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QIAGEN ir tadu inovativu paraugu un analizu tehnologiju vado$ais
piegadatajs, kuras nodrosina jebkadu biologisko paraugu satura izoléSanu
un noteikSanu. Masu masdienigie augstas kvalitates produkti un pakalpojumi
garanté sekmigu parauga apstradi un rezultata ieguvi.

QIAGEN nosaka talak noradito procesu standartus.
] DNS, RNS un olbaltumvielu izdali§ana

] Nukleinskabju un olbaltumvielu analizes

| microRNS izpéte un RNSi

| Paraugu un analizu tehnologiju automatizacija

Madsu mérkis ir nodroSinat iespéju iegat izcilus rezultatus un sasniegumus.
Lai iegltu sikaku informaciju, apmeklgjiet vietni www.giagen.com.
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artus CMV LC PCR Kit

IzmantoSanai ar LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler 2.0 instrumentu
kvantitativai CMV DNS noteikSanai EDTA plazma.

1. Saturs
Apziméjumi Art. Nr. 4503063 Art. Nr. 4503065
un saturs 24 reakcijas 96 reakcijas
kZ'_Ia_ CMV LC Master 2 x 12 reakcijas 8 x 12 reakcijas
rasa
LEIENL CMV Mg-SoF° 1x 600 pl 1x 600 pl
krasa 9 H H
Sarkana CMV QS 1°
krasa 1 x 10* kopijas/pl 1x200 Wl 1x200 W
Sarkana CMV QS 2°
krasa 1 x 10° kopijas/il 1x200 1x200
Sarkana CMV QS 3°
krasa 1 x 107 kopijas/il 1 x200 i 1x200
Sarkana CMV QS 4°
krasa 1 x 10* kopijas/ul 1200 i 1x200
CMV LC IC* 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
Balta | 50ns (PCR Kategorija) 1X1000 1x1000
krasa gorl H H
. QS (Quantitation _  kvantitativas noteikSanas standarta
Standard) ~ materials
IC (Internal Control) = jek$éjas kontroles materials
Mg-Sol (Magnesium

Solution) magnija Skidums

2. Uzglabasana

artus CMV LC PCR Kit komponenti ir jauzglabd no —-15°C Iidz -30°C
temperatdra, un tie ir stabili ldz uz etiketes noraditajam deriguma terminam.
Nav ieteicama atkartota atkauséSana un sasaldéSana (>2x), jo tas var
samazinat jutigumu. Ja reagentus ir paredzéts izmantot tikai neregulari, tie
jasasaldé alikvotas dalas. Nedrikst uzglabat +4°C temperatira ilgak neka

piecas stundas.
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3. Papildus nepiecieSamie materiali un ierices

* Vienreizlietojamie cimdi bez ptudera

* DNS izoléSanas komplekts (skatit Seit: 8.2 DNS izoléSana)

* Pipetes (pielagojamas)

»  Sterili pipeSu uzgali ar filtriem

¢ Maisitajs

* Galda centrifliga ar rotoru 2 ml reakcijas stobrinu ievieto$anai

* Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat. Nr. 2 158 850) faila
Crosstalk Color Compensation instaléSanai darbam ar LightCycler
1.1/1.2/1.5 vai LightCycler 2.0 instrumentu

* LightCycler Multicolor Demo Set (kat. Nr. 03 624 854 001) faila
Crosstalk Color Compensation instaléSanai darbam ar LightCycler 2.0
instrumentu

¢ LightCycler Capillaries (20 pl)

¢ LightCycler Cooling Block

e LightCycler 1.1/1.2/1.5 (programmatdras versija 3.5) vai LightCycler
2.0 (programmatdras versija 4.0) instruments

¢ LightCycler Capping Tool

4. Vispareéjie piesardzibas pasakumi

Lietotajam vienmér japiever§ uzmanibu talak noraditajiem nosacijumiem.

* Izmantojiet sterilus pipeSu uzgalus ar filtriem.

e Uzglabajiet un izdaliet pozitivu materidlu (paraugu materialus,
kontroles materidlus un amplikonus) atseviSki no visiem citiem
reagentiem un pievienojiet to reakcijas maistjumam telpiski atdalita
vieta.

* Pirms testa sakSanas rlpigi atkauséjiet visus komponentus istabas
temperatara.

* Kad komponenti ir atkauséti, sajauciet un Tsu bridi centrifuggjiet tos.

* Stradajiet atri uz ledus vai izmantojiet LightCycler Cooling Block.

6 artus CMV LC PCR Kit rokasgramata 12/ 2014



5. Informacija par patogéniem

Cilvéka citomegaloviruss (CMV) tiek konstatéts inficétu personu asinis, audos
un gandriz visos sekrécijas Skidrumos. Parnese var notikt orala, dzimumsakaru,
asins parlieSanas, organu transplantacijas, intrauterind vai perinatala cela.
InficeSanas ar CMV biezi izraisa asimptomatisku infekciju, péc kuras organisma
rodas virusa noturiba visas dzives laika. Ja paradas simptomi, pusaudziem vai
pieauguSajiem tie [idzinds mononukleozes simptomiem ar drudzi, vieglas
formas hepatitu un visparéji sliktu passajatu. Smagi CMV infekcijas gadijumi ir
novéroti Tpadi tdm personam, kas ir inficgjusas intrauterina cela, vai personam

ar imandeficttu.

6. Reala laika polimerazes kédes reakcijas princips

Patogéna diagnoze ar polimerazes kédes reakciju (polymerase chain reaction,
PCR) tiek noteikta péc patogéna genoma specifiska apgabala amplifikacijas.
Reala laika polimerazes kédes reakcija (PCR) amplificétais produkts tiek
noteikts, izmantojot fluorescéjoSas krasvielas. Tas parasti tiek saistitas ar
oligonukleotidu zondém, kuras specifiski saistds ar amplificéto produktu.
Fluorescences intensitdtes uzraudziSana reala laika polimerazes kédes
reakcijas laika lauj identificét un kvantitativi noteikt uzkrato produktu bez

atkartotas reakcijas stobrinu atvérSanas péc PCR izpildes (Mackay, 2004).

7. Produkta apraksts

artus CMV LC PCR Kit ir lietoSanai sagatavota sisttma CMV DNS noteikSanai,
izmantojot polimerazes kédes reakciju (polymerase chain reaction, PCR)
LightCycler instrumentd. CMV LC Master ietver reagentus un enzimus
CMV genoma 105 bp apgabala specifiskai amplifikacijai un specifiska
amplikona tieSai noteik§8anai ar LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler 2.0
instrumentu.  Turklat artus CMV LC PCR Kit ietver otru heterologu

amplifikacijas sistému iespéjamas PCR inhibicijas noteik§anai.
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PCR produkts Fluorescences kanalu atlase

LightCycler 1.1/1.2/1.5

LightCycler 2.0 instruments

instruments
CMV F1 530
CMV LC IC F3/Back (Atpakal)-F1 705/Back (Atpakal) 530

81 iek$éjas kontroles materiala (Internal Control, IC) amplifikacija nesamazina
analitisko CMV PCR noteikSanas robezu (skatit Seit: 11.1 Analitiskais
jutigums). Komplektacija ir ieklauti aréji pozitivas kontroles materiali
(CMV QS 1-4), kuri lauj noteikt patogénu slodzi. Stkaku informaciju skatiet Seit:
8.4 Kvantitativa noteikSana.

