bof virus RNA standaard is slechts detecteerbaar tot de 5 log verdunning wat neerkomt op een detectielimiet van 5000 RNA copies/µl. De oorzaak hiervan kan de grootte van het PCR-product zijn. Voor real-time RT-PCR moet het PCR product kleiner zijn dan 200 bp maar het PCR-product van de bof was 270 bp. Om de gevoeligheid van de bof-PCR te verhogen worden andere primers en een andere probe ontworpen met behulp van het programma primer design, behorende bij het ABI 7500 PCR apparaat. Deze nieuwe primers herkennen de bof Urabe vaccin stam, in tegenstelling tot de oude primers die de bof Jeryl Lynn vaccin stam herkennen. De sequenties van de nieuwe primers en probe zijn weergegeven in tabel 2.1. Deze geven een PCR product van 82 bp.
Met de nieuwe primers en probe is opnieuw een PCR reactie uitgevoerd. Hierbij is gebruik gemaakt van RNA dat geïsoleerd is uit een EP-BRP standaard vaccin dat de bof Urabe stam bevat. De resultaten zijn weergegeven in figuur 3.2 De PCR met deze primer set verloopt wel goed. 
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Figuur 3.2 
Real-time RT-PCR voor bof. De Ct-waarden zijn uitgezet tegen de logaritme van de RNA-verdunning.
3.1.1
Verlagen reactie volume

Tijdens het opzetten van de real-time RT-PCR is er gewerkt met een reactievolume van 50 µl. Omdat de reagentia voor een PCR-reactie erg duur zijn is er gekeken of het reactie volume verlaagd kan worden van 50 µl naar 30 µl. Met de verdunningsreeks van de standaarden is per virus een real-time RT-PCR ingezet met een reactievolume van 50 µl en een reactievolume van 30 µl.In figuur 3.3 zijn de gevonden Ct-waarden voor bof, mazelen en rubella uitgezet tegen de logaritme van de RNA-verdunningen van de standaarden. 
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Figuur 3.3
Real-time RT-PCR voor bof, mazelen en rubella met reactievolumes van 50 µl en 30 µl De Ct-waarden van zijn uitgezet tegen de log van de RNA verdunningen.

Aan de lineaire lijnen in figuur 3.3 is te zien dat er geen significant verschil is tussen de resultaten van de PCR met een reactievolume van 30 µl en PCR met een reactievolume van 50 µl. Daarom is er voor elk component verder gewerkt met een reactievolume van 30 µl. 
3.1.2
 Verlagen TaqMan probe concentratie 
Vervolgens is er gekeken of de probe concentratie verlaagd kan worden. Om dit te testen is er per virus een real-time RT-PCR ingezet met verschillende probecon-centraties: 200 nM, 100 nM en voor mazelen en rubella ook nog met een concentratie van 50 nM. Per virus zijn de resultaten in figuur 3.4 a, b en c weergegeven. Uit de resultaten blijkt dat een PCR-reactie met een probe concentratie van 100 nM ongeveer gelijke resultaten geeft als een PCR-reactie met een probe concentratie van 200nM. Bij de testen die volgen wordt dus een probe concentratie gebruikt van 100 nM. 
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Fig. 3.4   
Real-time RT-PCR voor bof (A), mazelen (B) en rubella (C) met TaqMan probe concentraties van 200 nM, 100 nM en 50 nM De Ct-waarden van de RT-PCR’s met de RNA-standaarden zijn uitgezet tegen de log  van de RNA verdunningen 
3.1.3
Specificiteit van de PCR
Na het opzetten van de PCR is er gekeken of er kruireactiviteit ontstaat tussen de verschillende combinaties van mastermixen en RNA-standaarden. Om dit te testen is een RT-PCR ingezet met alle combinaties van de verschillende mastermixen en RNA-standaarden. Per virus zijn 3 verdunningen van de RNA-standaarden gebruikt. Voor de bof zijn de 1, 2 en 3 log verdunning van de standaard gebruikt, voor de mazelen zijn de 2, 4 en 6 log verdunning van de standaard gebruikt en voor rubella zijn de onverdunde, de 1 log en de 2 log verdunning van de standaard gebruikt. De PCR wordt uitgevoerd met een annealingstemperatuur van 52ºC voor bof en 55ºC voor mazelen en rubella. De resultaten zijn weergegeven in tabel 3.1. Hierin is te zien dat er kruisreactiviteit ontstaat bij de combinatie van de rubella mastermix en 2 verdunningen van de mazelen-RNA-standaard en bij de combinatie van de mazelen mastermix en 2 verdunningen van de bof- en rubella-RNA-standaarden. 
Tabel 3.1
Aantal positieve reacties per mastermix in combinatie van de verschillende virussen bij een annealingstemperatuur van 52ºC voor bof en 55ºC voor mazelen en rubella. 

	Mastermix                  

                                  Virus RNA
	Mazelen
	Bof
	Rubella

	Mazelen 
	3 v/d 3
	2 v/d 3
	2 v/d 3

	Bof 
	0 v/d 3
	2 v/d 3
	0 v/d 3

	Rubella
	2 v/d 3
	0 v/d 3
	3 v/d 3


De test op kruisreactiviteit is herhaald met een annealingstemperatuur van 58ºC. De resultaten hiervan staan in tabel 3.2. Bij een annealingstemperatuur van 58ºC is er geen kruisreactiviteit opgetreden dus is er in de volgende experimenten verder gewerkt met een annealingstemperatuur van 58ºC.

Tabel 3.2
Aantal positieve reacties per mastermix in combinatie van de verschillende virussen bij een annealingstemperatuur van 58ºC. 

	Mastermix                  

                                  Virus RNA
	Mazelen
	Bof
	Rubella

	Mazelen
	3 v/d 3
	0 v/d 3
	0 v/d 3

	Bof
	0 v/d 3
	2 v/d 3
	0 v/d 3

	Rubella
	0 v/d 3 
	0 v/d 3
	3 v/d 3


3.2
Vergelijken van methoden om viraal RNA uit cellen vrij te maken

Er zijn 2 methoden om viraal RNA uit cellen vrij te maken met elkaar vergeleken; RNA-isolatie met de Roche High Pure isolation kit en lysis door middel van een vries-dooi-stap in aanwezigheid van triton X-100. De RNA isolatie met de Roche High Pure isolation kit levert relatief zuiver RNA op maar is erg arbeidsintensief. Vrijmaken van viraal RNA uit cellen door middel van lysis via een vries-dooi-stap in aanwezigheid van triton X-100 is erg snel want er kan direct een RT-PCR uitgevoerd worden op het verkregen cellysaat. Bij deze methode bestaat echter wel de mogelijkheid dat componenten in het lysaat (bijvoorbeeld eiwitten, zout, cellulair DNA) de PCR verstoren. Om de 2 methoden te vergelijken zijn Vero-cellen geïnfecteerd met het mazelen EP-BRP standaard vaccin, het rubella EP-BRP standaard vaccin en een trivalent bof-, mazelen-, rubella vaccin waarvan de CCID50 waarden bekend zijn. Van elk standaard vaccin is een verdunningsreeks gemaakt en er zijn per vaccin 2 infecties op Vero-cellen ingezet; in 2 96-wells platen zijn per vaccinverdunning Vero-cellen in triplo geïnfecteerd. Na de kweekstap is het virale RNA vrijgemaakt door middel van de verschillende methoden. Vervolgens is met het vrijgemaakte RNA een real-time RT-PCR ingezet en is de CCID50-waarde berekend. Het RNA is opgeslagen bij -70ºC. De RT-PCR is herhaald met het ingevroren en weer ontdooide RNA om de stabiliteit van het RNA te bepalen. De resultaten van deze test staan in tabel 3.3 en in bijlage VII zijn de Ct-waarden weergegeven. 
Tabel 3.3
Overzicht CCID50-waarden na het vrijmaken van viraal RNA op verschillende methoden.
	Vaccin
	Gevonden CCID50-waarde
	Geclaim-de CCID50-waarde

	Methode vrijmaken RNA
	Isolatie met kit
	Isolatie d.m.v. lysis met triton X-100
	

	
	RT-PCR 1
	RT-PCR 2
	RT-PCR 1
	RT-PCR 2
	

	EP-standaard mazelen 1
	4,75
	4,75
	4,92
	4,92
	4,3

	EP-standaard mazelen 2
	4,42
	4,42
	5,08
	5,42
	4,3

	Ep-standaard rubella
	4,08
	4,08
	4,25
	4,25
	3,6

	Trivalent vaccin, mazelen-component
	4,25
	n.v.t
	4,08
	n.v.t.
	4,6

	Trivalent vaccin, rubella-component
	4,42
	n.v.t.
	4,08
	n.v.t.
	3,5


De CCID50-waarden zijn bepaald met behulp van de Spearman Kärber methode en uitgedrukt in log10 CCID50 units per humane dosis ( = 500 µl). De resultaten van RT-PCR 2 zijn verkregen na een extra vries-dooi-stap van het RNA
Uit de resultaten van de test blijkt dat de twee methoden voor het vrijmaken van viraal RNA vergelijkbare CCID50-waarden opleveren. Daarom kan het virale RNA voor de CCID50 real-time RT-PCR vrijgemaakt worden door middel van de vries-dooi-stap in aanwezigheid van triton X-100. De Ct-waarden verkregen bij RT-PCR 1 en bij RT-PCR 2 verschillen weinig na beide isolatie methoden (zie bijlage VII). Daarom kan gezegd worden dat de stabiliteit van het op beide manieren vrijgemaakte virale RNA even goed is. 
Sommige samples, met name de hoge verdunningen, gaven erg hoge Ct-waarden. Om te controleren of samples met een hoge Ct-waarde wel specifiek PCR-product bevatten zijn deze samples na de real-time RT-PCR gecontroleerd met behulp van agarose-gelelectroforese. Omdat de PCR-producten echter kleiner zijn dan 100 bp zijn ze op de agarose gel niet als strakke bandjes zichtbaar. Bovendien bleek agarose-gel- elektroforese niet gevoelig genoeg om lage hoeveelheden PCR-product aan te tonen. Daarom is ter controle van het PCR-product in samples met een hoge Ct-waarde een geneste PCR opgezet. Deze PCR is uitgevoerd op een LightCycler real-time PCR apparaat met behulp van SybrGreen detectie. Aan de hand van de amplificatieplot en de smeltcurves van het PCR-product van de geneste PCR is gekeken of de samples met hoge Ct-waarden specifiek PCR-product bevatten. Het protocol voor de geneste PCR staat beschreven in bijlage V. Deze geneste PCR bleek echter niet specifiek want de celcontroles gaven in de geneste PCR ook signaal en met behulp van de smeltcurves werd ook niet duidelijk wat wel of geen specifiek product was. Deze methode bleek dus ook niet bruikbaar voor de controle van de specificiteit van de PCR producten, daarom is extra controle van de PCR-producten achterwege gelaten. 
3.3
Tijdreeks kweekstap bof, mazelen en rubella
Zoals eerder vermeld gaat er een kweekstap vooraf aan de CCID50 bepaling met behulp van de real-time RT-PCR. Uit eerder onderzoek is al gebleken dat na een kweekstap van 3 dagen veel viraal RNA gevormd is (Schalk et al, 2004). Om te testen wanneer de inhoud van de wells het best gedetecteerd kan worden met de CCID50 real-time RT-PCR zijn er per component 5 infecties ingezet met een aantal vaccinverdunningen van het EP-BRP standaard vaccin. Per verdunning zijn 4 wells meegenomen. Het virale RNA wordt vrijgemaakt na een kweekstap van 1, 2, 3, 4 en 7 dagen. Met het vrijgemaakte virale RNA wordt een real-time RT-PCR uitgevoerd en per infectie wordt de CCID50-waarde bepaald en van de eerste verdunningen worden per component de gemiddelde Ct-waarden berekend en deze Ct-waarden worden per verdunning uitgezet tegen het aantal kweekdagen, zie tabel 3.4 en figuur 3.5.
Tabel 3.4
CCID50-waarden bepaald met de CCID50 real-time RT-PCR na een kweekstap van  1, 2, 3, 4 en 7 dagen
	                   virus

aantal kweekdagen
	Bof
	Mazelen
	Rubella 

	1
	Niet te bepalen
	4,2
	Niet te bepalen

	2
	4,3
	4,7
	3,5

	3
	4,8
	4,6
	3,3

	4
	4,6
	4,7
	3,7

	7
	4,7
	4,5
	3,8


De CCID50-waarden zijn bepaald met behulp van de Spearman Kärber methode en uitgedrukt in log10 CCID50 units per humane dosis ( = 500 µl).
A)
[image: image9.emf]0

