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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ir novatorisku paraugu un testu tehnologiju vadoSais piegadatajs, kas
dod iespéju izolét un noteikt jebkura biologiska parauga sastavdalas. Mdsu
modernie augstas kvalitates produkti un pakalpojumi nodro$ina veiksmigu
procesu no parauga lidz rezultatam.

QIAGEN nosaka standartus:

DNS, RNS un proteinu attirisana;
nukleinskabju un proteinu testos;

mMikroRNS izpété un RNSi;

paraugu un testu tehnologiju automatizacija.

Musu mérkis ir dot jums iespéju sasniegt izcilus panakumus un atklajumus.
Lai gbtu plasaku informaciju, apmeklégjiet www.giagen.com.
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Paredzéeta izmantosSana

artus VZV RG PCR komplekts ir in vitro nukleinskabju amplifikacijas tests
VZV DNS kvantitativai noteiksanai cilvéka cerebrospinalaja $kidruma (CSS).
Saja diagnostikas testa komplekta tiek izmantota polimerazes kédes reakcija
(polymerase chain reaction - PCR) un tas ir izveidots lietoSanai ar Rotor-
Gene Q instrumentiem.

Piezime: artus VZV RG PCR komplektu nedrikst lietot ar Rotor-Gene Q 2plex
instrumentiem.

Kopsavilkums un paskaidrojumi

artus VZV RG PCR komplekts ir lietoSanai gatava sistéma VZV DNS
noteik8anai, izmantojot polimerazes kédes reakciju (PCR) ar Rotor-Gene Q
instrumentiem. VZV RG Master satur reagentus un enzimus VZV genoma
82 bp regiona specifiskai amplifikacijai un specifiskd amplikona tiesai
noteikSanai Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q vai Rotor-Gene 6000
fluorescences kanala Cycling Green (avots 470 nm, detektors 510 nm).

Turklat artus VZV RG PCR komplekts satur arT otru heterologu amplifikacijas
sistemu iesp&jamai PCR inhibicijas konstatéSanai. To konstaté ar iek$€jo
kontroli (IC) Rotor-Gene Q vai Rotor-Gene 6000 fluorescences kanala

Cycling Orange (avots 585 nm, detektors 610 nm). Analitiskas VZV PCR
noteikSanas robeza (skatit “Analitiska jutiba”, 21. lappuse) nav samazinata. Ir
nodroSinatas aréjas pozitivas kontroles (VZV RG QS 1-4), kas lauj noteikt
virusa DNS daudzumu. Sikaku informaciju skatit “Kvantitativa noteikSana”,
17. lappuse.

Informacija par patogéenu

Varicella zoster viruss (VZV) ir DNS viruss, kas no cilvéka cilvEékam tiek
parnests pilienu infekcijas veida vai tie§a kontakta. InficéSanas ar VZV izraisa
nelielu temperatiras paaugstinaSanos un méreni ietekmé visparejo veselibas
stavokli. Slimtbai ir raksturigi polimorfi izsitumi ar nokasijumiem, pasliSiem un
krevelém, ka arT stipra nieze (véjbakas). Smagas VZV infekcijas bieZi ir
noveérojamas pacientiem ar iminsupresiju un tas var izraisit bistamas
komplikacijas, pieméram, pneimoniju un encefalitu. Péc akatas infekcijas
patogéns persisté kranialo nervu spinalajos ganglijos. Ja imunitate ir
pavajinata, var rasties uzliesmojumi (piem., jostas roze).

Proceduras princips

Patogéna konstatéSana ar polimerazes kédes reakciju (PCR) pamatojas uz
patogéna genoma specifisku regionu amplifikaciju. PCR reallaika amplificétais
produkts tiek noteikts ar fluorescéjosu krasvielu palidzibu. Tas parasti ir
saistitas ar oligonukleotidu zondém, kas specifiski saistas ar amplificéto
produktu. Novérojot fluorescences intensitati PCR norises laika (t. i., reallaika),
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var konstatét un kvantitativi noteikt uzkrajusos produktu un atkartoti nav
jaatver reakcijas stobrini péc PCR norises.*

Piegadatie materiali

Komplekta saturs

artus VZV RG PCR komplekts (24) (96)

Kataloga Nr. 4502263 4502265

Reakciju skaits 24 96

: 2x12 8x12

Zils VZV RG Master reakcijas reakcijas

Dzeltens VZV RG Mg-Sol® Mg-Sol 600 pl 600 pl
VZV RG QS 1* (1 x 10*

Sarkans kopijas/ul) Qs 200 pl 200 pl
VZV RG QS 2¥ (1 x 108

Sarkans kopijas/ul) Qs 200 pl 200 pl
VZV RG QS 3* (1 x 102

Sarkans kopijas/ul) Qs 200 pl 200 pl
VZV RG QS 4% (1 x 10!

Sarkans kopijas/ul) Qs 200 pl 200 pl

Zals VZV RG ICS Tos 1000 ul - 2 x 1000 i

Balts Udens (PCR pakape) 1000 pl 1000 pl
Rokasgramata 1 1

T Magnija $kidums
* Kvantitativas noteik8anas standarts
T lek$éja kontrole

* Mackay, |.M. (2004) Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190.
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NepiecieSamie materiali, kas nav piegadati

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas
apgeérbu, vienreizéjas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu plasaku
informaciju, skatiet attiecigas droSibas datu lapas (safety data sheets - SDSs),
kas ir pieejamas pie produkta piegadataja.