Uzmanibu! Temperatiras profils citomegalovirusa noteik3anai, izmantojot
artus CMV LC PCR Kit, atbilst artus EBV LC PCR Kit, artus HSV-
1/2 LC PCRKit, un artus VZV LC PCR Kit profilam. Tapec PCR testu Sajas
artus sistemas var veikt un analizét viena atseviSka izpildé. Nemiet véra

ieteikumus par PCR analizi nodala 8.4 Kvantitativa noteikSana un 9. Datu analize.

8. Protokols

8.1 lepriek$éja analize: parauga materialu savaksana,
uzglabasana un transportésana

Bridindjums. Visi paraugi ir jauzskata par potenciali infekcioziem

materialiem.

Uzmanibu! PaSreizéjie pétijumi atsaucas uz EDTA vai citrata plazmu ka uz
piemérotakajiem materidliem CMV noteikSanai. Tapéc més iesakam izmantot
Sos materialus ar artus CMV LC PCR Kit.

artus CMV LC PCR Kit validacija ir veikta, izmantojot cilveka EDTA plazmas
paraugus. Citi parauga materidli nav parbauditi. Paraugu sagatavo$anai
izmantojiet tikai ieteiktos nukleinskabju izoléSanas komplektus (skatit Seit:
8.2 DNS izolésana).

Izmantojot noteiktus parauga materialus, ir precizi jaievéro konkréti noradijumi

par paraugu savaksanu, transporté$anu un uzglabasanu.
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8.1.1 Parauga materialu savaksSana

Ikreiz panemot asins paraugu, tiek radits asinsvada (artérijas, vénas, kapilaru)
bojajums. Lietot drikst tikai nekaitigu un sterilu materidlu. Asins parauga
panemsanai ir pieejami atbilstosi vienreizlietojami piederumi. Vénas punkcijai
nedrikst izmantot parak smalkas kapilaru adatas. Asins parauga panems$anai
no vénas jaizmanto elkonrt saliektas rokas, augSdelma vai plaukstas augSpuses
attiecigas dalas. Asins paraugu panemsanai ir jaizmanto standarta parauga
materidla savakSanas stobrini (ar sarkanu vacinu, Sarstedt vai cita razotaja
[Tdzveértigi stobrini). Japanem 5-10 ml EDTA asins paraugs. Stobrinu saturs

jasajauc, pacelot augsa, tiesi péc parauga savaksanas (8 reizes, nekratit).

Uzmanibu! Nedrikst izmantot tadu pacientu paraugus, kam ir ievadits heparins

(skatt Seit: 8.1.4 Interferéjosas vielas).

8.1.2 Parauga uzglabasana

Nesadalitas asinis jasadala, lai iegutu plazmu un Sinu komponentus,
centrifugéjot 20 mindtes ar atrumu 800-1600 x g seSu stundu laikd péc
parauga savakSanas. |zoléta plazma japarnes sterilos polipropiléna stobrinos.
Testa jutigums var mazinaties, ja paraugi tiek sasaldéti saskana ar regularu

praksi vai tie tiek glabati ilgaku laika periodu.
8.1.3 Paraugu transportésSana

Parauga materials ir jatransporté pret triecieniem izturiga transportéSanas tvertné
saskana ar visparéjiem noteikumiem. Tadéjadi tiek noveérsti iespéjamie infekcijas
draudi, ko rada parauga noplide. Paraugi jatransporté saskana ar valsts un

vietgjiem noradijumiem par patogénus saturoSu materialu transportéSanu.*

Paraugi ir janosita seSu stundu laikad péc parauga savakSanas. Paraugus nav
ieteicams uzglabat to savakSanas vieta. Paraugu transportésanai var izmantot
pasta pakalpojumus, ievérojot spéka esoSos noteikumus par patogénus
saturoSu materiadlu transportéSanu. Més iesakam paraugu transportéSanai
izmantot kurjerpakalpojumu. Asins paraugi ir janosita atdzeséti (no +2°C Iidz

+8°C), bet atdalitas plazmas paraugi — sasaldéti (—20°C).

* Starptautiskd Gaisa transporta asociacija. Regulas 2000.704. par bistamam precém
41. redakcija.
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8.1.4 Interferéjosas vielas

Paaugstinats bilirubina (< 4,5 mg/dl) un lipidu (< 1100 mg/dl) Iimenis, ka art
hemolitiski paraugi neietekmé CMV analitisko sistému. PCR ietekmé heparins.
Nedrikst izmantot tados stobrinos savaktus paraugus, kas satur heparinu ka
antikoagulantu. Nedrikst izmantot arT tadu pacientu paraugus, kam ir ievadits
heparins.

8.2 DNS izoléSsana

CMV DNS izoléSanai ir ieteicams izmantot talak noraditos izoléSanas

komplektus.
Parauga Nl.’kle_",‘Skabju Kataloga L. Nesgjvides
materials izoleSanas numurs Razotajs RNS
komplekts
EDTA QlAamp® DSP
plazma Virus Kit (50) 60704 QIAGEN leklauts
EDTA EZ1° DSP
plazma Virus Kit (48)* 62724 QIAGEN leklauts

*Jalieto kopa ar EZ1 Advanced (kat. Nr. 9001411) un EZ1 Advanced DSP Virus Card
(kat. Nr. 9018306) vai BioRobot® EZ1 DSP (kat. Nr. 9001360) un EZ1 DSP Virus
Card (kat. Nr. 9017707). Komplekts EZ1 DSP Vlrus Kit ir pieejams arf EASYartus®
CMV LC PCR Kits ar CE markéjumu IVD iericém kopa ar artus CMV LC PCR Kit
(kat. Nr. EA10303 un EA10304).

* Neséjvides RNS izmantoSana ir batisks ekstrahéSanas efektivitates un lidz
ar to art DNS/RNS iegu$anas nosacijums. Lai iegltu komplekta QlAamp
DSP Virus Kit un EZ1 DSP Virus Kit ieklautas neséjvides RNS uzlabotu
stabilitati, ievérojiet noradijjumus par neséjvides RNS apstradi un
uzglabasanu, kas sniegti QlAamp DSP Virus Kit rokasgramata (QlAamp
DSP Virus Kit Handbook) vai EZ1 DSP Virus Kit rokasgramata (EZ1 DSP
Virus Kit Handbook).