15

30

45

1 2 3 4 7

Aantal kweekdagen

Gemiddelde Ct-waarde

 
B)
[image: image10.emf]15

20

25

30

35

1 2 3 4 7

Aantal kweekdagen

gemiddelde Ct-waarde

 
C)
[image: image11.emf]15

20

25

30

35

40

1 2 3 4 7

Aantal kweekdagen

Gemiddelde Ct-waarde


Figuur 3.7 
Groeicurve bof (A): -3,2 log verdunning van het bof EP-BRP standaard vaccin, groeicurve mazelen (B): -2,7 log verdunning van het mazelen EP-BR standaard vaccin en groeicurve rubella (C): -2,7 log verdunning van het rubella EP-BRP standaard vaccin. 
Bij de bof PCR geven een aantal celcontroles ook positief signaal. Voor de tijdreeks zijn de Ct-waarden boven de 37 niet meegeteld bij de bepaling van de CCID50 waarde omdat alle positieve celcontroles boven de 37 liggen. 
3.4
Validatie CCID50 real-time RT-PCR

3.4.1
Juistheid en intrinsieke precisie
De juistheid van de CCID50 real-time RT-PCR wordt bepaald door per virus component een standaard vaccin met een bekend gehalte aan infectieus virus minstens 6 maal te testen. De intrinsieke precisie of herhaalbaarheid van de CCID50 real-time RT-PCR zal ook bepaald worden door een standaard vaccin 6 keer onder identieke omstandigheden te testen door dezelfde analist in een kort tijdsbestek (2 weken). De juistheid en herhaalbaarheid van de CCID50 real-time RT-PCR kunnen dus in 1 keer met 6 testen bepaald worden. Hiervoor zijn dan ook 6 CCID50 PCR’s ingezet binnen 2 weken door 1 analist. De testen zijn uitgevoerd met de monovalente EP-BRP standaard vaccins. Bij de testen voor de juistheid en intrinsieke precisie wordt een brede verdunningsreeks (7 vaccinverdunningen; 8 wells per verdunning) van het vaccin ingezet zodat tijdens deze testen de optimale verdunningsreeks bepaald kan worden. Voor mazelen en rubella liep deze verdunningsreeks van de 2,7 log verdunning tot en met de 5,7 log verdunning en voor bof liep de verdunningsreeks van de 3,2 log verdunning tot en met de 6,2 log verdunning met stappen van 0,5 log. De CCID50-waarden zijn bepaald aan de hand van 5 verdunningen met 8 wells per verdunning met behulp van het statistische programma CombiStats. De resultaten voor de juistheid en intrinsieke precisie van de CCID50 real-time RT-PCR voor mazelen en rubella zijn vergeleken met de resultaten van de conventionele CCID50 methode (Zie tabel 3.5 en 3.6). Bij de conventionele methode is de CCID50 waarde ook berekend aan de hand van 5 verdunningen met 8 wells per verdunning. Voor bof zijn er geen resultaten van de conventionele methode voor de intrinsieke precisie om te vergelijken. De resultaten van de CCID50 real-time RT-PCR voor bof zijn in tabel 3.7 weergegeven. De Ct-waarden van de testen zijn weergegeven in bijlage VIII. Bij de bof PCR zijn nu ook weer een aantal celcontroles positief en de wells met de hogere verdunningen geven ook hoge Ct-waarden. Van de positieve celcontroles zijn de gemiddelde Ct-waarde en de SD bepaald. Er is een cut-off waarde bepaald en dit is de gemiddelde Ct-waarde min 3 keer de SD. Het getal dat daar uit komt is 36,72. Alle Ct-waarden boven de 36,72 zijn dus niet meegenomen in de berekening van de CCID50 waarden omdat deze als vals positief worden beschouwd. 
Tabel 3.5
Juistheid en intrinsieke precisie van de CCID50 real-time RT-PCR versus de conventionele CCID50 methode voor het mazelen virus.
	CCID50 real-time RT-PCR
	Conventionele CCID50 methode

	Sample no.
	CCID50
	95% BI
	Sample no.
	CCID50
	95% BI

	1
	4,29
	-0,32
	+0,28
	1
	4,78
	-0,37
	+0,73

	2
	4,60
	-0,33
	+0,32
	2
	4,28
	-0,27
	+0,27

	3
	4,33
	-0,28
	+0,27
	3
	4,22
	-0,32
	+0,32

	4
	4,59
	-0,31
	+0,30
	4
	4,40
	-0,30
	+0,32

	5
	4,33
	-0,25
	+0,25
	5
	4,55
	-0,31
	+0,39

	6
	4,52
	-0,44
	+0,37
	6
	4,45
	-0,27
	+0,27

	Gem.
	4,44
	
	
	Gem.
	4,45
	
	

	SD
	0,14
	
	
	SD
	0,20
	
	

	RSD
	3,15%
	 
	 
	RSD
	4,49%
	 
	


Verdunningsreeks CCID50 real-time RT-PCR: -3,7 log verdunning tot en met de -5,7 log verdunning, met stappen van 0,5 log. 
Verdunningsreeks conventionele CCID50 methode: -3,2 log verdunning tot en met de -5,2 log verdunning, met stappen van 0,5 log.

Tabel 3.6 
CCID50 waarden van de testen voor de juistheid en intrinsieke precisie van de EP-BRP rubella standaarden: CCID50 real-time RT-PCR versus de conventionele CCID50 methode

	CCID50 real-time RT-PCR
	Conventionele CCID50 methode

	Sample no.
	CCID50
	95% BI
	Sample no.
	CCID50
	95% BI

	1
	3,84
	-0,35
	+0,38
	1
	3,83
	-0,25
	+0,25

	2
	3,89
	-0,26
	+0,26
	2
	3,79
	-0,36
	+0,39

	3
	3,54
	-0,33
	+0,31
	3
	3,79
	-0,50
	+0,58

	4
	3,66
	-0,31
	+0,31
	4
	3,51
	-0,24
	+0,24

	5
	Niet valide
	5
	3,76
	-0,31
	+0,31

	6
	3,59
	-0,31
	+0,30
	-
	
	
	

	Gem.
	3,70
	
	
	Gem.
	3,74
	
	

	SD
	0,15
	
	
	SD
	0,13
	
	

	RSD
	4,05%
	 
	 
	RSD
	3,48%
	 
	


Verdunningsreeks CCID50 real-time RT-PCR en conventionele CCID50 methode: 2,7 log verdunning tot en met de 4,7 log verdunning, met stappen van 0,5 log. 
Tabel 3.7
Juistheid en intrinsieke precisie van de CCID50 real-time RT-PCR voor bof
	CCID50 real-time RT-PCR

	Sample no.
	CCID50
	95% BI

	1
	4,45
	-0,22
	+0,22

	2
	4,57
	-0,25
	+0,25

	3
	5,00
	-0,35
	+0,45

	4
	4,88
	-0,29
	+0,31

	5
	4,91
	-0,29
	+0,32

	6
	4,83*
	-
	-

	Gem.
	4,77
	
	

	SD
	0,21
	
	

	RSD
	4,40%
	 
	 


* CCID50-waarde is berekend met behulp van de Spearman Kärber methode.
Verdunningsreeks CCID50 real-time RT-PCR: -3,7 log verdunning tot en met de -5,7 log verdunning, met stappen van 0,5 log. 

De resultaten van de juistheid en intrinsieke precisie van de CCID50 real-time RT-PCR voor mazelen en rubella komen overeen met de conventionele CCID50 methode. De CCID50 waarde voor bof ligt ook dicht in de buurt van de geclaimde waarde
3.4.2
Intermediaire precisie

Voor het vaststellen van de intermediaire of partiele precisie van de test zijn er door één analist 3 onafhankelijke testen ingezet en door iemand anders zijn er 2 onafhankelijke testen ingezet. De testen zijn uitgevoerd met EP-BRP standaard vaccins en ze zijn met een verdunningsreeks van 5 vaccinverdunningen ingezet. Verder zijn de testen op dezelfde manier ingezet als de testen voor de juistheid en intrinsieke precisie. De eerste test van de intrinsieke precisie wordt ook gebruikt bij het bepalen voor de intermediaire of partiele precisie en telt als 1 van de 3 testen die door een analist uitgevoerd moesten worden. De resultaten van de test voor de intermediaire of partiele precisie zijn voor de mazelen en bof vergeleken met de resultaten van de conventionele CCID50 methode. Voor mazelen zijn er resultaten van 11 onafhankelijke testen waarbij de CCID50 waarde van het EP-BRP standaard vaccin bepaald is met behulp van de conventionele methode en voor bof zijn er resultaten van 4 onafhankelijke testen waarbij de CCID50 waarde van het EP-BRP standaard vaccin bepaald is met behulp van de conventionele methode. Voor bof zijn er niet meer testen gedaan met het EP-BRP standaard vaccin omdat de geclaimde waarde niet wordt terug gevonden. Er zijn geen resultaten voor de intermediaire precisie van CCID50 bepalingen van EP-BRP standaard vaccins met behulp van de conventionele CCID50 methode voor rubella. In Tabel 3.8, 3.9 en 3.10 zijn de resultaten weergegeven van de intermediaire precisie van respectievelijk mazelen, bof en rubella. In Bijlage IX zijn de Ct-waarden van de testen weergegeven. 
Tabel 3.8 
Intermediaire precisie van de CCID50 real-time RT-PCR versus de conventionele CCID50 methode voor het mazelen virus.
	CCID50 real-time RT-PCR
	Conventionele CCID50 methode