Reagenti
B DNS izoléSanas komplekts (skatit “DNS izolésana”, 8. lappuse)

Paligmateriali
W Sterili pipetes uzgali ar filtriem

M Sloksnes stobrini un aizbazni, 0,1 ml, lietoSanai ar 72 iedobju rotoru
(kat. Nr. 981103 vai 981106)

B Alternativi: PCR stobrini, 0,2 ml, lietoSanai ar 36 iedobju rotoru
(kat. Nr. 981005 vai 981008)

Aprikojums
M Pipetes (pielagojamas)*

B Vortex mixer*

B Benchtop centrifuge* ar rotoru 2 ml reakcijas stobriniem

M Rotor-Gene Q MDx, Rotor-Gene Q vai Rotor-Gene Instrument* ar
fluorescences kanaliem Cycling Green un Cycling Orange

B Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q programmatdra, versija 1.7.94 vai

jaunaka (Rotor-Gene 6000 programmatira, versija 1.7.65, 1.7.87, 1.7.94)

M Cooling block (Loading Block 72 x 0,1 ml stobrini, kat. Nr. 9018901, vai
Loading Block 96 x 0,2 ml stobrini, kat. Nr. 9018905)

Bridinajumi un piesardziba
LietoSanai in vitro diagnostikai

Stradajot ar kimiskam vielam, vienmér valkajiet piemeérotu laboratorijas
apgérbu, vienreizéjas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu plasaku
informaciju, skatiet attiecigas droSibas datu lapas (safety data sheets - SDSs).
Tas ir pieejamas erta un kompakta PDF formata interneta adresé
www.giagen.com/safety, kur varat atrast, apskatit un izdrukat SDS katram
QIAGEN® komplektam un komplekta komponentam.

Paraugus un testa atkritumus izmetiet atbilstosSi vietéjam droSibas prasibam.

* NodroSiniet, lai instrumenti batu parbaudtti un kalibréti atbilstoSi razotaja ieteikumiem.
Tartus VZV RG PCR komplektu nedrikst lietot ar Rotor-Gene Q 2plex instrumentiem.
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Vispareji bridinajumi
Lietotajam vienmér japievérs uzmaniba turpmak minétajam.
B Izmantojiet sterilus pipetes uzgalus ar filtriem.

B Pozitivos materialus (paraugus, pozitivas kontroles un amplikonus)
uzglabajiet un iznemiet atseviski no visiem citiem reagentiem un
pievienojiet tos reakcijas maisijumam telpiski atdalita iekarta.

B Pirms testa uzsakSanas ripigi atkauséjiet visus komponentus istabas
temperatara (15-25°C).

B Péc atkauséSanas samaisiet komponentus (ar atkartotu pipetéSanu uz
augsu un uz leju vai ar impulsa virpulmaisitaju) un Tsu bridi centrifugéjiet.

B Darbojieties atri un turiet komponentus uz ledus vai dzeséSanas bloka
(72/96 iedobju ievietoSanas bloka).

Reagentu uzglabasana un riko$sanas ar tiem

artus VZV RG PCR komplekta komponenti jauzglaba —15 lidz

—30°C temperatara un tie ir stabili [[dz deriguma termina beigam, kas ir
noradits uz etiketes. Jaizvairas no atkartotas (> 2 x) atkauséSanas un
sasaldésanas, jo tas var mazinat testa jutibu. Ja reagenti tiek lietoti tikai ar
partraukumiem, tie jasasaldé alikvotas dalas. Uzglabat 2—-8°C temperatira
drikst ne ilgak par piecam stundam.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Procedura

DNS izolesana

EZ1 DSP Virus komplekts (QIAGEN, kat. Nr. 62724)* ir validéts virusu
nukleinskabes attiridanai no cilvéka CSS, lietojot artus VZV RG PCR
komplektu. Veiciet virusu nukleinskabes attiriSsanu atbilstoSi noradijumiem, kas
ir sniegti EZ1 DSP Virus Kit Handbook, ar sakuma parauga lielumu 200 pl.

Piezime: artus VZV RG PCR komplektu nedrikst lietot, izmantojot izoléSanas
metodes uz fenola bazes.

Piezime: nesé€j-RNS izmantoSana ir batiski svariga ekstrakcijas efektivitatei un
tatad art DNS/RNS iegu$anai. Pievienojiet atbilstoSu nes&j-RNS daudzumu
katrai ekstrakcijai, ievérojot instrukcijas, kas ir sniegtas EZ1 DSP Virus

Kit Handbook.

Piezime: artus VZV RG PCR komplekta iek$€jo kontroli var lietot tiesi
izoléSanas procedira (skatit “lekseja kontrole” turpmak).

lekSéja kontrole

Ir piegadata iekséja kontrole (VZV RG IC). Ta lauj lietotdjam gan kontrolét
DNS izolé$anas procediru, gan parbaudit iespéjamo PCR inhibésanu. Sai
aplikacijai pievienojiet ieksejo kontroli izoléSanai attieciba 0,1 pl uz 1 pl
eluéSanas tilpuma. Pieméram, izmantojot EZ1 DSP Virus komplektu, ja virusa
nukleinskabe ir eluéta 60 mikrolitros Elution Buffer (AVE), sakuma japievieno

Vot

6 ul iekSéjas kontroles.

Piezime: iek$€ja kontrole un nesé€j-RNS (skatit “DNS izolésana”, 8. lappuse)
japievieno tikai lizes buferskiduma un parauga materiala maisijumam vai tiesi
lizes buferskidumam.

lekSejo kontroli nedrikst tieSi pievienot parauga materialam. Ja to pievieno
lizes buferskidumam, iegauméjiet, ka japagatavo svaigs iekSéjas kontroles un
lizes buferskiduma un neséj-RNS maisijums un tas jalieto uzreiz (maisijuma
uzglabasana istabas temperatira vai ledusskapr tikai daZzas stundas var
izraisit iekSéjas kontroles darbibas zudumu un mazinat ekstrakcijas
efektivitati).