Svarigi! Komplekta artus CMV LC PCR Kit iek$éjas kontroles materialu var

izmantot tieSi izoléSanas procedra. IzoléSanas procedira obligati jaizmanto viens

negativs plazmas paraugs. |zoléSanas novértéSanas pamata ir iek$gjas kontroles

materiala attiecigais signals (skatit sadalu 8.3 lek$é&jas kontroles materials).
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8.3 lekséjas kontroles materials

lekséjas kontroles materials (CMV LCIC) ir ieklauts komplektacija. To
izmantojot, lietotdjs var gan kontroléet DNS izoléSanas procediru, gan
parbaudit iespéjamo PCR inhibiciju (skatit Seit: 1.att.). Saja gadijuma
izoleéSanas proceddra pievienojiet iekSéjas kontroles materidlu ar attiecibu
0,1 pl uz 1 pl eluéSanas tilpuma. Izmantojot komplektu QlAamp DSP Virus Kit,
DNS eluéSana notiek, pieméram, 60 pl buferSkiduma Buffer AVE. Tapéc ir

japievieno 6 pl ieksgjas kontroles materiala. 1zmantojot komplektu EZ1 DSP
Virus Kit, iek$gjas kontroles materiéls ir japievieno saskana ar noradijumiem
EZ1 DSP Virus Kit rokasgramata (EZ1 DSP Virus Kit Handbook). Izmantotais
iek$€jas kontroles materiala daudzums ir atkarigs tikai no eluésanas tilpuma.
lek$éjas kontroles materials un neséjvides RNS (skatit Seit: 8.2 DNS
izoleésana) ir japievieno, precizi ievérojot noradijumus QlAamp DSP Virus Kit
rokasgramata (QIlAamp DSP Virus Kit Handbook) vai EZ1 DSP Virus Kit

rokasgramata (EZ1 DSP Virus Kit Handbook).

lek$gjas kontroles materialu parauga materidlam nedrikst pievienot tiesi.
Pievienojot to lizes buferSkidumam, nemiet véra, ka iek$éjas kontroles
materiala un lizes buferSkiduma/neséjvides RNS maisijums ir jasagatavo
svaigs, un tas ir jaizmanto nekavéjoties (maisijuma uzglabasana istabas
temperatdra vai ledusskaprt tikai dazas stundas var izraistt iek$éjas kontroles
materiala darbibas klumi un var samazinat ekstrahéSanas efektivitati). lek$éjas
kontroles materialu un neséjvides RNS nedrikst pievienot parauga materialam
tiesi.

Lai varétu uzskatit, ka izdaliSana ir veikta sekmigi, izdali8anas procedura
apstradata negativas plazmas parauga iek$éjas kontroles materiala Ct vértibai
ir jaatbilst 1. tabuld noraditajai Ct vértibai. Noradita izkliede ir atkariga no
instrumenta un izdaliS8anas variacijam. Augstakas novirzes vértibas norada uz
izdaliSanas rezultata kladu. Sada gadijuma izdali$anas rezultats ir japarbauda
un, ja nepiecieSams, tas jaapstiprina vélreiz. Ja jums ir papildu jautajumi vai ja

ir radu$as problémas, sazinieties ar vietéjo tehniska atbalsta dienestu.
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1. tab. Apstiprinatais negativa plazmas parauga iek$éjas kontroles materiala Ct vértibu

diapazons.
:::::II;T:;? Instruments Fluoligrs]céle:ces Analizes metode Ct vértiba
; Otra derivata
QlAamp DSP LightCycler F3/Back =
Virus Kit 11/12/15 | (Atpakal)}F1 maksimala 14x3
’ vértiba
QlAamp DSP LightCycler 705/Back L
Virus Kit 2.0 (Atpakal) 530 Automatiski 14+3
’ ; Otra derivata
EZ1 DSP Virus LightCycler F3/Back =
Kit 111215 | (Atpakal)-F1 maksimala 15+3
’ vértiba
EZ1 DSP Virus LightCycler 705/Back il
Kit 20 (Atpakal) 530 Automatiski 15+ 3

lek$éjas kontroles materialu var ari izmantot, lai ipasi parbauditu iespéjamo
PCR inhibiciju (skatit Seit: 2. att.). Saja gadijuma pievienojiet 1 pl iek$gjas
kontroles materiala un 2,5 pul CMV Mg-Sol uz vienu reakciju tieSi 12,5 pl
CMV LC Master. Katra PCR reakcija izmantojiet 15 pl Master maisijuma, kas
sagatavots, ka aprakstits iepriek$,* un pievienojiet 10 pl izdalitd parauga. Ja
tiek sagatavota PCR izpilde vairakiem paraugiem, palieliniet CMV LC Master,

CMV Mg-Sol un iekséjas kontroles materiala tilpumu atbilstoSi paraugu skaitam

(skatit sadalu 8.5 PCR sagatavoSana).

artus EBV LC PCR Kits un artus CMV LC PCR Kits satur vienadu iek$éjas
artus HSV-1/2 LC PCR Kits  un

iek$éjas kontroles materiala

kontroles daudzumu.

artus VZV LC PCR Kits ar1

materiala (IC)
satur vienadu

daudzumu.

8.4 Kvantitativa noteik§ana

Komplektacija ieklautie kvantitativas noteikSanas standarta materiali
(CMV QS 1-4) tiek apstradati ka ieprieks izdaltti paraugi, ka art tiek izmantots
vienads to tilpums (10 pl). Lai generétu standarta Iikni LightCycler instrumenta,
visi Cetri kvantitativas noteikSanas standarta materiali ir jaizmanto, ka noradits

talak.

* Sagatavojot PCR testu, tilpuma pieaugums iek$éjas kontroles materiala pievienoSanas
déel netiek nemts vera. NoteikSanas sistémas jutigums netiek ietekméts.
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LightCycler 1.1/1.2/1.5 instruments

Defingjiet CMV QS 1-4 ekrana Sample Loading Screen (ekrans Parauga
ievietoSana) ka standarta materialus ar noraditu koncentraciju (skatiet LightCycler
lietotaja rokasgramatas (LightCycler Operator's Manual) versijas 3.5 nodalu

B 2.4. Parauga datu ievade).

LightCycler 2.0 instruments

Lai definétu standarta materialus, loga Samples (Paraugi) izvélné aktivizéjiet
funkciju Analysis Type (Analizes tips) un atlasiet opciju Absolute Quantification
(Absolita kvantitativa noteikSana). Tagad CMV QS 1-4 var definét ka standarta
materidlus un ievadit visiem standarta materidliem attiecigas koncentracijas
veértibas (skatit LightCycler lietotdja rokasgramatas (LightCycler Operator's
Manual) versijas 4.0 nodalu 2.2. Parauga datu ievade). Parbaudiet, vai funkcija
Enable Controls (lespéjot vadibas elementus) nav aktivizéta. Pretéja gadijuma
analizes atlases opciju izmantoSana datu analizéSanai nav atlauta (skatit sadalu

9.2 PCR datu analizéSana LightCycler 2.0 instrumenta).

Ja PCR izpildé ir integréta vairak neka viena artus sistéma herpes virusa
noteikSanai, analizéjiet So atSkirigo sistému datus, atseviski izmantojot
attiecigos kvantitativas noteikSanas standarta materialus.