	Sample no.
	CCID50
	95% BI
	Sample no.
	CCID50
	95% BI

	1
	4,29
	-0,32
	+0,28
	1
	4,59
	-0,28
	+0,32

	2
	4,28
	-0,59
	+0,37
	2
	4,66
	-0,26
	+0,26

	3
	  4,26*
	-
	-
	3
	4,78
	-0,37
	+0,73

	4
	4,83
	-0,25
	+0,25
	4
	4,28
	-0,27
	+0,27

	5
	4,83
	-0,32
	+0,34
	5
	4,22
	-0,32
	+0,32

	-
	
	
	
	6
	4,40
	-0,30
	+0,32

	-
	
	
	
	7
	4,55
	-0,31
	+0,39

	-
	
	
	
	8
	4,45
	-0,27
	+0,27

	-
	
	
	
	9
	4,20
	-0,27
	+0,27

	-
	
	
	
	10
	4,34
	-0,32
	+0,35

	-
	
	
	
	11
	4,38
	-0,29
	+0,31

	Gem.
	4,50
	
	
	Gem.
	4,44
	
	

	SD
	0,30
	
	
	SD
	0,19
	
	

	RSD
	6,67%
	 
	 
	RSD
	4,28%
	 
	


*  De CCID50 waarde is berekend met behulp van de Spearman Kärber methode
Tabel 3.9 
Intermediaire precisie van de CCID50 real-time RT-PCR versus de conventionele CCID50 methode voor het bof virus.
	CCID50 real-time RT-PCR
	Conventionele CCID50 methode

	Sample no.
	CCID50
	95% BI
	Sample no.
	CCID50
	95% BI

	    1
	4,45
	-0,22
	+0,22
	1
	3,85
	-0,29
	+0,48

	    2*
	4,90
	-0,32
	+0,35
	2
	3,92
	-0,29
	+0,52

	    3
	4,51
	-0,24
	+0,24
	3
	4,01
	-0,40
	+0,27

	    4
	4,68
	-0,25
	+0,26
	4
	3,87
	-0,28
	+0,29

	    5**
	5,04
	-0,27
	+0,65
	-
	
	
	

	Gem.
	4,72
	
	
	Gem.
	3,91
	
	

	SD
	0,25
	
	
	SD
	0,07
	
	

	RSD
	5,30%
	 
	 
	RSD
	3,57%
	 
	


* De CCID50 waarde is berekend aan de hand van 4 verdunningen: 3,7 log tot en met de 5,2 log verdunning omdat de test anders niet valide was.
** De CCID50 waarde is berekend aan de hand van 5 verdunningen: 3,2 log tot en met de 5,2 log verdunning

Tabel 3.10
Intermediaire precisie van de CCID50 real-time RT-PCR voor het rubella virus. 
	CCID50 real-time RT-PCR

	Sample no.
	CCID50
	95% BI

	1
	3,84
	-0,35
	+0,38

	2
	3,68
	-0,25
	+0,25

	3
	3,86
	-0,35
	+0,40

	4
	4,04
	-0,27
	+0,28

	5
	4,30
	-0,29
	+0,43

	Gem.
	3,94
	
	

	SD
	0,24
	
	

	RSD
	6,09%
	 
	 


3.4.3
Interferentie tussen de vaccin componenten.  

Om te kijken of de test ook loopt wanneer de CCID50-waarden van bof, mazelen en rubella bepaald worden uit een trivalent vaccin zijn de monovalente EP-BRP standaard vaccins gecombineerd tot een trivalent vaccin en is hiermee de CCID50 real-time RT-PCR ingezet. Hiervoor zijn de zelfde verdunningsreeksen gebruikt als bij de testen voor de intermediaire precisie. In tabel 3.11 zijn de gevonden CCID50 waarden weergegeven en in bijlage X zijn de Ct-waarden weergegeven. 
Tabel 3.11
CCID50 waarden voor bof, mazelen en rubella, bepaald van een trivalent vaccin

	Virus
	CCID50

	Bof
	4,57

	Mazelen
	4,92

	Rubella
	3,58


De CCID50 waarde van bof en rubella komen overeen met de werkelijke waarde maar de CCID50 van mazelen is vrij hoog. 
4.
Conclusie en discussie
Het doel van het onderzoek was het opzetten van een CCID50 real-time RT-PCR voor het BMR-vaccin. Hiervoor is eerst een real-time RT-PCR met behulp van RNA-standaarden opgezet. Tijdens het opzetten is er gekeken naar de primerconcentratie, probeconcentratie en het reactievolume. Met het opzetten van de real-time RT-PCR is begonnen met een primerconcentratie van 300 nM, een probeconcentratie van 200 nM en een reactivolume van 50 µl. Om kosten te besparen is de probeconcentratie verlaagd naar 100 nM en het reactievolume is verlaagd van 50 µl naar 30 µl. Dit had geen nadelig effect op de efficientie en gevoeligheid van de PCR. Er is ook gekeken of er kruisreactiviteit was tussen de verschillende combinaties van mastermixen en RNA standaarden. Bij een annealingstemperatuur van 55 ºC was er wel kruisreactiviteit te zien en bij een annealingstemperatuur van 58 ºC niet. De reden hiervan is dat er bij een lagere annealingstemperatuur een grotere kans is op aspecifieke binding van primers en probes. De annealingstemperatuur is dus verhoogd van 55 ºC naar 58 ºC. 
Om de CCID50 real-time RT-PCR te kunnen gebruiken voor de potency bepaling van het bof-, mazelen- en rubella vaccin moet na de kweekstap het virale RNA uit de cellen vrijgemaakt worden. Voor de isolatie wordt normaal gesproken de Roche High Pure isolation kit gebruikt. Deze methode is erg arbeidsintensief en niet geschikt voor grote aantallen monsters. Er is gezocht naar een andere methode om het virale RNA uit de cellen vrij te maken met minder hands-on-time. Een eenvoudige methode om RNA uit cellen vrij te maken is lysis van cellen met behulp van triton X-100 (octylphenol (ethoxylates)), een detergens (Wang et al., 2005). De RNA-isolatie met behulp van de Roche High Pure isolation kit is vergeleken met het vrijmaken van viraal RNA door middel van lysis met triton X-100. Het signaal na vrijmaking van viraal RNA door middel van lysis met triton X-100 ligt gemiddeld iets lager (ongeveer 1 cyclus) dan na RNA-isolatie met behulp van de Roche High Pure isolation kit. Om te bepalen of het vrijgemaakte RNA stabiel is na beide methoden voor het vrijmaken van RNA, is er na een vries-dooi-stap met het RNA nogmaals een RT-PCR uitgevoerd. De Ct-waarden van de eerste RT-PCR en de RT-PCR na een vries-dooi-stap zijn ongeveer gelijk en hieraan is te zien dat het op verschillende manieren vrijgemaakte RNA stabiel is. De CCID50 real-time RT-PCR is uitgevoerd met beide isolatiemethodes en de CCID50 waarden zijn met elkaar vergeleken. Bij de mazelen PCR was er nog wel een vrij groot verschil tussen de CCID50 waarden. Dit kan komen omdat de test ingezet is met maar 3 wells per verdunning want dit is niet erg nauwkeurig. Omdat de Ct-waarden en de CCID50 waardes niet erg afwijken van elkaar wordt het virale RNA voor de CCID50 real-time RT-PCR vrijgemaakt door middel van lysis met triton X-100. 

De CCID50 real-time RT-PCR methode is gevalideerd met behulp van monovalente vaccin standaarden. Uit de validatie van de methode blijkt dat de CCID50 waardes verkregen via CCID50 real-time RT-PCR goed overeen komen met de waardes die verkregen zijn met de conventionele CCID50 methode. De juistheid en intrinsieke precisie zouden bepaald worden aan de hand van 6 testen. Voor bof en mazelen is dit ook gedaan maar voor rubella is het gedaan aan de hand van 5 testen omdat 1 van de 6 testen, die uitgevoerd zijn, niet valide is. Dit kan komen doordat de infectie niet goed is ingezet of niet goed is verlopen. Voor het bepalen van de juistheid zijn 3 valide testen genoeg. Voor het bepalen van de intrinsieke precisie zouden minimaal 20 testen nodig zijn maar 6 testen geven wel een behoorlijke benadering van de werkelijke spreiding. De resultaten van de bepaling van de juistheid en intrinsieke precisie van de CCID50 real-time RT-PCR zijn vergeleken met de resultaten van de conventionele methode. De resultaten verschillen weinig van elkaar. Voor de bof monovalente vaccin standaard waren er geen resultaten voor de intrinsieke precisie van de conventionele methode om de resultaten van de CCID50 real-time RT-PCR mee te vergelijken maar de gevonden CCID50 waarden liggen dicht bij de geclaimde CCID50 waarde. 
Bij de PCR voor bof kwam het veel voor dat de celcontroles positief signaal gaven. Het is dus vals positief signaal omdat er geen viraal RNA in de celcontroles zit. Ook gaven de hogere verdunningen vaak positief signaal terwijl dit niet wordt verwacht. De Ct-waarden van de hogere verdunningen en de celcontroles waren allemaal erg hoog vergeleken met de Ct-waarden van de lagere verdunningen. Daarom is er een cut-off waarde vastgelegd. Van de positieve celcontroles van de 6 testen voor de bepaling van de juistheid en intrinsieke precisie is de gemiddelde Ct-waarde en de SD bepaald. De cut-off waarde is de gemiddelde Ct-waarde met 3 keer de SD daar van afgetrokken. Dan kom je uit op een Ct-waarde van 36,72. Er is 3 SD van het gemiddelde afgetrokken omdat grofweg 99% van de data binnen het 3 SD interval liggen, mits de Ct-waarden normaal verdeeld zijn. Dus alle Ct-waarden die boven het gemiddelde min 3 SD liggen worden beschouwd als vals positief. 