Piezime: nepievienojiet iekS€jo kontroli un nes&j-RNS parauga materialam
tiesi.

lek&€jo kontroli eventuali var izmantot vienigi iesp&jamas PCR inhibéSanas
parbaudei. Saja aplikacija pievienojiet iek$&jo kontroli tiesi pie VZV RG Master
un VZV RG Mg-Sol maisijuma, ka aprakstits protokola 2.b darbiba

(11. lappuse).
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* EZ1 DSP Virus komplekts ir pieejams ka CE-IVD-markéts EASYartus® VZV RG PCR
komplekts, kombinéts ar artus VZV RG PCR komplektu (informaciju par pasatisanu skatit
28. lappusé).
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Protokols: PCR un datu analize

Svarigi noradijumi pirms uzsaksanas

B Pirms protokola uzsakSanas iepazistieties ar Rotor-Gene Q instrumentu.
Skatit instrumenta lietoSanas instrukciju.

B Parliecinieties, ka vismaz viens kvantitativas noteikSanas standarts, ka arl
viena negativa kontrole (Udens, PCR pakape) ir ieklauti katra PCR norisé.
Lai generétu standarta Itkni, izmantojiet visus ¢etrus piegadatos
kvantitativas noteikSanas standartus (VZV RG QS 1-4) katrai PCR
norisei.

Kas jadara pirms uzsaksanas

B Parliecinieties, ka dzeséSanas bloks (Rotor-Gene Q instrumenta
piederums) ir ieprieks atdzeséts Iidz 2—-8°C.

B Pirms katras lietoSanas reizes visi reagenti pilniba jaatkausé, jasamaisa
(ar atkartotu pipetéSanu uz augSu un uz leju vai ar atru virpulmaisitaju) un
Tsu bridi jacentrifugeé.

Procedira

1. levietojiet nepiecieSamo skaitu PCR stobrinu dzeséSanas bloka
adapteros.

2. Jaizmantojat ieksejo kontroli, lai monitorétu DNS izoléSanas
proceduru un parbauditu iespéjamo PCR inhibésanu, rikojieties
saskana ar 2.a darbibu. Ja izmantojat iekS€&jo kontroli, tikai lai
parbauditu PCR inhibéSanu, rikojieties saskana ar 2.b darbibu.

W o -

2.a lekséja kontrole jau ir pievienota izoléSanai (skatit “lekSéja kontrole”,
8. lappuse). Sada gadijuma pagatavojiet “master mix” saskana ar
4. tabulu.

Reakcijas maisijums parasti satur visus PCR nepiecieSamos
komponentus, iznemot paraugu.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1. tabula. “Master mix” pagatavosana (iekséja kontrole tiek lietota, lai
monitorétu DNS izoléSanu un parbauditu PCR inhibésanu)

Paraugu skaits 1 12
VZV RG Master 25,5 pl 306 pl
VZV RG Mg-Sol 4,5 pl 54 ul
VZV RG IC 0ul oul
Kopéjais tilpums 30 pl 360 pl

2.b lekséja kontrole japievieno tiesi VZV RG Master un VZV RG Mg-Sol
maisijumam. Sada gadijuma pagatavojiet “master mix” saskana ar
2. tabulu.

Reakcijas maisijums parasti satur visus PCR nepiecieSamos
komponentus, iznemot paraugu.

2. tabula. “Master mix” pagatavosana (iekséja kontrole tiek lietota, tikai
lai parbauditu PCR inhibésanu)

Paraugu skaits 1 12
VZV RG Master 25,5 pl 306 pl
VZV RG Mg-Sol 4,5 pl 54 ul
VZV RG IC 2 ul 24 i
Kopéjais tilpums 32 pl* 384 pl*

* leksejas kontroles pievienoSanas radita tilpuma palielindSanas netiek nemta véra,
sagatavojot PCR testu. Detekcijas sistémas jutiba nav samazinata.

3. Ar pipeti iepiliniet 30 pl “Master mix” katra PCR stobrina. Tad
pievienojiet 20 pl eluéta parauga DNS (skatit 3. tabulu). Attiecigi 20 pl
vismaz viena kvantitativas noteikSanas standarta (VZV RG QS 1-4)
jaizmanto ka pozitiva kontrole un 20 pl Gdens (idens, PCR pakape) —
ka negativa kontrole.

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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3. tabula. PCR testa sagatavosSana

Paraugu skaits 1 12

Master mix 30 ul 30 pl katra
Paraugs 20 pl 20 pl katra
Kopéjais tilpums 50 i 50 pl katra

4. Aizveriet PCR stobrinus. Parliecinieties, ka blokéSanas gredzens
(Rotor-Gene instrumenta piederums) ir novietots rotora augspusé, lai
procesa laika stobrini nejausi neatveértos.

5. Lai noteiktu VZV DNS, izveidojiet temperaturas profilu atbilstosi
nakamajam darbibam.

Galveno testa parametru iestatiSana 1., 2., 3. attels
Karstas palaiSanas enzima sakotnéja 4. attels
aktivesana

DNS amplifikacija (noséSanas PCR) 5. attels
Fluorescences kanala jutibas pielagosana 6. attels
Procesa uzsaksana 7. attels

Visas specifikacijas attiecas uz Rotor-Gene Q MDx/Rotor-Gene Q
programmatdras versiju 1.7.94 un Rotor-Gene 6000 programmattras
versijam 1.7.65, 1.7.87 un 1.7.94. Plasaka informacija par Rotor-Gene
instrumentu programmataru ir pieejama instrumenta lietoSanas instrukcija.
Attélos Sie iestatijumi ir ieraméti trekna melna krasa. Ir ieklauti Rotor-Gene
Q instrumentu attéli.

6. Vispirms atveriet “New Run Wizard” dialoglodzinu (1. attéls).
UzklikSkiniet uz “Locking Ring Attached” lodzina un tad uz “Next”.
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New Run Wizard x|

Welcome to the Advanced Run Wizard!