Uzmanibu! Lai nodroSinatu precizu kvantitativo noteikSanu, Master maisijumam,
ko izmantoja ar kvantitativas noteikSanas standarta materialiem, ir ipaSi ieteicams
pievienot athilsto3o iek$é&jas kontroles materiala tilpumu. Saja nolika pievienojiet
katram kvantitativas noteikSanas standarta materialam (CMV QS 1 — CMV QS 4)
1 ul iek$éjas kontroles materialam un 2,5 ul CMV Mg-Sol pievienojiet tiesi 12,5 pl
CMV LC Master (shematisko parskatu skatit Seit: 2. att.). ST pipeté$anas shéma
galvenokart attiecas uz CMV kvantitativas noteiksanas standarta materialiem, un

ta nav atkariga no izmantota kvantitativas noteik§anas standarta materialu skaita.

Kvantitativas noteikS§anas standarta materiali tiek definéti ar meérvienibu
kopijas/ul. Lai parveidotu vértibas, kas noteiktas, izmantojot standarta Iikni, ka

parauga materiala kopijas/ml, ir jaizmanto talak noraditais vienadojums.

) rezultats (kopijas/pl) x eluésanas
Rezultats - tilpums (ul)
(kopijas/ml)

Parauga tilpums (ml)
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Nemiet vera, ka saskana ar visparéjiem noteikumiem iepriek§ noraditaja
vienadojuma ir jaievada sakotnéja parauga tilpuma vértiba. Tas ir janem veéra,
ja parauga tilpums tiek mainits pirms nukleinskabju ekstrahéSanas (pieméram,
tilpuma samazinaSanas centrifugéSanas dél vai tilpuma paaugstinaSana

izoleéSanai nepiecieSama tilpuma parplanosanas dél).

Svarigi! Noradijumi par artus sistému veikto kvantitativo analizi LightCycler
1.1/1.2/2.5 vai LightCycler 2.0 instrumenta ir pieejami vietné
www.giagen.com/Products/BylL abFocus/MDX (tehniskas piezimes par

kvantitativo noteikSanu, izmantojot LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler
2.0 instrumentu).

8.5 PCR sagatavoSana

Parbaudiet, vai Cooling Block un kapilaru adapteri ( LightCycler instrumenta
piederumi) ir ieprieks atdzeséti lldz +4°C. levietojiet vélamo LightCycler kapilaru
skaitu Cooling Block adapteros. NodroSiniet, lai PCR izpildé ir ieklauts vismaz
viens kvantitativas noteikS§anas standarta materials un viens negativas
kontroles materials (PCR kategorijas ddens). Lai generétu standarta Itkni, katra
PCR izpildé izmantojiet visus komplektacija ieklautos kvantitativas noteik§anas
standarta materialus (CMV QS 1-4). Pirms katras izmanto$anas visi reagenti ir
jaatkausé I1dz galam, jasajauc (vairakkart ievelkot un izvadot ar pipeti vai atri

saskalojot) un Tsu bridi jacentrifugé.

Ja vélaties izmantot iek$éjas kontroles materialu DNS izoléSanas procediiras
kontrolei vai iespéjamas PCR inhibicijas parbaudei, tas jau ir pievienots
izoleSanas Skidumam (skatit sadalu 8.3 lekSéjas kontroles materials). Sada
gadijuma izmantojiet talak noradito pipetéSanas shému (shematisko parskatu

skatit Seit: 1. att.):
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Paraugu skaits 1 ‘ 12

1 Master CMV LC Master 12,5 pl 150 pl
maisijuma CMV Mg-Sol 2,54l 30 ul
sagatavoSana cmvicic ou ou
Kopéjais tilpums 15 pl 180 pl

. - 15 pl no

Master maisijums 15l Vet

2. PCR testa 10 pl no

sagatavoSana RN Loy katra

Kopéjais tilpums 25l 25 Il:latnrg

Ja veélaties iek$éjas kontroles materialu izmantot tikai, lai parbauditu
PCR inhibiciju, tas ir japievieno tie$i materidlam CMV LC Master. Sada
gadijuma izmantojiet talak noradito pipetéSanas shému (shematisko parskatu
skatit Seit: 2. att.):

Paraugu skaits 1 12
1. Master CMV LC Master 12,5l 150 pl
maisijuma CMV Mg-Sol 2,5ul 30 pl
sagatavo$ana CMV LCIC 1l 12l
Kopéjais tilpums 16 pl* 192 pl
. - 15 pl no
Master maisijums 15 pl Vet
2. PCR testa 10 wl no
sagatavoSana SEIAEIEHE Y Bl Loy katra
S 25 ul no
Kopéjais tilpums 25l Yetia

* Sagatavojot PCR testu, tilpuma pieaugums iek$éjas kontroles materiala pievienoSanas
déel netiek nemts vera. NoteikSanas sistémas jutigums netiek ietekméts.
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Pipetéjiet Master maisijuma 15 pl katra kapilara plastmasas tvertné. Péc tam
pievienojiet eluéta parauga DNS 10 pl. Lidz ar to ka pozitivs kontroles materials
ir jaizmanto 10 pl vismaz viena kvantitativas noteikSanas standarta materiala
(CMV QS 1-4) un k& negativs kontroles materidls 10pl ddens
(PCR kategorijas ddens). Noslédziet kapilarus. Lai izveidotu standarta Itkni, ir
1pasi ieteicams pievienot Master maisijumam, ko izmantoja ar kvantitativas
noteikS§8anas standarta materialiem, ar attiecigo iekSéjas kontroles materiala
daudzumu (skatit Seit: 8.4 Kvantitativa noteikSana). Lai parnestu maisijumu no
kapilaru plastmasas tvertnes kapilara, centrifuggjiet adapterus ar kapilariem
galda centrifigd desmit sekundes ar maksimalo atrumu 400xg
(2000 apgr./min.).
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lekséjas kontroles materiala pievienoSana izdaliSanas procedira

-E’
s

\
[

1. att. lzdaliSanas procediras un PCR inhibicijas kontroles
shematiska darbpldsma

*Nodrosiniet, lai Skidumi ir I1dz galam atkauséti, labi sajaukti un
Tsu bridi centrifugéti.
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lekséjas kontroles materiala pievienoSana artus

Master maisTjumam

-xF.z
-

2. att.  PCRinhibicijas kontroles shematiska darbpldsma.