Voor de bepaling van de intermediaire precisie zouden er per persoon 3 onafhankelijke testen gebruikt moeten worden maar door 1 persoon zijn 2 testen ingezet in plaats van 3 omdat er geen tijd meer was om nog een derde test in te zetten.  De CCID50 waarden van de EP-BRP standaard vaccins die verkregen zijn via CCID50 real-time RT-PCR bij de testen voor de intermediaire precisie, liggen dicht in de buurt van de geclaimde CCID50 waarden. Voor mazelen komen de resultaten van de CCID50 real-time RT-PCR overeen met de resultaten van de conventionele CCID50. Voor bof werkt de CCID50 real-time RT-PCR beter dan de conventionele methode. De CCID50 waarden van de EP-BRP standaard vaccins, verkregen via de CCID50 real-time RT-PCR liggen namelijk dichter in de buurt van de geclaimde waarde dan de CCID50 waarden die verkregen zijn via de conventionele CCID50 methode. Voor rubella zijn er geen resultaten voor de intermediaire precisie van de conventionele methode waarmee de resultaten van de CCID50 real-time RT-PCR vergeleken kunnen worden maar de gevonden CCID50 waarden liggen in de buurt van de geclaimde waarde. Alleen zijn de CCID50 waarden van de laatste 2 testen van de intermediaire precisie aan de hoge kant vergeleken met de andere testen. 
De testen voor de juistheid en intrinsieke precisie zijn ingezet met een verdunningsreeks van 7 vaccinverdunningen. Dit is gedaan om aan de hand van de resultaten van de testen een geschikte verdunningsreeks van vaccinverdunningen te bepalen. Voor bof en mazelen is een verdunningsreeks van de 3,7 log verdunning tot en met 5,7 log verdunning met stappen van 0,5 log er tussen, geschikt. Voor rubella loopt de verdunningsreeks van de 2,7 log verdunning tot en met de 4,7 log verdunning, ook met stappen van 0,5 log. 
Sommige samples gaven erg hoge Ct-waarden in de real-time RT-PCR. Ze kwamen aan het einde van de PCR nog op. Er is geprobeerd om met behulp van agarose gelelektroforese en een geneste PCR de PCR producten van de real-time RT-PCR te controleren maar dit is niet goed gelukt. Met de geneste PCR werd ook een smeltcurve analyse gedaan maar hiermee werd nog niet duidelijk of de PCR producten met een hoge Ct-waarden wel of geen specifiek product waren. Tijdens de validatie van de CCID50 real-time RT-PCR voor de EP-BRP standaard vaccins voor bof, mazelen en rubella is de thresholdlijn op de amplificatie plot op 0,03 gezet. Omdat voor mazelen en rubella de resultaten van de validatie voor de CCID50 real-time RT-PCR vergelijkbaar zijn met de resultaten van de conventionele methode is besloten dat, wanneer de threshold op 0,03 staat, elk positief signaal ook als positief beoordeeld wordt. Het kan dan wel voorkomen dat een negatieve well en onrechte positief beoordeeld wordt (vals positieven) of een positieve well negatief wordt beoordeeld (vals negatieve) maar dit heeft weinig invloed op de CCID50-waarde. 

De CCID50 real-time RT-PCR loopt dus goed voor de monovalente standaard vaccins. Om te kijken of de verschillende vaccin componenten elkaar beïnvloeden tijdens de korte kweekstap van 3 dagen is een test ingezet met een combinatie van de drie monovalente bof-, mazelen- en rubella EP-BRP standaard vaccins. De gevonden CCID50 waardes van bof en rubella komen overeen met de geclaimde CCID50 waardes maar die van de mazelen is vrij hoog. Het is niet duidelijk waar het aan ligt dat de gevonden CCID50 waarde voor mazelen zo hoog is. De Ct-waarden van deze test komen wel overeen met de Ct-waarden van de andere CCID50 real-time RT-PCR’s. Omdat de CCID50 real-time RT-PCR nog maar 1 keer is uitgevoerd met een combinatie van de drie monovalente vaccins kan er nog niet veel gezegd worden over de test wanneer deze wordt uitgevoerd met een trivalent vaccin. 
Er zitten een aantal voordelen aan de CCID50 real-time RT-PCR ten opzichte van de conventionele methode. Voordelen zijn de korte doorlooptijd van de test, neutralisatie van de niet te bepalen componenten kan weg gelaten worden en de beoordeling van de wells is niet meer afhankelijk van de uitvoerder van de test. Bij de conventionele methode worden een assay controle, een vaccin van de te testen partij dat weggezet is bij 37 ºC en een vaccin van de te testen partij dat bewaard is bij 4 ºC meegenomen. Voor alle 3 de virus componenten moet apart een infectie ingezet worden. De infecties voor bof en mazelen kunnen tegelijkertijd worden ingezet maar voor rubella moeten andere cellen gebruikt worden dus moeten de infecties voor rubella apart ingezet worden. Per test moeten 18 infecties ingezet worden omdat alles in duplo ingezet moet worden. Voor de CCID50 real-time RT-PCR hoeven er geen aparte infecties ingezet te worden voor elk component dus er hoeven per test maar 6 infecties ingezet te worden. De tijd dat een analist daadwerkelijk bezig is met het inzetten en uithalen van de conventionele test is 22 uur en de tijd dat een analist daadwerkelijk bezig is met het inzetten en uithalen van de CCID50 real-time RT-PCR is ongeveer 16 uur. Dit scheeld dus 6 uur per test. Er moeten per test 18 PCR’s gedaan worden maar er kunnen 2 PCR’s gecombineerd worden op 1 96-wells plaat dus er moet 9 keer een PCR ingezet worden en een PCR duurt 2,5 uur. Het kost 3 dagen aan doorlooptijd om de PCR’s uit te voeren. Al met al heeft de CCID50 real-time RT-PCR een doorlooptijd van 7,5 dagen en dat is korter dan die van de conventionele CCID50 methode, die een doorlooptijd heeft van 11 dagen. Er zit echter 1 groot nadeel aan de CCID50 real-time RT-PCR en dat zijn de kosten van de test. De test is namelijk erg duur en dit komt voornamelijk door de reagentia kit van Applied Biosystems en de Taqman-probes. Hierdoor zal de conventionele CCID50 methode voorlopig nog niet vervangen worden door de CCID50 real-time RT-PCR. 
Aanbevelingen voor verdere ontwikkeling van de CCID50 real-time RT-PCR en om de CCID50 real-time RT-PCR  wel kosten-effectief te maken: 

· De 2,5 uur durende Standard real-time RT-PCR overzetten in een Fast real-time RT-PCR die 1 uur duurt.
· Een duplex real-time RT-PCR opzetten zodat in 1 reactie-well 2 PCR reacties gedaan worden. Hiermee wordt tijd gewonnen en het reagentia verbruik wordt ook minder. 

· Er zijn PCR apparaten op de markt die werken met 384-wells platen. Om kosten te besparen zou hierop overgegaan kunnen worden. Er kunnen dan meerdere PCR reacties in 1 PCR plaat gedaan worden en het reactie volume gaat omlaag zodat er per reactie minder reagentia gebruikt kan worden.
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Bijlagen
Bijlage I 
Protocol passeren Vero-cellen en inzetten infectie 
Passeren Vero-cellen

Benodigdheden:

· 75 cm2 kweekfles met Vero-cellen

· Medium M199 met HEPES en L-glutamine, BioWhittaker, artikelnr. BE12-118F

· Gebufferde Natrium-Chloride oplossing (0,9%) B. Braun, Cat.nr.: 3623140
· FCS (geïnactiveerd), Gibco, artikelnr. 011-06290M

· NEAA, BioWhittaker, artikelnr. BE13-114E

· Trypsine-EDTA, Gibco, artikelnr. 25300-054

· 75 cm2 kweekflessen

· Pipetten

· 50 ml-buis

· Flesje voor medium

· Waterbad (37 ºC)

· Stoof (37 ºC; 5 % CO2)

· Omkeermicroscoop

Procedure:

Bereiding celkweekmedium: 94 ml M199 + 5 ml FCS + 1 ml NEAA 

· Laat 5 ml trypsine ontdooien bij kamertemperatuur

· Laat FCS ontdooien in het waterbad
· Pippeteer het medium van de fles met Vero-cellen af in een 50 ml-buis.

· Spoel 2 × met 15 ml gebufferde Natrium-Chloride oplossing.

· Verdeel 3 ml trypsine/EDTA over de cellen.

· Zet de fles ongeveer 5 minuten terug in de stoof tot de cellen los zijn.

· Pipetteer 7 ml celkweekmedium bij de 3 ml trypsine en cellen en resuspendeer door met de pipet op en neer te pipetteren.

· Breng de suspensie waar mee gewerkt moet worden over in een steriele buis of fles.

· Breng in een de nieuwe 75 cm2 kweekfles(sen) 1 ml celsuspensie over.

· Vul aan met 16 ml celkweekmedium.

· Zwenk en zet de fles(sen) in de stoof en laat de dop een kwartslag open.

· Passeer de cellen na 1 week weer

NB. Kweek de cellen niet verder dan passage nummer 170 (zet op tijd nieuwe cellen in kweek, het duurt 1 à 2 passages voordat de cellen fit genoeg zijn voor een infectie.

Cellen op juiste dichtheid brengen en inzetten infectie voor CCID50 PCR

Benodigdheden

· 0,4 % trypaanblauw oplossing (Sigma, artikelnr. T8154)

· Bürker-Türk telkamer

· Vaccinstandaard

· Flatbottom 96 wells platen (Costar)
· Flatbottom 24 wells platen (Costar)
· Celkweekmedium (zie boven)

· Steriel en pyrogeen vrij water voor injectie (NPBI)

· Vero-cellen (ca. 700.000 cellen/ml)

· Huishoudfolie

· Biohazard kast
· Omkeermicroscoop 

Procedure:

· Meng 40 µl celsuspensie met 160 µl trypaanblauw oplossing

· Breng dit op een Bürker-Türk telkamer. Vul beide telkamers

· Tel de cellen in 25 grote hokken (16 hokken linksboven en 9 hokken rechtsonder) Doe dit 4 maal en bepaal het gemiddelde

· Celconcentratie is aantal cellen in 25 hokken (gemiddelde) × 5 × 104 cellen /ml

· Breng de cellen op een eindconcentratie van ongeveer 700.000 cellen/ml (niet minder dan 500.000 cellen/ml en niet meer dan 700.000 cellen/ml

· Voor het gebruik van Vero cellen voor de CCID50 real time RT-PCR moeten de cellen minimaal 5 dagen voor de test gepasseerd worden zoals hierboven beschreven
· Los het vaccin op in water voor injectie; 500 µl voor vaccinstandaarden (en 700 µl voor MMR vaccins en 600 µ voor BMR-vaccins)
· Doe in 44 wells 50 µl celsuspensie, vermijd de wells langs de randen van de plaat
· Maak van het vaccin een verdunningsreeks in een 24 wells plaat volgens onderstaand schema:
	Log verdunning 
	vaccinverdunning
	celkweekmedium

	1,7
	200 µl 1 log (=Opgeloste vaccin)
	800 µl

	2,2 log
	316 µl – 1,7 log
	684 µl

	2,7 log
	316 µl – 2,2 log
	684 µl

	3,2 log
	316 µl – 2,7 log
	684 µl

	3,7 log
	316 µl – 3,2 log
	684 µl

	4,2 log
	316 µl – 3,7 log
	684 µl

	4,7 log
	316 µl – 4,2 log
	684 µl

	5,2 log
	316 µl – 4,7 log
	684 µl

	5,7 log
	316 µl – 5,2 log
	684 µl


· Voeg 50 µl vaccinverdunning toe (8 wells per verdunning) aan de cellen. 
· Neem voor mazelen de verdunningen 3,7 log t/m 5,7 log en voor rubella de verdunningen 2,7 log t/m 4,7 log. 
· Voeg bij 4 wells met cellen 50 µl celkweekmedium (cel-controle)
· Plaats de deksel op de plaat en zwenk de plaat voorzichtig zodat niet alle cellen in het midden van de well zitten
· Wikkel de plaat in huishoudfolie
· Plaats de plaat 3 dagen in een stoof van 35ºC en 2,5 % CO2. 
Bijlage II
Protocol voor het vrijmaken van viraal RNA

RNA-isolatie met behulp van de Roche High Pure RNA isolation kit

 Benodigdheden:

· Buffers, reagentia en materialen van Roche High Pure RNA isolation kit (# 1828665)

· Lysis/binding buffer

· DNase I, gelypholiseerd; resuspendeer DNase I in 550 µl elution buffer en bewaar bij -20ºC.