— Rotor Type

36-Well Rotor

Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

[V Locking Ring Attached

1. attéls. “New Run Wizard” dialoglodzins

7. PCR reakcijas tilpumam izvélieties 50 un uzklikSkiniet uz “Next”
(2. attels).

New Run Wizard ) x|

This box displays
help on elements in
the wizard. For help
5 ] on an item, hover
Operator: lQlagen your mouse over the
< item for help. You
Notes : can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,
clicking Next when you are ready to move to the next page.

|a1,82,43, ..

SkipWizard | << Back |

B 2. attéls. Visparéjo testa parametru iestatisana

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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8. Uzklikskiniet uz “Edit Profile” nakamaja “New Run Wizard”
dialoglodzina (3. attéls) un ieprogrammeéjiet temperatiras profilu, ka
paradits 3.-5. attéela).

X

Temperature Profile : This box displays
help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

Channel Setup :

Name I Source | Detector l Gain [ Create New... I

Green 470nm  510nm Edit

Yellow  530nm  555nm ksl

Orange  585nm  610nm Edit Gain...
Remove

Red 625nm  B60nm
Crimson  680nm  710hp

~Nno;moo,m

i

Reset Defaults

I 3

SkipWizard | << Back

3. attéls. Profila redigésana

# Edit Profile
2 & H 2]

-

New Open Save As Help
The run will take approximately 103 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

!

Click on a cycle below to modify it :

1-P e

Insert before...
Remove

Hold Temperature: 95 | geg
2- Hold Time : 10 |mins O lsecs

4. attéls. Karstas palaiSanas enzima sakotnéja aktiveSana

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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¢ =

Open Save As

@
Help

The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

New

Click on a cycle below to modify it :

=150

1 I@ Insert after... |
Insert before... I
Remove l

2 This cycle repea!sl 45 | timefs). I

Click on one of the steps below to modify it, or press + or - to add and remove steps for this cycle.
Timed Step L]
o 0o0 95 deg. for 15 secs
4a - 30 seconds

Acquiring to Cycling &

! 72 deg. for 20 secs ! /

on Green, Orange

I 65 deqg. for 30 secs I
| | | |

4b

v Touchdown(10 cyc 1
deg.)

—

5. attels. DNS amplifikacija. Parliecinieties, ka noséSanas funkcija ir aktiveta desmit

cikliem atdzeséSanas darbiba.

Fluorescences kanalu detekcijas diapazons janosaka atbi

IstosSi

fluorescences intensitatei PCR stobrinos. UzklikSkiniet uz “Gain
Optimisation” dialoglodzina “New Run Wizard” (skatit 3. attélu), lai
atvértu “Auto-Gain Optimisation Setup” dialoglodzinu. lestatiet
kalibréSanas temperatiru lidz 65, lai saskanotu amplifikacijas

programmas atdzesésanas temperaturu (6. attéls).
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2+

Auto-Gain Optimisation Setup

Optimisation :

Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the

S 3 : R 5
% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

chemistry you are performing.

Set temperature to l85 :ll degrees.

Optimise Al | Optimise Acquiring |

™ Perform Optimisation Before 1st &cquisition
™ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

Channel Settings :

| =l

Add... |

Edt.. |

Name I Tube Position I Min Reading I Max Reading I Min Gain I Max Gain

Green 1 5FI 10FI -10 10

Orange 1 5FI 10FI 10 10

< >
Start Manual... l Close | Help |

Remove |
Remove Al |

6. attels. Fluorescences kanala jutibas pielagosana

10. legutas vertibas, kas ir noteiktas, kalibréjot kanalus, automatiski tiek
saglabatas un uzskaititas programmeésanas procediras pédéja
izvélnes loga (7. attéls). UzklikSkiniet uz “Start Run”.

16

Newy Run Wizard

Summary :

Setting l Value I
Green Gain 533

Orange Gain 8

Rotor 72-well Rotor
Sample Layout 15253} s

Reaction Yolume (in microliters) 50

begin the run. Click Save Template to save settings for future runs.

Once you've confirmed that your run settings are correct, click Start Run to Save Template

e -1

SkipWizard | << Back

7. attels. Procesa uzsaksSana
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Rezultatu interpretacija

Kvantitativa noteikSana

Pievienotie kvantitativas noteikSanas standarti (VZV RG QS 1-4) tiek
apstradati ka ieprieks attiriti paraugi un tiek izmantots tads pats tilpums (20 pl).
Lai generétu standarta ITkni uz Rotor-Gene Q instrumentiem, jaizmanto visi
Cetri kvantitativas noteikSanas standarti un jadefiné “Edit Samples”
dialoglodzina ka standarti ar noradito koncentraciju (skatit instrumenta
lietoSanas instrukciju).

Piezime: kvantitativas noteikSanas standarti ir definéti ka kopijas/ul. Lai
konvertétu ar standarta Iikni iegutas vértibas par paauga materiala kopijam/ml,
izmantojiet Sadu vienadojumu:
Rezultats (kopijas/ul) x eluéSanas
Rezultats (kopijas/ml) = tilpums (pl)
Parauga tilpums (ml)

Principa sakotnéja parauga tilpuma vértiba jaievada ieprieks sniegtaja
vienadojuma. Tas janem veéra, ja parauga tilpums ir mainits pirms
nukleinskabes ekstrakcijas (piem., samazinot tilpumu ar centrifugéSanu vai
palielinot tilpumu, pievienojot tam izoléSanai nepiecieSamo).