*Nodrosiniet, lai Skidumi ir I1dz galam atkauséti, labi sajaukti un
Tsu bridi centrifugéti.
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8.6 LightCycler instrumentu programmeésana

8.6.1 LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta programmeésana

Lai noteiktu CMV DNS, izveidojiet LightCycler1.1/1.2/1.5 instrumenta

temperatiras profilu, izpildot talak noraditds piecas darbibas (skatit 3. att.—

7. att.).
A. Sakotnéja karstas sakSanas enzima aktivizéSana 3. att.
B. Saskares darbiba 4. att.
C. DNS amplifikacija 5. att.
D. KuSanas likne (izvéles) 6. att.
E. DzeséSana 7. att.

Pievérsiet TpaSu uzmanibu vienuma Analysis Mode (Analizes rezims),
Cycle Program Data (Cikla programmas dati) un Temperature Targets
(Temperatdras mérka vértibas) iestatjumiem. Attelos Sie iestattjumi ir redzami
melna treknraksta rami. Papildu informaciju par LightCycler 1.1/1.2/1.5
instrumenta programméSanu skatiet LightCycler operatora rokasgramata
(LightCycler Operator’'s Manual). D darbiba (“KuSanas Iikne”) PCR programma
ir izveles darbiba, un ta ir javeic tikai, lai, izmantojot artus HSV-1/2 LC PCR Kit,
atskirtu HSV1 un HSV2.
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1 Cycle Program Data| Analysis Model 2
- e Quantification =
Mg! Melting Curves
Temperature Targets
Target Temperature (
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
rAcqunsmon Mode

3. att. Sakotnéja karstas sakSanas enzima aktivizéSana.

'l.}yde Frogram Data.
1 oyetes| 04

emperature Targets

Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)

Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
Step Delw (oycles)
|—Acqu|smon Mode

NONE [3§

5 s Jsooofslo [oo o K

4. att. Saskares darbiba.
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'
1 Cycle Program Data Analysis Mode| None 2
. o —
M—wlﬂ | Melting Curves I

Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C{ 5)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
I—A.oqwsmun Mode
4
5. att. DNS amplifikacija.
Cycle Program Data| e
1 - c !es||_1|§ Quantification — 2
Temperature Targets
Target Temperature
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)

|—Ac:quisilinn Made

3 — — 4

6. att. Kusanas Ikne (attiecas tikai tad,
ja paraléli izpildé tiek izmantots artus HSV-1/2 LC PCR Kit).

|
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Melting Curves

7. att. DzeséSana.
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8.6.2 LightCycler 2.0 instrumenta programmeésana

Lai ieprogrammétu PCR izpildi, izmantojot LightCycler 2.0 instrumentu,
galvenaja izvélné aktiviz&jiet opciju New (Jauns) un atlasiet opciju LightCycler
Experiment (LightCycler eksperiments).

Péc tam, lai noteiktu CMV DNS, izveidojiet LightCycler 2.0 instrumenta

temperatiras profilu, izpildot talak noraditas piecas darbibas (skatfit 8. att.—12. att.).

A. Sakotnéja karstas sakSanas enzima aktivizéSana 8. att.
B. Saskares darbiba 9. att.
C. DNS amplifikacija 10. att.
D. KuSanas likne (izveles) 11. att.
E. DzeséSana 12. att.

D darbiba PCR programma ir izvéles darbiba, un ta ir javeic tikai, lai atSkirtu
HSV1 un HSV2, izmantojot artus HSV-1/2 LC PCR Kit.

Vispirms obligati ievadiet Sai PCR izpildei sagatavoto kapilaru skaitu (Max.
Seek Pos. (Maks. mekléSanas poz.), skatit 8. att.).

[ —————
Stan Runl =1 o dled el ,II = Omoml

Programs ]Onﬁns Data Display | Fun Notes |

.Smp. i T

Defeult Channel 530
Seak Temperat 30

q = rex SeekFosiz 2
e

Programs |

| e 60 I v
| Initial Activaticn of the Hot Start Enzyme |1 s |None

L fe]

Instrurment Typab Ch
Capillary Size: |20l

Yo l
Temperate Targets
o | Target id AMmp ec | S\p | B
+ (C) |(hhmm:ss) Rate | Terget| Sie | Deley
—Miss sloorotosfeo 2o 2o Flo 2inone

<

8. att. Sakotnéja karstas sakSanas enzima aktivizéSana.
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Start Run|=nd Progran]+ 10.5yeled Calor Eamp (4] | 3 Options |

Programs | Online Date Displey | Fiun Notes |

oelp [ Programs |

Da(aullChmnel]SiD - a = Trogtam name (eY=rT3 Analysis Mode

SaekTempe-'nlﬁU =% Initial Activation of the Hot Start Enzyme |1 = |None 1
— » Touch Dewn Step 10 & |None

Meax Seek Pos,il 2 =

Instrument Typels Ch, =

Capillary Size: |20 |

S|

Pmarmn Temema ‘I‘ﬁels

AN [Target| Hold | Ramp | Sec | Step | Step | Acquisition Mode
i ('C) |fhhimmiss)) Rate Target| Size | Delay
—4 o5 Sfooooosgfeo  Fo o Flo FNone b )
=flss Sloo002075120 =SS St _ir |Nane I
v Jri72 S 100:0015 w20 =0 o 2o ~|None 2
- r— e -

9. att. Saskares darbiba.

Smmn|£rm F'.'agrar;l- 101Gyl

dCalar Camp [IMH | Oplinnsi

Programs | Online Data Displey | Fun Notes |

Setup Fra 5
DefaultChannel530  v| | 4§ Program Name Cycles Analysis Mode
SeekTemperaf30 5| | || |Intial Activation of the Hot Start Enzyme |1 = |None = 1
—1 | =@ |Touch Down Step 10 & |Mone ot
Max SeekPos(12 S| —f Amplification of the DNA 40 “~ | Quantification ¥
Instrument Type 6 Ch. - | L]
Capillary Size: [20p =]
e ——
Program Temperature Targets
AfTTege | noa | Remp | Sec ﬁsp ACqUISToN Mode
= (C) |(hhommiss) FRate |Terget| Size | Deley
—f o5 Zlooooos 20 Efo Flo o $None - .2
=055 Floooozo 20 Ffo o So = |Single hd
v 72 Slooo0as $ho 3o w0 30 MNone v

10. att. DNS amplifikacija.
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Start RunlE' F-'.rc-g-'-:'ni- olor Comp {"Jﬂ“ :l Opu'nnei
Programs | Onfine Data Displey | Fun Notes |
Selup Frograms
Default Channel AQJ Frogram Name | Cycles | Analysis Mode
Seek Temperat o ] |Initiel Activation of the Hat Stert Enzyme |1 _=|None -1
T —{ [Touch Down Step [10 % {None 1
! =1 |Amplification of the DNA 40 3{Quantiication ~
Instrument Typa « | Metting Curve 1 & {Melting Curves -
Capillary Size:
Pma{amTemEammreTw
_AJ | Target| Hold Ramp | Sec | Step | Step | Acquisition Mode
() | (humm:ss)| PRate |Tamget| Size | Delay