· DNase incubatie buffer

· Wasbuffer I, voeg 20 ml ethanol p.a. grade, RNase vrij toe voor gebruik!

· Wasbuffer II, voeg 40 ml ethanol p.a. grade, RNase vrij toe voor gebruik!

· Elutie buffer

· High Pure filter tube en collection tube

· RNase vrije eppendorf tubes, 1,5 ml

· 37ºC waterbad

· eppendorfcentrifuge

· - 20 ºC vriezer

Procedure:

· Plaat uit de vriezer halen en laten ontdooien op kamertemperatuur

· Plaats voldoende elutiebuffer bij 37 ºC vóór aanvang van de isolatie

· Combineer de High pure filter tube met de collection tube

· Voeg per wel 200 µl lysis/binding buffer toe

· Lyseer goed door op en neer pipetteren en breng het lysaat uit één well in de filter tube

· Centrifugeer 1’ bij 10.000 rpm in een eppendorfcentrifuge

· Gooi de flowthrough weg en combineer de filter tube weer met de collection tube

· Pipeteer per monster 90 µl DNase incubation buffer in een steriel epje en voeg hier per monster 10 µl DNaseI aan toe. (27 µl DNase incubation buffer en 3 µl DNaseI)

· Mix en pipetteer per monster 100 µl in de filter tube.

· Incubeer 15’ op KT

· Voeg 500 µl wasbuffer I toe en centrifugeer 1’ bij 10.000 rpm

· Gooi de flowthrough weg en combineer de filter tube weer met de collection tube

· Voeg 500 µl wasbuffer II toe en centrifugeer 1’ bij 10.000 rpm

· Gooi de flowthrough weg en combineer de filter tube weer met de collection tube

· Voeg 200 µl wasbuffer II toe en centrifugeer 2’ bij 14.000 rpm 

· Gooi de collection tube weg en plaats de filter tube in een steriel 1,5 ml epje

· Centrifugeer 1’ bij 14.000 rpm om alle vloeistof goed te verwijderen. Plaats de filtertube in een schoon 1,5 ml epje

· Voeg 50 µl elutievuffer toe aan de filter tube en centrifugeer 1’ bij 14.000 rpm

· Vries het RNA, indien het niet onmiddellijk wordt gebruikt voor een PCR, in bij – 20 ºC

Vrijmaken viraal RNA door middel van lysis met triton X-100

Benodigdheden:

· Triton X-100 0,45 % 
· - 70ºC vriezer
Procedure:

· Maak een 0,45 % oplossing van triton 

· Haal bij elke well het medium eruit

· Voeg bij elke well 50 µl Triton X-100 (0,45%) 

· Zet de plaat overnacht in de -70ºC vriezer
Bijlage III
Protocol real time RT-PCR met het ABI 7500 systeem

Benodigdheden:

· TaqMan One-step RT-PCR mastermix reagents kit, Applied Biosystems,Cat.nr.: 4309169

· Water, Molecular Biology Grade (RNase, DNase en protease free), Eppendorf, Cat.nr.: 0032 006.302
· RNA-standaarden of viraal RNA dat na een infectie met standaardvaccins is vrijgemaakt uit Vero-cellen.

· Primer Urabe-F (10 µM) voor bof


· Primer Urabe-R (10 µM)voor bof

· Primer Maz-F (10 µM) voor mazelen
· Primer Maz-R (10µM) voor mazelen

· Primer RV8714 (10 µM) voor rubella

· Primer Rub-R (10 µM) voor rubella

· TaqMan probe  Urabe-Tm+C (10 µM) voor bof

· TaqMan probe Maz-Tm (10 µM) voor mazelen

· TaqMan probe Rub-TM (10 µM) voor rubella

· Optical 96-well fast thermal cycling plate with barcode + afdekfolie, Applied Biosystems, cat.nr.:4346906

· PP micro tubes (1,5 ml), Sarstedt, Cat.nr.:

· 10 ml buizen met schroefdop, Greiner,  Cat.nr.:

· Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR system

Procedure:
Maken mastermix en inzetten reactie:

In de tabel hieronder staat hoe de samenstelling van de mastermix per PCR-reactie moet zijn.
	Oplossing
	Bof
	Mazelen 
	Rubella 

	Mastermix (reagent kit)
	15 µl
	15 µl
	15 µl

	Enzyme mix (reagent kit)
	0,75 µl
	0,75 µl
	0,75 µl

	Primer Maz-F (10 µM)
	0,9 µl
	-
	-

	Primer Maz-R (10 µM)
	0,9 µl
	-
	-

	Primer Urabe-F (10 µM)
	-
	0,9 µl
	-

	Primer Urabe-R (10 µM)
	-
	0,9 µl
	-

	Primer RV8714 (10 µM)
	-
	-
	0,9 µl

	Primer Rub-R (10 µM)
	-
	-
	0,9 µl

	Probe Maz-Tm (10 µM)
	0,3 µl
	-
	-

	Probe  Urabe-Tm+C (10 µM)
	-
	0,3 µl
	-

	Probe Rub-Tm (10 µM)
	-
	-
	0,3 µl

	RNase vrij H2O
	6,15 µl
	6,15 µl
	6,15 µl


De mastermix kan in een 1,5 ml eppendorf tube gemaakt worden wanneer er voor 62 reacties of minder reacties gemaakt moet worden. Anders kan de mastermix gemaakt worden in 10 ml buizen met draaidop. 
Maak altijd extra mastermix voor ongeveer 3 reacties of 4 reacties.
Inzetten reactie:

· Doe in de reactie-cupjes van de optical 96-well fast thermal cycling plate 24 µl mastermix

· Verdun het cellysaat met het vrijgemaakte virale RNA 10 keer: 10 µl cellysaat + 90 µl RNase vrij H2O 

· Voeg aan de reactiemix 6 µl  RNA-standaard of 10 keer verdund cellysaat met het vrijgemaakte virale RNA

· Doe in 2 reactie-cupjes RNase vrij H2O (negatieve controle) 

· Doe in 2 reactie-cupjes 6 µl van de positieve controles

Instellingen Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR system

Programma TaqMan-RT-PCR:

· 30 min. bij 48º C (Reverse Transcriptase)
· 10 min. bij 95º C (Reverse transcriptase inactiveren en Taq polymerase activeren)
· 40 cycli:
- 20 sec. bij 95º C (denaturatie)



- 30 sec. bij 58º C (annealing)



- 30 sec. bij 72º C (elongatie) 

Instellingen Real-Time PCR systeem: 

7500 standard mode

Reaction volume: 20 µl

Bijlage IV
Protocol voor agarosegel-elektroforese

Benodigdheden:

· Agarose (Gibco Art. No. 15110-09)

· TBE-buffer (0,5x) 

· SYBR Green 4000 x verdund in TBE-buffer 

· Loading buffer

· Marker; 100 bp DNA-ladder (Invitrogen Art. No. 15628-019)

· Power Supply E0300-1; Delta Elektronica

· Electroforesebak GNA; Pharmacia Biotech

· UV-lichtbak TM-40; UVP-inc

Uitvoering:

Maken van 0,5x TBE-buffer:

· maak een 10x Tris-borate (TBE) oplossing:

· los 108 g Trisbase, 55 g Boric acid en 40 ml 0,5 M EDTA op in 1000 ml gedestilleerd water.

· Vul 250 ml 5x TBE-buffer aan tot 2500 ml met gedestilleerd water

Maken van de 1,5% agarose gel:

· Los 1,125 g agarose op in 75 ml TBE-buffer
· Verwarm de agarose-oplossing in een magnetron totdat de agarose helemaal opgelost is.
· Laag de agarose-oplossing afkoelen tot handwarmte
SYBR Green oplossen in TBE-buffer:

· Doe in 10 ml 0,5 x TBE 2,5 µl SYBR Green

Runnen van de gel:

· Tape de zijkant van de mal af
· Giet de handwarme agarose-oplossing in de mal
· Plaats de plastic kam in de agarose-oplossing op de daarvoor bestemde plek
· Laat de agarose-oplossing stollen
· Verwijder de kam en tape
· Vul de electroforesebak met TBE-buffer (0,5 x)
· Bereid de monsters voor:
· 10 µl monster (PCR-product)+ 2 µl loading buffer+ 8 µl SYBR Green in TBE
· Marker: 2 µl 100 bp DNA-ladder + 8 µl gedestilleerd water + 2 µl loadingbuffer + 8 µl SYBT Green in TBE
· Vul de wells in de gel met 12 µl monster
· Zet de power supply op 100 Volt en ampere maximaal
· Runtijd: ongeveer 1 uur
· Leg de gel op een UV-lichtbak. 
Bijlage V
Protocol voor de controle PCR

Benodigdheden:

· Samples: PCR-producten van de CCID50 PCR met een hoge Ct-waarde

· PCR-kit: LightCycler® FastStart DNA Masterplus SybrGreen I, Roche

· Primer Bofcon-F (10 µM)

· Primer Bofcon-R (10 µM)
· Primer Rubcon-F (10 µM)

· Primer Rubcon-R (10 µM)

· Primer Mazcon-F (10 µM)

· Primer Mazcon-R (10 µM)

· Water, Molecular Biology Grade (RNase, DNase en protease free), Eppendorf, Cat.nr.: 0032 006.302
· 96-wells plaat voor het maken van verdunningen

· Light Cycler Capillaries 
· Light Cycler 

Uitvoering:

Van de samples die getest moeten worden moet eerst een verdunningsreeks gemaakt worden zoals in het onderstaande schema is weergegeven:

	Verdunning:
	Sample 
	H2O

	10 voudige verdunning:
	10 µl onverdund sample
	90 µl 

	100 voudige verdunning:
	10 µl 10 voudig verdund sample
	90 µl 

	1000 voudige verdunning:
	10 µl 100 voudig verdund sample
	90 µl 

	10.000 voudige verdunning:
	10 µl 1000 voudig verdund sample
	90 µl 


Mastermixsamenstelling per PCR reactie:

4 µl SybrGreen mix uit de PCR-kit van Roche (zie hierboven)

1 µl primer forward

1 µl primer reverse

12 µl RNase vrij H2O

· Neem de samples onverdund, 100 voudig verdund en 10.000 voudig verdund mee (Dus 3 PCR-reacties per sample) 
· Neem als positieve controle van je test de positieve controle van de CCID50 PCR mee
· Neem als negatieve controle RNase vrij H2O mee.

· Doe in de capillaries 18 µl mastermix en 2 µl van je sample.