Rezultati
Pozitivas un negativas PCR reakcijas pieméri ir sniegti 8. un 9. attéla.
05
QsS4
0.4 - QS3
o QS2
803-
e QS1
£
202+
041 -
a | Threshold —=""{4—F’"/ = i LULS
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cycle

8. attéls. Kvantitativas noteikSanas standartu (VZV RG QS 1-4) konstatésSana
fluorescences kanala Cycling Green. NTC: No template control (negativa kontrole).
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9. attels. leksejas kontroles (IC) konstatésSana fluorescences kanala Cycling Orange ar
vienlaicigu kvantitativas noteik§anas standartu (VZV RG QS 1-4) amplifikaciju. NTC:
No template control (negativa kontrole).

Signals ir konstatéts fluorescences kanala Cycling Green.
Analizes rezultats ir pozitivs: paraugs satur VZV DNS.

Sada gadijuma signala konstatésana Cycling Orange kanala nav vajadziga, jo
augstas sakotnéjas VZV DNS koncentracijas (pozitivs signals Cycling Green
kanala) var radit samazinatu iek$€jas kontroles fluorescences signalu vai ta
neesamibu Cycling Orange kanala (konkurence).

Fluorescences kanala Cycling Green nav konstatéts signals. Taja pasa
laika tiek paradits signals no iek§éjas kontroles Cycling Orange kanala.
Parauga nav konstatéjama VZV DNS. To var uzskatit par negativu.

Negativas VZV PCR gadijuma konstatétais iekS€jas kontroles signals izslédz
PCR inhibéSanas iespégju.

Signali netiek konstatéti ne Cycling Green, ne Cycling Orange kanalos.
Var secinat, ka rezultatu nav.

Informacija par kltdu avotiem un to risingjumu ir sniegta sadala “Noradijumi
traucejumu novérsanai”, 18. lappuse.

Noradijumi traucéjumu novérsanai

Sie noradijumi traucéjumu novérsanai var palidzét atrisinat jebkuras
iespéjamas problémas. Plasaku informaciju skatit ari tehniska atbalsta centra
bieZzak uzdoto jautajumu lapa www.qgiagen.com/FAQ/FAQList.aspx. QIAGEN
tehniska atbalsta dienesta darbinieki vienmeér labprat atbildés uz jautajumiem,
kas jums var rasties par rokasgramata sniegto informaciju un protokoliem vai
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paraugiem un testa tehnologijam (kontaktinformaciju skatiet pedéja lapa vai
apmekl€gjiet www.giagen.com).

Komentari un ieteikumi

Nav signala ar pozitivam kontrolém (VZV RG QS 1-4) fluorescences

kanala Cycling Green

a) PCR datu analizei
izv€létais
fluorescences kanals
neatbilst protokolam

b) Nepareiza
temperatdras profila
programmeésana
Rotor-Gene
instrumenta

c) Nepareiza PCR
konfiguracija

B d Viena vai
vairaku komplekta
komponentu
uzglabasanas
nosacijumi neatbilst
sadala “Reagentu
uzglabasana un
rikoSanas ar tiem”
minétajam
(7. lappuse)

e) artus VZV RG PCR

komplektam beidzies
deriguma termins

Datu analizei izvélieties fluorescences kanalu
Cycling Green analitiskai VZV PCR un
fluorescences kanalu Cycling Orange — iek§éjas
kontroles PCR.

Salidziniet temperatiras profilu ar protokolu.
Skatit “Protokols: PCR un datu analize”,
10. lappuse.

Parbaudiet darba solus ar pipetéSanas shémas
palidzibu un, ja nepiecieSams, atkartojiet PCR.
Skatit “Protokols: PCR un datu analize”,

10. lappuse.

Parbaudiet reagentu uzglabasanas nosacijumus
un deriguma terminu (skatit komplekta etiketi)
un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu
komplektu.

Parbaudiet reagentu uzglabasanas nosacijumus
un deriguma terminu (skatit komplekta etiketi)
un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu
komplektu.

Vajs vai neesoss negativa CSS parauga iek$éjas kontroles signals, kas
ir paklauts attiriSanai ar EZ1 DSP Virus komplekta izmantosanu,
fluorescences kanala Cycling Orange un vienlaicigi nav signala kanala

Cycling Green

a) PCR nosacijumi
neatbilst protokolam

b) PCR tika inhibéta

Parbaudiet PCR nosacijumus (skatit ieprieks)
un, ja nepiecieSams, atkartojiet PCR ar jauniem
lestatijumiem.

Parliecinieties, ka izmantojat ieteikto izoléSanas
metodi un precizi ievérojat razotaja instrukciju.
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Komentari un ieteikumi

c) DNS ir pazudusi Ja ekstrakcijai tika pievienota iekS§éja kontrole,
ekstrakcijas laika iek8éjas kontroles signala neesamiba var
liecinat par DNS zudumu ekstrakcijas laika.
Parliecinieties, ka izmantojat ieteikto izoléSanas
metodi (skatit “DNS izolésana”, 8. lappuse) un
precizi ieveérojat razotaja instrukciju.

= d) Viena vai Parbaudiet reagentu uzglabasanas nosacijumus
vairaku komplekta un deriguma terminu (skatit komplekta etiketi)
komponentu un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu
uzglabasanas komplektu.

nosacijumi neatbilst
sadala “Reagentu
uzglabasana un
rikoSanas ar tiem”

minétajam
(7. lappuse)
e) artus VZV RG PCR Parbaudiet reagentu uzglabasanas nosacijumus
komplektam beidzies un deriguma terminu (skatit komplekta etiketi)
deriguma termins un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu

komplektu.

Signali ar negativam kontrolém analitiskas PCR fluorescences kanala
Cycling Green vai Cycling A.FAM

a) PCR sagatavo$anas Atkartojiet PCR replikatos ar jauniem
laika ir radies reagentiem.

piesarnojums Ja iesp&jams, aiztaisiet PCR stobrinus uzreiz

péc parbaudamo paraugu pievieno$anas.
Parliecinieties, ka ar pipeti beigas ir pievienotas
pozitivas kontroles.