Lol {95 0 =0 3 = |MNone £ -2

= 5o Z{oooors 0 =fo % None |

v frE0  S{oo00:00 SH0a =10 = | Continuous b

11. att. KuSanas lkne (attiecas tikai tad,
ja paraléli izpildé tiek izmantots artus HSV-1/2 LC PCR Kit).

e
] | x| Opt'nntl
Programs IOnine Data Displuy] Run otss'
Setup Frograms
DefauttChannel|530 v, | _& [T Trcgram neme T oyoes Y AL
SeskTemperatf30 2 | 4 niial Activation ofthe HotStertEnzyme 1 = jNone i
T Touch tHp J10 sefNone =1
Mex SeekPos(12 21 | | =l 1a Ciication of the DNA 0 =|Guanification -
Instrument TypelB Ch. | | ¥ Meiting Curve B 2 |Melling Curves v
Capillary Size: |20 pl _«:J ¥ Cooling 1 2None »
ram Temperature Targets
eme o Wp Acquisiton Mode
| (C) |(hmmss) Rete | Terget| Siie  Deley | p=@
o sl sl 2o 2o 20 2{None -
_II
Rd |

12. att. DzeséSana.
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Lai ievaditu paraugu specifikacijas, aktiviz€jiet pogu Samples (Paraugi).

* Vispirms loga Capillary View (Kapilaru skats) ievadiet kop&jo PCR izpildei
planoto PCR sagatavoju skaitu (Sample Count (Paraugu skaits)).

e Péc tam var pieskirt paraugu nosaukumus sadala Sample Name (Parauga
nosaukums).

e Péc tam sadalda Selected Channels (Atlasitie kanali) atlasiet art
fluorescences kanalu 530 analitiskd CMV PCR noteikSanai un 705 iek$éjas
kontroles materiala PCR noteikSanai.

* Lai definétu standarta materidlus un pieskirtu attiecigds koncentracijas
vértibas, atlasiet opciju Absolute Quantification (AbsolGtd kvantitativa
noteikS8ana) sadalda Analysis Type (Analizes tips) (skatit Seit:
8.4 Kvantitativa noteik3ana).

* Parbaudiet, vai funkcija Enable Controls (lespé&jot vadibas elementus) nav
aktivizéta. Pretéja gadijuma analizes atlases opciju izmantoSana datu
analizé8anai nav atlauta (reZims Fit Points (Atbilstibas punkti) nav
pieejams, skatit sadalu 9.2 PCR datu analizéSana LightCycler 2.0
instrumenta). Sadala Target Name (Mérka nosaukums) var pieskirt
atlasitaja fluorescences kanala 530 un 705 nosakamas mérka sekvences
(CMV vai iekséjas kontroles materials). Lai aizpilditu datus ailé Target
Name (Mérka nosaukums), izmantojiet funkciju Auto Copy (Automatiska
kopésana). lestatijuma Target Name (Mérka nosaukums) definéSana lauj
iegut labaku parskatu, bet datu analizéSanai tas obligati nav nepiecieSams.

e Lai generétu datu analizes standarta Iikni, ir jadefiné kvantitativas
noteikS§anas standarta materiali ar attiecigajam koncentracijas vértibam.
Tapéc atlasiet opciju Standard (Standarta materials) sadala Sample Type
(Parauga tips) un sadala Concentration (Koncentracija) ievadiet katra
standarta materiala attiecigajas koncentracijas vértibas.

* |eprogramméto temperatdras profilu var saglabat datora cietaja diska, lai to
atkal izmantotu nakamajas izpildés. Saja nolika aktivizgjiet funkciju Save
As (Saglabat ka) izvélné File (Fails), un péc tam tiek atvérts jauns logs.
Sadala Templates and Macros (Matricas un makro) atlasiet apaksizvélni
Run Templates (Apstradat matricas) un saglabajiet datus ar atbilstoSu
nosaukumu.
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e Lai saktu PCR izpildi, parejiet uz lauku Run (lzpilde) un aktiviz&jiet funkciju
Start Run (Sakt izpildi) (skatit 13. att.). levadot atraSanas vietu, kura ir
jasaglaba dati, tiek palaista PCR programma.

1 Btart Runll- | Proorer]- 10 0yeled ool | Options|

Programs | Online Data Display | Fun Nates |

“Setp———— E Prog

Default Channel| 530 | | || |Program Neme | oycles | AnalysisMode

SsekTemparmlﬁU. B _-!-_l s =
-

Mex SeckPos 12 1| =] |ampidcsion o the DNA [0 Z{Ouonthcaton =

Instrument Typal6 Ch. = | _v_l Melting Curve 1 < |Melting Curves >

CapillarySize: [20u =] | ™ [»|Caoling 1 zjNone e

e
|2
o

&

_-l. ITargsI Hold Flnfﬁp Sec Shap T Shep Acquisition Mode '
iI_ | {‘C} {hhommiss)| Rate | Target| Size Delay
e

000030 2]20  2]0 3]0 =0 3|Nome -

id

13. att. PCR izpildes sak$ana.

9. Datu analize

9.1 LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta ieguto PCR datu
analize

Lai analizétu LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta iegitos PCR datus, més
iesakam izmantot LightCycler programmataras versiju 3.5.

Vairaku krasu analizé starp fluorimetra kanaliem rodas interferences.
LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta programmatira ietver failu ar nosaukumu
Color Compensation File, kas nodroSina $o interferencu kompensaciju.
Aktivizéjot failu Choose CCC File (Izvéléties CCC failu) vai pogu Select CC
Data (Atlasit CC datus), atveriet $o failu pirms vai péc PCR vai tas laika. Ja fails
Color Compensation File nav instaléts, generéjiet failu, ievérojot noradijumus
LightCycler operatora rokasgramata (LightCycler Operator's Manual). Kad fails

Color Compensation File ir aktivizéts, fluorimetra kanala F1, F2 un F3 paradas
atseviski signali.
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Lai analizétu PCR rezultatus, kas iegati ar artus CMV LC PCR Kit, atlasiet
attiecigi fluorescences displeja opciju F1 analitiska CMV PCR un F3/Back
(Atpakal)-F1 ieksgjas kontroles materiala PCR. Lai veiktu kvantitativas
noteikSanas izpildes datu analizi, ievérojiet noradijumus, kas sniegti sadala
8.4 Kvantitativa noteikSana un dokumenta “Tehniskas piezimes par
kvantitativo noteikSanu, izmantojot LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler

2.0 instrumentu” vietné www.qgiagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Ja PCR izpildé ir integréta vairak neka viena artus sistéma herpes virusa
noteik$anai, analizéjiet So atSkirigo sistemu datus, atseviSki izmantojot
attiecigos kvantitativas noteikSanas standarta materialus. Atlasiet
attiecigi analizei nepiecieSamas karuselveida pozicijas.

lesp&jami ir talak noradttie rezultati.