· Centrifugeer de capillaries met de centrifuge die bij de LightCycler hoort

· Zet de capillaries in de LightCycler en voer het volgende programma in:

	Program controle PCR
	Temp. (ºC)
	Hold time

(sec.)
	Slope (ºC/sec.)
	Acquisition mode
	# cycli

	Pre-incubatie
	95
	600
	20
	None
	1

	Amplification
	95
	10
	20
	None
	40

	
	55
	10
	20
	Single
	

	
	72
	4
	20
	None
	

	Smeltcurve
	95
	0
	10
	None
	1

	
	55
	10
	20
	None
	

	
	95
	0
	0,1
	Continuous
	

	Cooling 
	40
	30
	20
	None
	1


Bijlage VI
Berekeningsblad van CombiStats
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Substance Mazelen
Method

Assay number

CCID50 real-time RT-PCR

Remarks:

H

Technician WT

Date of assay

Sample 1

T’I?i. EP-BRP standaard vaccin
Ass. pot. |? log CCID50/dosis
Doses (1)

-3.7 log 8/8

-4.2 log 4/8

-4.7log | 0/8

-5.2 log 1/8

-5.7 log 0/8

Model: Determination ED50

Design: Completely randomised
Transformation: y' = probit(y)
Theoretical variance: 1

Common slope(factor) = 0.969395
Correlation | r |: 0.801053 (Weighted)

Sample 1
EP-BRP standaard vaccin

Executed by:

Calculated by:

Source of variation Degrees of freedom | Sum of squares Mean square Chi-square Probability
Regression 1 12.6297 12.6297 12.6297 0.000 (***)
Non-linearity 3 7.05233 2.35078 7.05233 0.070
Treatments 4 19.6820 4.92050 19.6820 0.001  (***)
Theoretical variance | l 1.00000
Total 4 19.6820 4.92050

Sample 1 |
Id. EP-BRP standaard vaccin
(log10 CCID50/dosis) | Lower limit | Estimate
log10 ED50/dosis 3.96756 | 4.28680
Rel. to Ass. ? ? 2
Rel. to Est. -0.319242 | 0.00000 | +0.281228 |

Approved by:




Bijlage VII
Ct-waarden CCID50 real-time RT-PCR’s
Ct-waarden en CCID50 waarden van de CCID50 real-time RT-PCR voor mazelen en rubella met mazelen en rubella EP-BRP standaard vaccins en een trivalent BMR-vaccin, met op verschillende manieren vrijgemaakt RNA. 
Mazelen EP-BRP 1:

Analyse:
Manual Ct, threshold 0,03
Start (cycle): 3

End (cycle): 15

	PCR direct na vrijmaking van viraal RNA

	RNA verkregen na isolatie met Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	2,5
	21,92
	21,76
	22,22
	2,5
	22,42
	22,17
	22,47

	3
	24,74
	23,19
	23,31
	3
	25,46
	24,04
	23,52

	3,5
	26,26
	26,26
	25,40
	3,5
	25,44
	27,67
	25,94

	4
	28,95
	31,30
	28,07
	4
	26,84
	27,49
	31,50

	4,5
	32,43
	39,24
	27,45
	4,5
	27,43
	31,03
	30,18

	5
	Undet.
	Undet.
	29,15
	5
	Undet.
	Undet.
	-

	5,5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	5,5
	29,72
	-
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	-
	Undet.
	Undet.

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	Undet.

	Pos. contr.
	27,09
	Pos. contr.
	26,56

	CCID50
	4,75
	CCID50
	4,92

	PCR na vries-dooi-stap

	RNA verkregen na isolatie met  Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	2,5
	22,07
	20,89
	22,19
	2,5
	21,87
	21,58
	21,41

	3
	23,90
	23,06
	23,49
	3
	25,01
	23,54
	22,78

	3,5
	25,25
	25,71
	24,75
	3,5
	25,30
	26,57
	25,07

	4
	27,97
	31,10
	28,57
	4
	26,04
	25,01
	30,61

	4,5
	31,50
	39,92
	26,46
	4,5
	27,32
	30,08
	29,33

	5
	38,20
	Undet.
	28,31
	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5,5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	5,5
	27,69
	Undet.
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	Undet.

	Pos. contr.
	28,00
	Pos. contr.
	28,00

	CCID50
	4,75
	CCID50
	4,92


De Ct-waarden boven de 38 zijn niet mee genomen in de berekening van de CCID50 waarde omdat vermoedt wordt dat dit vals positieve signalen zijn. 
Mazelen EP-BRP standaard vaccin 2:
Analyse:
Manual Ct, threshold 0,03
Start (cycle): 3

End (cycle): 15
	PCR direct na vrijmaking van viraal RNA

	RNA verkregen na isolatie met Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van  triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	1,5
	18,05
	17,47
	17,15
	1,5
	19,71
	19,33
	20,01

	2
	20,22
	18,66
	19,50
	2
	21,34
	20,21
	20,61

	2,5
	21,38
	22,58
	20,68
	2,5
	23,38
	21,78
	21,89

	3
	22,60
	24,29
	25,40
	3
	28,25
	27,58
	24,96

	3,5
	27,53
	21,44
	25,13
	3,5
	28,23
	29,14
	26,09

	4
	Undet.
	25,78
	Undet.
	4
	28,29
	29,13
	Undet.

	4,5
	Undet.
	30,32
	Undet.
	4,5
	Undet.
	25,76
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	Undet.

	Pos. contr.
	33,52
	Pos. contr.
	34,15

	CCID50
	4,08
	CCID50
	4,25

	PCR na vries-dooi-stap

	RNA verkregen na isolatie met de Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van  triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	1,5
	18,07
	16,88
	17,30
	1,5
	20,13
	19,28
	20,41

	2
	20,23
	18,34
	19,47
	2
	21,95
	22,28
	21,18

	2,5
	21,78
	22,58
	20,07
	2,5
	23,92
	22,82
	22,06

	3
	22,64
	23,88
	25,29
	3
	29,41
	28,08
	25,11

	3,5
	27,56
	21,55
	24,88
	3,5
	30,77
	30,42
	25,75

	4
	Undet.
	26,90
	Undet.
	4
	28,51
	29,47
	Undet.

	4,5
	Undet.
	30,69
	Undet.
	4,5
	Undet.
	26,10
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	36,64 
	Undet.
	Undet.

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	38,73

	Pos. contr.
	29,59
	Pos. contr.
	29,81

	CCID50
	4,08
	CCID50
	4,25


Rubella EP-BRP standaard vaccin 1
.

Analyse:
Manual Ct, threshold 0,03
Start (cycle): 3

End (cycle): 15


	PCR direct na vrijmaking van viraal RNA

	RNA verkregen na isolatie met de Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van  triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	3
	19,45
	21,37
	23,49
	3
	23,17
	23,92
	23,59

	3,5
	22,74
	25,56
	23,05
	3,5
	25,79
	27,61
	29,40

	4
	24,09
	23,95
	26,20
	4
	Undet.
	26,16
	31,26

	4,5
	39,55
	38,31
	27,54
	4,5
	28,58
	30,35
	29,38

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	5
	29,61
	Undet.
	29,94

	5,5
	Undet.
	39,75
	Undet.
	5,5
	Undet.
	32,30
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	Undet.

	Pos. contr.
	28,13
	Pos. contr.
	30,46

	CCID50
	4,42
	CCID50
	5,08

	PCR na vries-dooi-stap

	RNA verkregen na isolatie met de Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van  triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	3
	19,12
	21,11
	23,66
	3
	23,90
	24,52
	24,46

	3,5
	22,17
	25,12
	22,41
	3,5
	25,99
	26,40
	26,66

	4
	24,23
	23,68
	24,97
	4
	31,35
	26,73
	30,27

	4,5
	Undet.
	Undet.
	27,07
	4,5
	28,86
	28,97
	28,40

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	5
	29,47
	Undet.
	28,01

	5,5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	5,5
	Undet.
	32,89
	32,40

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	6
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	Undet.

	Pos. contr.
	27,81
	Pos. contr.
	28,39

	CCID50
	4,42
	CCID50
	5,42


De Ct-waarden boven de 38 zijn niet gebruikt voor de CCID50 berekening omdat wordt vermoed dat dit vals positieve signalen zijn. 

Trivalent BMR vaccin:
Analyse:
Manual Ct, threshold 0,03
Start (cycle): 3

End (cycle): 15

	RNA verkregen na isolatie met de Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van  triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	2,5
	23,56
	24,14
	24,09
	2,5
	26,82
	25,26
	22,46

	3
	26,45
	27,82
	26,78
	3
	25,98
	29,93
	28,54

	3,5
	34,08
	28,00
	25,37
	3,5
	39,80
	28,33
	26,94

	4
	36,63
	37,63
	27,97
	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4,5
	32,23
	36,36
	39,01
	4,5
	Undet.
	28,31
	28,50

	5
	37,06
	Undet.
	38,95
	5
	28,83
	Undet.
	Undet.

	5,5
	38,63
	Undet.
	Undet.
	5,5
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	6
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	6,5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	6,5
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	Undet. 
	Undet.
	Undet.

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	Undet.

	Pos. contr.
	25,65
	Pos. contr.
	25,65

	CCID50
	5,25
	CCID50
	4,25


Rubella component:

	RNA verkregen na isolatie met de Roche High Pure isolation kit
	RNA verkregen na lysis van de cellen met behulp van  triton X-100

	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3
	Log verdunning
	Well 1
	Well 2
	Well 3

	2,5
	24,79
	23,48
	23,50
	2,5
	23,38
	25,20
	24,29

	3
	24,49
	26,51
	26,65
	3
	26,53
	26,68
	26,86

	3,5
	28,19
	29,49
	26,54
	3,5
	30,56
	28,83
	28,56

	4
	26,49
	39,18
	29,22
	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4,5
	29,28
	Undet.
	Undet.
	4,5
	35,81
	Undet.
	Undet.

	5
	28,75
	Undet.
	Undet.
	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5,5
	Undet. 
	Undet.
	Undet.
	5,5
	Undet.
	38,21
	Undet.

	6
	Undet. 
	Undet.
	Undet.
	6
	Undet.
	Undet.
	29,10

	6,5
	Undet. 
	Undet.
	Undet.
	6,5
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Celcontr.
	Undet.
	Undet.
	38,04

	Neg. contr.
	Undet.
	Neg. contr.
	Undet.

	Pos. contr.
	36,44
	Pos. contr.
	35,01

	CCID50
	4,58
	CCID50
	4,25


Bijlage VIII

Ct-waarden validatie CCID50 real-time RT-PCR

De Ct-waarden zijn per verdunning weergegeven in tabellen. De Ct-waarden met grijze achtergrond zijn niet mee berekend bij de bepaling van de CCID50 waarden.