Parliecinieties, ka darba telpa un instrumenti tiek
regulari dezinficéti.

b) Piesarnojums ir radies  Atkartojiet parbaudama parauga ekstrakciju un
ekstrakcijas laika PCR, izmantojot jaunus reagentus.

Parliecinieties, ka darba telpa un instrumenti tiek
regulari dezinficéti.

Kvalitates kontrole

AtbilstoSi QIAGEN'’s ISO sertificétai kvalitates vadibas sistemai katrs artus
VZV RG PCR komplekts tiek parbaudits saskana ar iepriekS noteiktajam
specifikacijam, lai nodro8inatu pastavigu produkta kvalitati.
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lerobezojumi

Ar produktiem drikst stradat tikai personals, kas ir pasi instruéts un macits
veikt in vitro diagnostikas procediras.

Lai iegUtu optimalus PCR rezultatus, jaievero stingra atbilstiba lietoSanas
instrukcijai.
Japievérs uzmaniba deriguma terminiem, kas ir noraditi uz kastes un visu

komponentu etiketém. Nelietojiet komponentus, kuriem ir beidzies deriguma
termins.

Kaut gan $adi gadijumi ir reti, mutacijas labi saglabatos virusa genoma
regionos, ko nosedz komplektu praimeri un/vai zonde, var izraistt
nepietiekamu kvantitativo noteikSanu vai nespé&ju konstatét virusa klatbatni.
Regulari japarbauda testa ierices derigums un gataviba darbam.

Darbibas raksturlielumi

Analitiska jutiba

Lai noteiktu artus VZV RG PCR komplekta analttisko jutibu, VZV genoma DNS
atSkaidijumu sérijas tika uzstaditas no 10 [1dz 0,001 kopijai/pl un analizétas ar
Rotor-Gene 6000 kombinacija ar artus VZV RG PCR komplektu. Tika veikta
parbaude trijas dazadas dienas ar astoniem replikatiem. Rezultati tika noteikti
ar probita analizi. Rotor-Gene 6000 probita analizes grafiskais atainojums ir
paradits 10. attéla. artus VZV RG PCR komplekta analitiskas detekcijas
robeza kombinacija ar Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 ir 0,136 kopijas/ul

(p = 0,05). Tas nozimée, ka pastav 95% iesp€jamiba, ka tiks konstatétas 0,136
kopijas/pl.

95%

-0.86586 ~ 0.136 copies/ul (95%)
{0.079 - 0.32 copies/ul)

Proportions

-4 -3 -2 -1 0 1 2

log (dose)

____________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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10. attels. Probita analize: VZV (Rotor-Gene 6000). artus VZV RG PCR komplekta
analitiska jutiba ar Rotor-Gene 6000

Specifiskums

artus VZV RG PCR komplekta specifiskumu pirmkart un galvenokart
nodroSina praimeru un zonzu, ka arf stingru reakcijas apstaklu izvéle. Praimeri
un zondes tika parbauditi attieciba uz iespéjamo homologiju pret visam
publicétajam sekvencém génu bankas, izmantojot sekvences salidzinaSanas
analizi. Tadejadi ir nodrosinata visu attiecigo genotipu identificéjamiba.

Turklat specifiskums tika validéts ar seSiem dazadiem VZV negativiem seruma

paraugiem. Tie negeneréja nekadus signalus ar VZV specifiskiem praimeriem
un zondém, kas ir ieklauti VZV RG Master.

lespéjama artus VZV RG PCR komplekta krusteniska reaktivitate tika
parbaudita, izmantojot kontroles grupu, kas ir noradita 4. tabula. Neviens no
parbauditajiem patogéniem nebija reaktivs.
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4. tabula. Komplekta specifiskuma parbaude ar potenciali krusteniski
reaktiviem patogéniem

lekseja
kontrole
VZV (Cycling
Kontroles grupa (Cycling Green) Orange)
Cilvéka herpes viruss 1 3 N
(herpes simplex viruss 1)
Cilvéka herpes viruss 2 5 .
(herpes simplex viruss 2)
Cilvéka herpes viruss 4
(Epsteina-Barra (Epstein-Barr) - +
VIruss)
Cilveka herpes viruss 5 5 .
(citomegaloviruss)
Cilveka herpes viruss 6A - +
Cilvéka herpes viruss 6B - +
Cilveka herpes viruss 7 - +
Cilveka herpes viruss 8 (ar
KapoSi sarkomu saistits herpes — +
VIruss)
A hepatita viruss - +
B hepatita viruss - +
C hepatita viruss - +
Cilvéka imandefictta viruss (HIV) - +
Cilvéka T stnu leikémijas viruss _ +
1
Cilvéka T 80nu leikémijas viruss _ +
2
Enteroviruss — +
Parvoviruss B19 - +
Rietumnilas viruss - +
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Precizitate

artus VZV RG PCR komplekta precizitates dati tika savakti ar Rotor-Gene
instrumentu palidzibu un tie |auj noteikt kopé&jo testa novirzi. Kop&jo novirzi
veido intratesta mainigums (daudzu paraugu rezultatu mainigums tadai pasai
koncentracijai viena eksperimenta ietvaros), intertesta mainigums (daudzu
testu rezultatu maintigums, kas ir ieguti ar tada paS$a tipa dazadiem
instrumentiem un ko ir veikusi dazadi operatori viena laboratorija) un intersériju
mainigums (daudzu testu rezultatu mainigums, izmantojot dazadas sérijas).
legttie dati tika izmantoti, lai noteiktu standarta deviaciju, novirzi un variacijas
koeficientu specifiskajam patogénam un PCR iek$&jo kontroli.