1. Fluorimetra kanala F1 ir noteikts signals.
Analizes rezultats ir pozitivs: paraugs satur CMV DNS.

S8ada gadijuma signala noteik§ana F3/Back (Atpakal)-F1 kanala nav bitiska, jo

augstas sakotnéjas CMV DNS koncentracijas vértibas (pozitivs signals F1 kanala) var

radit samazinatu iek$éjas kontroles materiala fluorescences signalu F3/Back

(Atpakal)-F1 kanala vai ta trikumu (konkurence).

2. Fluorimetra kanala F1 nav noteikts neviens signals. Vienlaicigi iek$éjas
kontroles materiala signals paradas F3/Back (Atpakal)-F1 kanala.
Parauga CMV DNS nav noteikts. To var uzskatit par negativu.

Ja CMV PCR rezultdts ir negativs, noteiktais iek§éjas kontroles materiala signals
izsledz PCR inhibicijas iesp&ju.

3. F1vai F3/Back (Atpakal)-F1 kanala nav noteikts neviens signals.
Diagnozi nevar noteikt.

Informacija par klGdu avotiem un to risinajumiem ir pieejama art Seit: 10. Problému

noveérsana.

Pozitivas un negativas PCR reakcijas pieméri ir sniegti Seit: 14. att. un 15. att..

]
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14. att. Kvantitativas noteiksanas standarta materialu (CMV QS 1-4)
noteikS8ana LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta fluorimetra
kanala F1. NTC (no template control): nav matricas kontroles
(negativa kontrole).
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15. att. leksgjas kontroles materiala (IC) noteikSana LightCycler
1.1/1.2/1.5 instrumenta fluorimetra kanalad F3/Back (Atpakal)-
F1 ar vienlaicigu kvantitativas noteik$anas standarta materialu
(CMV QS 1-4) amplifikaciju. NTC (no template control): nav
matricas kontroles (negativa kontrole).
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9.2 LightCycler 2.0 instrumenta iegtito PCR datu analize

Lai analizétu LightCycler 2.0 instrumenta iegitos PCR datus, izmantojiet
LightCycler programmattras versiju 4.0. Nemiet véra noradijumus, kas sniegti
LightCycler 2.0 instrumenta operatora rokasgramatas versija 4.0 (LightCycler

2.0 Instrument Operator's Manual Version 4.0).
Lai veiktu PCR datu analizi, veiciet talak noraditas darbibas (skatit 16. att.).

* lzvélnu josla aktivizejiet funkciju Analysis (Analize) un atlasiet opciju
Absolute Quantification (Absolita kvantitativd noteikSana). Saskana ar
visparéjiem noteikumiem visi amplifikicijas dati, kas generéti ar
artus LC PCR Kit, jaanalizé, izmantojot $o funkciju.

¢ LightCycler programmatiras versija 4.0 ietver failu ar nosaukumu Color
Compensation File, kas nodro$ina vairaku krasu analizes interferenéu
kompensaciju starp interferences kanaliem. Aktivizéjot failu Color Comp
(On/Off) (Krasu karte (ieslégt/izsleégt)) un péc tam poguSelect Color
Compensation (Atlastt krasu kompensaciju), atveriet $o failu péc PCR vai
tas laika (skatit 16. att.). Ja fails Color Compensation File nav instaléts,
generégjiet failu, ievérojot noradijumus, kas sniegti LightCycler operatora
rokasgramata (LightCycler Operator’'s Manual).

¢ Kad fails Color Compensation File ir aktivizéts, fluorescences kanalos
paradas atseviSki signali. Lai analizétu PCR rezultatus, kas iegdti ar
artus CMV LC PCR Kit, atlasiet attiecigi fluorescences displeja opciju 530
analitiska CMV PCR un 705/Back (Atpakal) 530 iek$éjas kontroles
materiala PCR.

]
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16. att. Faila Color Compensation File aktiviz€éSana un fluorescences
kanala atlase.

Lai veiktu kvantitativas noteikSanas izpildes datu analizi, ievérojiet noradijumus, kas
sniegti sadala 8.4 Kvantitativa noteikSana un dokumenta “Tehniskas piezimes
par kvantitativo noteikSanu, izmantojot LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler
2.0 instrumentu” vietn@ www.giagen.com/Products/BylL abFocus/MDX.

Kad analizes opciju iestatiSana ir pabeigta, pieejami ir talak noraditie rezultati.
1. Fluorescences kanala 530 tiek noteikts signals.

Analizes rezultats ir pozitivs: paraugs satur CMV DNS.

Sada gadijuma signala noteiksana 705/Back (Atpakal) 530 kanala nav batiska, jo
augstas sakotnéjas CMV DNS koncentracijas vértibas (pozitivs signals 530 kanala)
var radit samazinatu iek$éjas kontroles materiala fluorescences signalu 705/Back

(Atpakal) 530 kanala vai ta trikumu (konkurence).

2. Fluorescences kanala 530 nav noteikts neviens signals. Vienlaicigi
iek$gjas kontroles materiala signals paradas 705/Back (Atpakal) 530

kanala.
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Parauga CMV DNS nav noteikts. To var uzskatit par negativu.

Ja CMV PCR rezultats ir negativs, noteiktais iek$éjas kontroles materiala signals
izsledz PCR inhibicijas iesp&ju.

3. 530 vai 705/Back (Atpakal) 530 kanala nav noteikts neviens signals.
Diagnozi nevar noteikt.

Informacija par klidu avotiem un to risinajumiem ir pieejama arT Seit: 10. Problému
novérsana.

Pozitivas un negativas PCR reakcijas pieméri ir sniegti Seit: 17. att. un 18. att..

Amplifikacijas liknes

QS 4

./——’A
‘: QS 3 /
» Qs?2 /
: QS1 \&%

Y
)
; )/ // / NTC

2 4 B 8 10 12 14 16 18 20 22 M 26 20 0 1 M B B 0
Cikli

Fluorescence (530)

17. att. Kvantitativas noteik§anas standarta materialu(CMV QS 1-4)
noteikSana LightCycler 2.0 instrumenta fluorescences
kanala 530. NTC (no template control): nav matricas kontroles
(negativa kontrole).

32 artus CMV LC PCR Kit rokasgramata 12/ 2014



Amplifikacijas liknes
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0011
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0,001 -

-0,001

| Fluorescence (705/Back (Atpakal)

2 4 6 B 1012 14 16 18 20 22 M 26 28 30 32 34 36 3/ W0
Cikli

18. att. lek$éjas kontroles materiala (IC) noteikSana LightCycler 2.0
instrumenta fluorescences kanala 705/Back (Atpakal) 530 ar
vienlaicigu kvantitativas noteik§anas standarta materialu
(CMV QS 1-4) amplifikaciju. NTC (no template control): nav
matricas kontroles (negativa kontrole).