A.
Ct-waarden van de testen voor de bepaling van de juistheid en intrinsieke precisie voor bof

Ct-waarden 3,2 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	26,23
	29,47
	25,07
	25,42
	26,02
	27,15
	26,14
	25,47

	2
	25,66
	24,93
	24,07
	25,21
	25,23
	26,17
	26,07
	24,15

	3
	23,19
	22,99
	21,83
	22,16
	21,85
	22,36
	22,39
	21,78

	4
	24,10
	24,73
	24,68
	25,04
	24,48
	24,49
	25,59
	24,03

	5
	24,42
	25,83
	24,45
	24,09
	24,43
	24,37
	24,89
	24,79

	6
	22,83
	24,83
	23,00
	24,46
	24,03
	23,85
	26,17
	24,67


Ct-waarden 3,7 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	26,34
	26,30
	26,71
	29,37
	27,54
	25,56
	29,22
	27,92

	2
	29,77
	27,35
	27,19
	30,71
	27,80
	26,22
	29,18
	28,21

	3
	23,16
	24,15
	23,58
	22,81
	24,27
	22,04
	25,44
	26,17

	4
	27,85
	26,78
	26,83
	27,53
	27,32
	27,40
	29,87
	27,67

	5
	24,56
	26,04
	24,98
	26,14
	26,73
	27,86
	25,91
	25,36

	6
	24,50
	26,12
	26,36
	24,51
	26,57
	27,65
	27,00
	25,55


Ct-waarden 4,2 log verdunning
	Test  

            well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	29,16
	30,31
	29,31
	31,24
	27,40
	29,48
	32,10
	Undet.

	2
	27,76
	36,28
	30,18
	29,81
	28,61
	Undet.
	31,32
	29,38

	3
	26,10
	33,18
	23,80
	24,76
	26,21
	25,89
	27,97
	23,28

	4
	27,07
	27,08
	35,05
	30,64
	Undet.
	26,68
	28,33
	29,38

	5
	31,24
	29,61
	35,41
	29,78
	28,06
	28,20
	31,96
	30,30

	6
	29,11
	26,48
	27,18
	30,68
	28,23
	29,43
	31,54
	28,46


Ct-waarden 4,7 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	38,02
	 Undet.
	Undet.
	38,85
	Undet.
	30,75
	 Undet.

	2
	24,32
	Undet.
	Undet.
	39,94
	29,53
	 Undet.
	 Undet.
	35,04

	3
	27,31
	37,27
	30,89
	26,70
	38,32
	Undet.
	33,46
	39,05

	4
	33,30
	32,15
	 Undet.
	29,02
	38,02
	29,02
	39,26
	31,14

	5
	33,79
	 Undet.
	34,68
	39,20
	34,23
	33,38
	39,81
	Undet.

	6
	29,48
	Undet.
	31,03
	36,20
	32,16
	30,93
	Undet.
	26,33


Ct-waarden 5,2 log verdunning
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	39,00
	 Undet.
	 Undet.

	2
	Undet.
	 Undet.
	Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	 Undet.

	3
	37,79
	25,76
	38,36
	37,66
	39,36
	38,42
	Undet.
	 Undet.

	4
	Undet.
	28,53
	39,03
	37,87
	Undet.
	29,80
	Undet.
	34,38

	5
	Undet.
	38,99
	Undet.
	30,16
	31,16
	Undet.
	Undet.
	38,52

	6
	Undet.
	38,67
	Undet.
	38,81
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 5,7 log verdunning
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	38,36
	38,67
	Undet.
	39,86

	3
	36,44
	36,51
	36,51
	37,74
	Undet.
	38,83
	38,58
	38,63

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	38,26
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	35,17

	6
	Undet.
	39,78
	38,32
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 6,2 verdunning
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	39,30
	38,37
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	37,98
	38,99
	38,59
	38,60
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	40,00

	3
	Undet.
	38,33
	38,14
	38,84
	Undet.
	Undet.
	37,29
	39,26

	4
	Undet.
	Undet.
	38,52
	Undet.
	Undet.
	29,81
	38,68
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	39,89
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	38,08

	6
	Undet.
	38,09
	38,63
	Undet.
	Undet.
	38,02
	37,90
	Undet.


Ct-waarden celcontroles:
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4

	1
	39,75
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	39,01
	38,05
	37,68
	Undet.

	3
	39,43
	Undet.
	37,85
	39,27

	4
	39,41
	Undet.
	38,72
	39,03

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden Positieve en negatieve controles per test:
	Test          
	Pos. contr. 1
	Pos. contr. 2
	Neg. contr. 1
	Neg. contr. 2

	1
	28,01
	28,24
	Undet.
	Undet.

	2
	27,35
	27,31
	Undet.
	Undet.

	3
	27,08
	27,08
	Undet.
	Undet.

	4
	27,27
	27,07
	Undet.
	Undet.

	5
	27,49
	27,22
	Undet.
	Undet.

	6
	26,74
	27,22
	Undet.
	Undet.


B.
Ct-waarden van de testen voor de bepaling van de juistheid en intrinsieke precisie voor mazelen

Ct-waarden 2,7 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	22,35
	22,41
	22,63
	23,98
	22,30
	23,44
	24,59
	26,63

	2
	23,19
	22,19
	22,47
	21,72
	22,59
	22,21
	23,22
	24,10

	3
	22,46
	21,31
	24,00
	22,73
	23,76
	22,43
	22,00
	22,59

	4
	21,81
	22,17
	22,73
	22,90
	23,42
	23,64
	23,18
	22,76

	5
	21,38
	22,02
	22,70
	21,62
	22,51
	22,53
	22,52
	22,51

	6
	21,84
	22,49
	21,61
	21,26
	21,54
	21,34
	21,63
	21,16


Ct-waarden 3,2 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	23,18
	24,12
	24,09
	23,23
	25,02
	23,68
	25,33
	25,03

	2
	24,46
	25,24
	25,01
	25,25
	23,90
	23,61
	24,88
	24,04

	3
	24,06
	24,30
	24,15
	24,63
	23,62
	25,51
	27,52
	25,41

	4
	24,04
	23,65
	25,59
	23,91
	25,34
	24,42
	25,01
	24,20

	5
	25,39
	23,78
	22,72
	23,60
	26,48
	25,88
	23,54
	22,54

	6
	23,90
	23,69
	24,20
	23,33
	25,01
	23,22
	23,56
	Undet.


Ct-waarden 3,7 log verdunning
	Test  

            well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	35,32
	29,47
	28,43
	25,62
	24,90
	28,50
	25,60
	28,19

	2
	27,25
	25,78
	26,29
	25,34
	28,09
	25,80
	26,13
	26,04

	3
	24,49
	29,04
	26,69
	26,57
	24,62
	28,26
	27,89
	26,42

	4
	28,07
	28,73
	26,41
	25,09
	25,57
	24,36
	27,62
	26,90

	5
	26,03
	24,90
	26,11
	29,25
	24,84
	27,34
	26,02
	30,67

	6
	30,05
	24,68
	26,00
	25,26
	24,85
	23,95
	25,05
	27,34


Ct-waarden 4,2 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	27,09
	Undet
	29,13
	Undet.
	25,09
	Undet.
	Undet.
	30,46

	2
	28,53
	25,61
	Undet.
	27,03
	31,34
	30,93
	29,20
	Undet.

	3
	26,58
	27,84
	28,27
	26,97
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	28,33
	26,93
	27,06
	27,37
	27,04
	26,85
	Undet.

	5
	Undet.
	26,07
	29,47
	Undet.
	29,36
	25,47
	30,59
	Undet.

	6
	Undet.
	34,28
	31,81
	Undet.
	Undet.
	29,88
	Undet.
	27,75


Ct-waarden 4,7 log verdunning
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet. 

	2
	Undet.
	33,35
	Undet.
	28,40
	30,48
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	35,62
	Undet.
	Undet.
	30,46

	4
	Undet.
	29,65
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	30,29

	5
	Undet.
	Undet.
	24,34
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	31,16
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	26,08
	27,38


Ct-waarden 5,2 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	33,83
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	25,56
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	25,47
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	26,67
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 5,7 verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	31,03

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	31,91


Ct-waarden celcontroles:
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden Positieve en negatieve controles per test:
	Test          
	Pos. contr.1
	Pos. contr. 2
	Neg. contr. 1
	Neg. contr. 2

	1
	28,48
	28,32
	Undet.
	Undet.

	2
	28,78
	28,72
	Undet.
	Undet.

	3
	28,72
	28,56
	Undet.
	Undet.

	4
	30,06
	29,02
	Undet.
	Undet.

	5
	29,84
	30,23
	Undet.
	Undet.

	6
	30,64
	29,24
	Undet.
	Undet.


C.
Ct-waarden van de testen voor de bepaling van de juistheid en intrinsieke precisie voor rubella

Ct-waarden 2,7 log verdunning
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	25,13
	25,64
	25,11
	25,48
	28,13
	23,23
	29,33
	26,65

	2
	26,94
	28,10
	30,59
	27,25
	32,16
	27,09
	25,14
	30,90

	3
	26,44
	25,21
	25,18
	28,06
	26,43
	27,36
	26,5
	30,83

	4
	29,98
	26,75
	27,53
	27,70
	27,91
	26,09
	27,10
	28,37

	5
	Undet.
	24,59
	33,20
	27,31
	32,67
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	25,84
	29,31
	30,64
	25,33
	29,38
	35,57
	28,95
	26,53


Ct-waarden 3,2 log verdunning
	Test  

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	34,62
	28,20
	26,45
	28,59
	30,12
	Undet.
	Undet.
	30,55

	2
	27,01
	27,82
	27,02
	30,12
	25,53
	28,39
	31,54
	26,72

	3
	29,84
	28,51
	Undet.
	Undet.
	27,36
	31,5
	27,21
	28,01

	4
	Undet.
	27,01
	36,20
	32,06
	26,11
	27,51
	28,60
	31,16

	5
	27,27
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	28,02
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	28,40
	25,13
	Undet.
	25,18
	25,38
	Undet.
	33,61
	24,26


Ct-waarden 3,7 log verdunning
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	28,36
	35,22
	34,12
	Undet.
	Undet.
	37,05
	28,73

	2
	Undet.
	29,06
	Undet.
	Undet.
	25,86
	29,15
	29,14
	29,34

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	27,66
	Undet.
	28,58

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	28,47

	5
	24,98
	31,8
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	29,44
	30,30
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 4,2 log verdunning
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	36,47
	32,02
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	26,44
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	33,29

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	37,98
	37,43
	Undet.
	Undet.
	29,65
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	27,59
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	30,80
	Undet.


Ct-waarden 4,7 log verdunning
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	35,35
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	38,50
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 5,2 log verdunning
	Test

       well                                    
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	33,17
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	39,10
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 5,7 log verdunning
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden celcontroles:
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden Positieve en negatieve controles per test:
	Test          
	Pos. contr. 1
	Pos. contr. 2
	Neg. contr. 1
	Neg. contr.2

	1
	29,37
	29,66
	Undet.
	Undet.

	2
	29,35
	29,40
	Undet.
	Undet.

	3
	29,38
	29,49
	Undet.
	Undet.

	4
	29,32
	29,42
	Undet.
	Undet.

	5
	29,57
	29,79
	Undet.
	Undet.

	6
	29,20
	29,35
	Undet.
	Undet.