artus VZV RG PCR komplekta precizitates dati tika savakti, izmantojot
zemakas koncentracijas kvantitativas noteikSanas standartu (QS 4; 10
kopijas/pl). Tika veikta parbaude ar astoniem replikatiem. Precizitates dati tika
apréekinati, pamatojoties uz amplifikacijas Itknu CT vértibam (CT: sliekSna
cikls, skatit 5. tabulu, 25. lappuse). Turklat kvantitativo rezultatu precizitates
dati ka kopijas/pl tika noteikti, izmantojot atbilstoSas CT vértibas (skatit 6.
tabulu, 25. lappuse). Pamatojoties uz Siem rezultatiem, katra dota parauga
visparéeja statistiska izkliede ar minétajam koncentracijam ir 0,45% (CT) vai
8,32% (koncentracija) un 2,81% (CT) iek3&jas kontroles konstatésanai. Sts
vértibas pamatojas uz visu atsevisko noteikto mainiguma vértibu kopumu.

Noturigums

Noturiguma parbaude lauj noteikt artus VZV RG PCR komplekta kopégjo
atteices koeficientu. 30 VZV negativi CSS paraugi tika apstradati ar

0,4 kopiju/ul VZV DNS eluéSanas tilpuma (analitiskas jutibas robezas
aptuvena sliek$na koncentracija). Péc ekstrakcijas, izmantojot EZ1® DSP Virus
komplektu (skatit “DNS izolésana”, 8. lappuse), Sie paraugi tika analizéti ar
artus VZV RG PCR komplektu. Visiem 30 paraugiem atteices koeficients bija
0%. Bez tam iekS$€jas kontroles noturigums tika noveértéts, izmantojot 30 VZV
negativu CSS paraugu attiridanu un analizi. Kopéjais atteices koeficients bija
0%. InhibéSana netika novérota. Tatad artus VZV RG PCR komplekta

noturigums ir > 99%.

Reproducéjamiba

Reproducéjamibas dati lauj regulari veikt artus VZV RG PCR komplekta
darbspéjas novertéjumu, ka ari salidzinat ta efektivitati ar citiem produktiem.
Sie dati ir ieguti, piedaloties apstiprinatas kvalitates parbaudes programmas.
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5. tabula. Precizitates dati, pamatojoties uz Ct vertibam

Standarta Variacijas
deviacija Novirze koeficients (%)
Intratesta mainigums:
VZV QS 4 0,08 0,01 0,26
_Intrva:[.e_sta mainigums: 0.04 0,002 0.17
iekséja kontrole
Intertesta mainigums:
VZV QS 4 0,15 0,02 0,5
_Inteir:[.e_sta mainigums: 0.39 0.15 1.63
iek$€ja kontrole
Intersériju mainigums:
VZV QS 4 0,1 0,01 0,34
_Intevr_s.é_ruu mainigums: 0.66 0.43 265
iekSéja kontrole
Kopéja novirze:
VZV QS 4 0,13 0,02 0,45
R 0,68 0,47 2,81
iekSeja kontrole

6. tabula. Precizitates dati, pamatojoties uz kvantitativajiem rezultatiem

(kopijas/pl)
Standarta Variacijas
deviacija Novirze koeficients(%)
Intratesta mainigums:
VZV QS 4 0,5 0,25 5,46
Intertesta mainigums:
VZV QS 4 0,85 0,72 8,72
Intersériju mainigums:
VZVOS 4 0,75 0,56 7,67
Kopéja novirze:
VZV QS 4 0,81 0,66 8,32
Atsauces

QIAGEN uztur lielu atjauninatu interneta datubazi ar zinatniskam publikacijam,
izmantojot QIAGEN produktus. VisaptveroSas mekléSanas iespéjas lauj atrast
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nepiecieSamos rakstus, ievadot vienkarSu mekléSanas atslégvardu vai
mekléjot specifisku aplikaciju, pétjjuma jomu, nosaukumu u. c.

Pilns atsaucu saraksts ir pieejams QIAGEN Reference Database vietné
www.giagen.com/RefDB/search.asp vai sazinoties ar QIAGEN Tehnisko

dienestu pie vietéja izplatitaja.

Simboli

W
2

IVD

REF

LOT

g
O
2
s

CONT

GTIN

= k=13 [

N
(o))

Satur <N> testiem nepiecieSamos reagentus

Izlietot ITdz

In vitro diagnostikas mediciniska ierice

Kataloga numurs

Sérijas numurs

Materiala numurs

Komponenti

Saturs

Numurs

Globalais tirdzniecibas vientbas numurs

Temperatiras ierobeZojums

Razotajs

Izlasiet lietoSanas instrukciju
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Kontaktinformacija

Lai iegutu tehnisko atbalstu un plasaku informaciju, skatit masu tehniska
atbalsta centra vietni www.giagen.com/Support vai zvanit QIAGEN Tehniska
dienesta nodalai vai vietéjam izplatitajam (skatit pédé&jo lapu vai apmeklét
www.giagen.com).
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Informacija par pasutiSanu

Produkts Saturs Kat. Nr.
artus VZV RG PCR Kit 4 reakcijam: Master, 4 kvantitativas 4502263
(24) noteik§anas standarti, iek§€ja kontrole,

udens (PCR pakape)

artus VZV RG PCR Kit 96 reakcijam: Master, 4 kvantitativas 4502265
(96) noteikSanas standarti, iek§€ja kontrole,
udens (PCR pakape)

EASYartus VZV RG PCR komplekti — pilnai CE-IVD
atbilstosai integréetai automatizétai paraugu attiriSanai un
patogéna konstatésanai

EASYartus VZV RG 48 virusa nukleinskabes preparatiem EA10223
PCR Kit 1 un 24 testiem: 1 x EZ1 DSP Virus

komplekts, 1 x artus VZV RG PCR

komplekts (24)