D.
Ct-waarden van de testen voor de bepaling van de intermediaire precisie voor bof

Ct-waarden 3,2 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	4
	24,21
	23,14
	24,84
	25,82
	23,92
	24,03
	24,67
	22,24

	5
	24,65
	23,72
	24,19
	23,79
	23,74
	23,46
	24,03
	23,99


Ct-waarden 3,7 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	26,34
	26,30
	26,71
	29,37
	27,54
	25,56
	29,22
	27,92

	2
	24,07
	24,83
	27,02
	25,73
	24,32
	24,18
	23,51
	25,82

	3
	30,52
	27,15
	25,94
	28,22
	25,09
	26,79
	26,11
	26,61

	4
	26,66
	25,50
	25,05
	26,44
	24,37
	25,59
	28,28
	25,29

	5
	29,19
	24,52
	24,27
	25,24
	23,86
	26,09
	25,07
	24,77


Ct-waarden 4,2 log verdunning
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	29,16
	30,31
	29,31
	31,24
	27,40
	29,48
	32,10
	Undet.

	2
	35,65
	30,41
	Undet.
	26,17
	28,38
	28,73
	26,07
	29,89

	3
	27,64
	34,35
	28,79
	29,52
	28,04
	29,02
	25,64
	39,87

	4
	28,20
	Undet.
	26,04
	30,31
	25,85
	27,82
	27,52
	28,55

	5
	30,23
	26,70
	29,07
	36,24
	34,53
	27,36
	28,64
	26,33


Ct-waarden 4,7 log verdunning
	Test  

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	38,02
	 Undet.
	Undet.
	38,85
	Undet.
	30,75
	 Undet.

	2
	36,48
	26,81
	28,90
	39,37
	31,24
	Undet.
	26,46
	Undet.

	3
	37,43
	33,24
	31,75
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	27,44
	Undet.
	27,34
	Undet.
	28,02
	28,86
	Undet.
	28,04

	5
	37,56
	28,16
	28,38
	33,02
	Undet.
	29,72
	28,52
	29,38


Ct-waarden 5,2 log verdunning
	Test  

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	 Undet.
	39,00
	 Undet.
	 Undet.

	2
	Undet.
	33,21
	38,72
	Undet.
	33,15
	Undet.
	39,50
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	37,50
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	39,70
	Undet.
	38,32
	27,99
	32,70
	28,82
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 5,7 log verdunning
	Test          

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	38,39
	39,66
	Undet.
	Undet.
	30,14
	38,37
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	35,99
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden celcontroles:
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4

	1
	39,75
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	38,88
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	39,90
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden positieve en negatieve controles:
	Test          
	Pos. contr. 1
	Pos. contr. 2
	Neg. contr. 1
	Neg. contr. 2

	1
	28,01
	28,24
	Undet.
	Undet.

	2
	27,40
	27,49
	Undet.
	Undet.

	3
	27,42
	27,32
	Undet.
	Undet.

	4
	27,62
	27,27
	Undet.
	Undet.

	5
	27,62
	27,27
	Undet.
	Undet.


E.
Ct-waarden van de testen voor de bepaling van de intermediaire precisie voor mazelen

Ct-waarden 3,7 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	27,25
	25,78
	26,29
	25,34
	28,09
	25,80
	26,13
	26,04

	2
	30,66
	27,21
	28,87
	25,25
	24,51
	24,43
	26,17
	Undet.

	3
	31,67
	30,19
	33,93
	33,30
	29,48
	33,65
	37,72
	31,24

	3 herh. 
	26,63
	25,53
	26,42
	29,06
	25,80
	29,24
	32,18
	26,26

	4
	31,54
	25,80
	25,33
	25,38
	25,67
	26,41
	26,49
	26,43

	5
	25,65
	39,96
	26,42
	26,73
	26,75
	28,38
	26,24
	29,93


Ct-waarden 4,2 log verdunning
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	27,09
	Undet.
	29,13
	Undet.
	25,09
	Undet.
	Undet.
	30,46

	2
	Undet.
	28,70
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	23,34
	Undet.
	28,57

	3
	33,79
	Undet.
	Undet.
	30,30
	34,46
	32,86
	Undet.
	34,55

	3 herh. 
	28,88
	Undet.
	Undet.
	24,34
	29,57
	28,07
	Undet.
	29,66

	4
	27,59
	26,64
	28,17
	32,17
	28,71
	27,47
	27,47
	33,60

	5
	31,58
	27,63
	27,81
	29,32
	29,60
	Undet.
	27,21
	30,27


Ct-waarden 4,7 log verdunning
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet

	2
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	26,63
	29,20
	Undet
	Undet

	3
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet

	3 herh. 
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet

	4
	30,31
	Undet.
	28,79
	Undet.
	Undet.
	28,91
	29,65
	27,59

	5
	Undet.
	Undet.
	29,10
	27,19
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	28,43


Ct-waarden 5,2 log verdunning
	Test  

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet
	33,83
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet

	2
	29,27
	Undet
	25,51
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet

	3
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet

	3 herh. 
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	29,05
	Undet.
	Undet.

	5
	30,77
	Undet.
	31,36
	34,86
	28,90
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden 5,7 log verdunning 
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3 herh. 
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet.

	4
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet.

	5
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet
	Undet.


Ct-waarden celcontroles:
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden positieve en negatieve controles:
	Test          
	Pos. contr. 1
	Pos. contr. 2
	Neg. contr. 1
	Neg. contr. 2

	1
	28,48
	28,32
	Undet.
	Undet.

	2
	29,11
	29,12
	Undet.
	Undet.

	3
	34,72
	34,76
	Undet.
	Undet.

	3 herh.
	29,38
	29,77
	Undet.
	Undet.

	4
	29,22
	29,52
	Undet.
	Undet.

	5
	30,07
	30,06
	Undet.
	Undet.


F.
Ct-waarden van de testen voor de bepaling van de intermediaire precisie voor rubella

Ct-waarden 2,7 log verdunning
	Test  

          well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	25,13
	25,64
	25,11
	25,48
	28,13
	23,23
	29,33
	26,65

	2
	26,01
	27,35
	29,65
	25,12
	25,37
	30,90
	25,25
	27,72

	3
	25,92
	27,22
	26,81
	25,69
	26,62
	23,26
	27,06
	25,24

	4
	23,36
	23,40
	22,67
	23,19
	23,54
	23,09
	23,00
	23,71

	5
	23,37
	24,43
	23,97
	25,06
	24,97
	22,28
	23,53
	23,20


Ct-waarden 3,2 log verdunning
	Test  

         well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	34,62
	28,20
	26,45
	28,59
	30,12
	Undet.
	Undet.
	30,55

	2
	28,24
	31,69
	27,36
	26,45
	27,38
	Undet.
	27,68
	29,00

	3
	30,63
	26,18
	30,20
	28,20
	Undet.
	25,80
	26,30
	27,69

	4
	25,10
	26,15
	25,04
	23,39
	28,68
	25,94
	23,13
	27,33

	5
	25,26
	30,55
	27,18
	25,27
	26,61
	25,82
	26,70
	25,06


Ct-waarden 3,7 log verdunning
	Test  

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	Undet.
	28,36
	35,22
	34,12
	Undet.
	Undet.
	37,05
	28,73

	2
	Undet.
	38,70
	29,50
	30,33
	Undet.
	32,57
	Undet.
	30,21

	3
	25,71
	28,39
	28,03
	Undet.
	29,17
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	30,53
	Undet.
	Undet.
	26,70
	32,12
	28,64
	35,98
	28,42

	5
	35,24
	27,29
	26,61
	30,05
	25,98
	31,08
	30,09
	26,25


Ct-waarden 4,2 log verdunning
	Test  

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	36,47
	32,02
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	30,90
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	28,81
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	24,83
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	29,09
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	28,18


Ct-waarden 4,7 log verdunning
	Test  

        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	1
	35,35
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	34,32
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	26,51

	4
	Undet.
	Undet.
	25,29
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	28,22
	30,25
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	31,64
	Undet.


Ct-waarden celcontroles:
	Test  

       well                      
	1
	2
	3
	4

	1
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	2
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	3
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	5
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	6
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden positieve en negatieve controles:
	Test          
	Pos. contr. 1
	Pos. contr. 2
	Neg. contr. 1
	Neg. contr. 2

	1
	29,37
	29,66
	Undet.
	Undet.

	2
	30,07
	30,21
	Undet.
	Undet.

	3
	30,11
	29,98
	Undet.
	Undet.

	4
	36,22*
	36,92*
	Undet.
	Undet.

	5
	30,01
	30,19
	Undet.
	Undet.


* Er is een positieve controle met een lagere concentratie gebruikt
Bijlage X
Ct-waarden CCID50 real-time RT-PCR met trivalent vaccin

Ct-waarden bof

	Verd.
        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2,7 log
	23,18
	23,36
	24,60
	23,49
	24,55
	23,22
	23,44
	Undet.

	3,2 log
	26,17
	24,57
	23,87
	28,29
	26,00
	27,20
	26,03
	37,64

	3,7 log
	27,36
	26,78
	26,57
	27,47
	39,01
	24,99
	Undet.
	39,88

	4,2 log
	27,76
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	29,97
	Undet.
	Undet.
	38,59

	4,7 log
	Undet.
	Undet.
	32,71
	38,22
	Undet.
	31,52
	Undet.
	38,16

	5,2 log
	Undet.
	Undet.
	30,20
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	33,74
	Undet.


Ct-waarden mazelen

	Verd.
        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	3,2 log
	23,79
	27,20
	25,85
	28,22
	24,13
	24,39
	24,23
	26,19

	3,7 log
	28,45
	30,80
	25,16
	27,30
	25,39
	23,94
	25,98
	27,49

	4,2 log
	25,90
	26,94
	32,52
	28,39
	Undet.
	Undet.
	29,45
	27,22

	4,7 log
	Undet.
	24,75
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	26,74
	Undet.
	Undet.

	5,2 log
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden rubella

	Verd.
        well                      
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8

	2,2 log
	24,03
	26,13
	23,92
	32,49
	29,96
	24,73
	24,28
	25,15

	2,7 log
	24,29
	24,29
	26,43
	27,86
	Undet.
	Undet.
	39,66
	34,05

	3,2 log
	Undet.
	Undet.
	26,12
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	26,60
	28,19

	3,7 log
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.

	4,2 log
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	29,07
	Undet.
	Undet.


Ct-waarden celcontroles (CC), positieve controles (PC) en negatieve controles (NC)

	Virus  ↓                        
	CC-1
	CC-2
	CC-3
	CC-4
	PC
	PC
	NC
	NC

	Bof
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	32,40
	32,47
	Undet.
	Undet.

	Mazelen
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	29,67
	30,32
	Undet.
	Undet.

	rubella
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	Undet.
	30,06
	30,16
	Undet.
	Undet.


Om de CCID50 waarden te berekenen moet 0,47 bij de verdunning worden opgeteld om te corrigeren voor de factor 3 verdunning als gevolg van het mengen van de drie monovalente vaccins.
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