EASYartus VZV RG 48 virusa nukleinskabes preparatiem EA10224
PCR Kit 2 un 48 testiem: 1 x EZ1 DSP Virus

komplekts, 2 x artus VZV RG PCR

komplekts (24)

EZ1 DSP Virus komplekts — automatizetai vienlaicigai virusa
DNS un RNS attiriSanai no 1-14 seruma, plazmas vai CSS
paraugiem

EZ1 DSP Virus Kit (48) 48 virusa nukleinskabes preparatiem: 62724
attirita reagenta kasetnes, vienreizéjas
lietoSanas uzgalu turétaji, vienreiz&jas
lietoSanas filtru uzgali, paraugu
stobrini, eluéSanas stobrini,
buferskidumi, nes&j-RNS

Rotor-Gene Q MDx un piederumi

Rotor-Gene Q MDx Reallaika PCR kamera ar pieciem 9002022
5plex Platform kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,
sarkans, avenkrasas), klépjdators,
programmatura, piederumi: ieklauta
viena gada garantija dalam un darbam,
uzstadiSana un macibas nav ieklautas
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Produkts

Saturs

Kat. Nr.

Rotor-Gene Q MDx
5plex System

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM Platform

Rotor-Gene Q MDx
5plex HRM System

Rotor-Gene Q MDx
6plex Platform

Rotor-Gene Q MDx
6plex System

Loading Block
72 x 0.1 ml Tubes

Reallaika PCR kamera ar pieciem
kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,
sarkans, avenkrasas), klépjdators,
programmatara, piederumi: ieklauta
viena gada garantija dalam un darbam,
uzstadiSana un macibas

Reallaika PCR kamera un High
Resolution Melt analizators ar pieciem
kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,
sarkans, avenkrasas) un HRM kanalu,
klepjdators, programmatra,
piederumi: ieklauta viena gada
garantija dalam un darbam,
uzstadiSana un macibas nav ieklautas

Reallaika PCR kamera un High
Resolution Melt analizators ar pieciem
kanaliem (zal$, dzeltens, oranzs,
sarkans, avenkrasas) un HRM kanalu,
klépjdators, programmattira,
piederumi: ieklauta viena gada
garantija dalam un darbam,
uzstadiSana un macibas

Reallaika PCR instruments ar seSiem
kanaliem (zils, zalS, dzeltens, oranzs,
sarkans, avenkrasas), ieklauts
klépjdators, programmattira,
piederumi: ieklauta viena gada
garantija dalam un darbam,
uzstadiSana un macibas nav ieklautas

Reallaika PCR instruments ar seSiem
kanaliem (zils, zalS, dzeltens, oranzs,
sarkans, avenkrasas), ieklauts
klépjdators, programmattira,
piederumi: ieklauta viena gada
garantija dalam un darbam,
uzstadiSana un macibas

Aluminija bloks manualai reakcijas
iestatiSanai ar viena kanala pipeti 72 x
0,1 ml stobrinos
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Produkts Saturs Kat. Nr.

Loading Block Aluminija bloks manualai reakcijas 9018905
96 x 0.2 ml Tubes iestatiSanai standarta 8 x 12 bloka,

izmantojot 96 x 0,2 ml stobrinus
Strip Tubes and Caps, 250 sloksnes ar Cetriem stobriniem un 981103
0.1 ml (250) uzgaliem 1000 reakcijam
Strip Tubes and Caps, 10 x 250 sloksnes ar Cetriem 981106
0.1 ml (2500) stobriniem un uzgaliem 10 000

reakcijam
PCR Tubes, 0.2 ml 1000 plansienu stobrini 1000 reakcijam 981005
(1000)
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1000 plansienu stobrini 981008
(10000) 10 000 reakcijam

Atjauninatu informaciju par licencéSanu un produktu specifiskam atrunam
skatit attieciga QIAGEN komplekta lietoSanas rokasgramata vai lietoSanas
instrukcija. QIAGEN komplekta lietoSanas rokasgramatas un lietoSanas
instrukcijas ir pieejamas vietné www.giagen.com vai tas var pieprasit QIAGEN
Tehniskajam dienestam vai vietéjam izplatitajam.
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ST produkta iegade lauj pircgjam to izmantot, lai ar diagnostiku in vitro veiktu diagnostikas pakalpojumus cilvékiem. Ar $o netiek pieskirts vispargjs
patents vai jebkada cita licence, iznemot $is Tpasas lietoSanas tiesibas péc iegades.

Pre¢zimes: QIAGEN®, artus®, EASYartus®, EZ1®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).
lerobezots licences ligums
S1 produkta lieto$ana jebkuram artus VZV RG PCR komplekta pircgjam vai lietotajam nozimé ligumu ar turpmak minétajiem noteikumiem.

1. artus VZV RG PCR komplektu var lietot tikai saskana ar artus VZV RG PCR Kit Handbook un tikai ar komponentiem, kas ir ieklauti
komplekta. QIAGEN saskana ar jebkuru ta intelektualo TpaSumu nepieskir licenci lietot vai inkorporét komplektam pievienotos komponentus
jebkuriem citiem komponentiem, kas nav ieklauti Saja komplekta, iznemot tos, kas ir aprakstiti artus VZV RG PCR Kit Handbook un papildu
protokolos, kuri ir pieejami vietné www.giagen.com.

2. lznemot Tpasi noraditas licences, QIAGEN negaranté, ka $is komplekts un/vai ta lietotajs(-i) neparkapj tresas puses tiesibas.
3. Sis komplekts un ta komponenti ir licencéti vienreizgjai liesto$anai un tos nedrikst izmantot atkartoti, atjaunot vai pardot talak.
4. QIAGEN 1pasi neatzist citas atlaujas, kas ir izteiktas vai netieSi noraditas citadi neka neparprotami noraditas.
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