10. Problemu novérsana

Fluorescence kanala F1 vai 530 nav noteikts neviens signals ar pozitivas
kontroles materialu (CMV QS 1-4).
¢ PCR datu analizei atlasitais fluorescences kanals neatbilst protokolam.
> Datu analizei atlasiet fluorescences kanalu F1 vai 530 analitiska CMV
PCR un fluorescences kanalu F3/Back (Atpakal)-F1 vai 705/Back
(Atpakal) 530 iek$éjas kontroles materiala PCR.
* Nepareizi programméts LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler 2.0
instrumenta temperatiras profils.
-> Salidziniet temperatiras profilu ar protokolu (skatit sadalu
8.6LightCycler instrumenta programmeésana).
* Nepareiza PCR reakcijas konfiguracija.
- Parbaudiet veiktas darbibas, izmantojot pipetéSanas shému (skatit

sadalu 8.5 PCR sagatavos$ana), un, ja nepiecieSams, atkartojiet PCR.
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* Viena vai vairaku komplekta komponentu uzglabasanas apstakli neatbilda
sadala 2.Uzglabasana sniegtajiem noradijumiem vai ir beidzies
artus CMV LC PCR Kit deriguma termins.

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

lzdaliSanas procediira apstradata negativa plazmas parauga ieks$éjas

kontroles materiala signals ir vajS vai ta trikst (novirzes veértiba ir

augstaka neka Ct = 14 + 3, ja ir izmantots QIAamp DSP Virus Kit; novirzes
vértiba ir augstaka neka Ct =15+ 3, ja ir izmantots EZ1 DSP Virus Kit;

skatit 1. tab.), ka ari vienlaicigi trikst signala kanala F1 vai 530.

* PCR veikS8anas apstakli neatbilst protokolam.

- Parbaudiet PCR veikS8anas apstaklus (skatit iepriekS) un, ja
nepiecieSams, atkartojiet PCR, izmantojot labotos iestatijumus.

¢ Irradusies PCR inhibicija.

- Parbaudiet, vai ir izmantota ieteikta izoléSanas metode (skatit
sadalu 8.2 DNS izoléSana), un ripigi ievérojiet raZzotaja noradijumus.

- Parbaudiet, vai DNS izoléSanas laika pirms eluéSanas ir veikta ieteikta
papildu centrifugé$anas darbiba, lai atdalitu atlikuSo etanolu (skatit
sadalu 8.2 DNS izoléSana).

* Ekstrahé&Sanas laikd DNS ir zaudéts.

- Ja ekstrahéSanas procedara ir pievienots iek§éjas kontroles materials,
iek$éjas kontroles materiala signala trkums var noradit uz DNS
zudumu ekstrahéSanas laika. Parbaudiet, vai ir izmantota ieteikta
izoleSanas metode (skatit sadalu 8.2 DNS izoléSana), un rdpigi
ievérojiet razotaja noradijumus.

* Viena vai vairaku komplekta komponentu uzglabaSanas apstakli neatbilda
sadala 2.Uzglabasana sniegtajiem noradijumiem vai ir Dbeidzies
artus CMV LC PCR Kit deriguma termins.

- Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstaklus un deriguma terminu
(skattt komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu
komplektu.
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Analitiskas PCR fluorescences kanala F1 vai 530 negativas kontroles
materialu signali.
¢ PCR sagatavo$anas laika ir radusies kontaminacija.
- Atkartojiet PCR, atkartojumos izmantojot jaunus reagentus.
- Jaiespéjams, noslédziet PCR stobrinus uzreiz péc testéjama parauga
pievienoSanas.
- Obligati pipetéjiet pozitivas kontroles materialus pédéjos.
- NodroSiniet, lai regulari tiek veikta darba vietas un instrumentus
dekontaminéSana.
* EkstrahéSanas laika ir radusies kontaminacija.
- Atkartojiet testéjamad parauga ekstrahéSanas un PCR procediru,
izmantojot jaunus reagentus.
- NodroSiniet, lai regulari tiek veikta darba vietas un instrumentus
dekontaminésana.

Ja jums ir papildu jautajumi vai ja ir radusas problémas, sazinieties ar vietéjo
tehniska atbalsta dienestu.
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11. Tehniskie parametri

11.1 Analitiskais jutigums

Analitiskas noteikS§anas robeza, ka art analitiskas noteikSanas robeza attieciba
uz izdaliSanu (jutiguma robezvértibas) tika novértétas komplektam
artus CMV LC PCR Kit. Analitiskas noteik8anas robeza attieciba uz izdali$anu
tika novertéta, izmantojot CMV pozitivu klinisku paraugu materialus un konkrétu
ekstrahéSanas metodi. Turpretl analitiskas noteikSanas robeza tika noteikta
bez klinisku paraugu materidliem neatkarigi no izvélétas ekstrahéSanas

metodes, izmantojot zindmas koncentracijas CMV DNS.

Lai noteiktu komplekta artus CMV LC PCR Kit analitisko jutigumu, tika
sagatavota genomiska CMV DNS atSkaidiSanas sérija, izmantojot no 10 Iidz
nominali 0,00316 CMV kopijas/ul, kas tika analizéta LightCycler 1.1/1.2/1.5
instrumenta kopad ar artus CMV LC PCR Kit. TestéSana tika veikta tris
dazadas dienas ar astoniem atkartojumiem. Rezultati tika noteikti péc probita
analizes. Komplekta artus CMV LC PCR Kit analitiskds noteikS8anas robeza
LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta ir 0,49 kopijas/ul (p = 0,05). Tas nozimé, ka
pastav 95% varbatiba, ka tiks noteiktas 0,49 kopijas/pl.

Komplekta artus CMV LC PCR Kit analitiskais jutigums attieciba uz
izdaliSanu (QIAamp DSP Virus Kit) LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta tika
noteikts, izmantojot no CMV virusa materiala iegito atSkaidiSanas sériju ar no
1000 Iidz nominala 0,316 CMV kopijam/ml, kas pievienotas kliniskos plazmas
parauga materialos. Tos paklava DNS ekstrah&Sanai, izmantojot QlAamp DSP
Virus Kit (ekstrahéSanas tilpums: 0,5 ml, eluéSanas tilpums: 60 pl). Visu
astonus atSkaidljumus analizéja, izmantojot artus CMV LC PCR Kit, tris
dazadas dienas ar astoniem atkartojumiem. Rezultati tika noteikti péc probita
analizes. Probita analizes grafiskais attélojums ir redzams Seit: 19. att..
Komplekta artus CMV LC PCR Kit analitiskas noteikSanas robeza attieciba uz
izdali§anu LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumenta ir 64,9 kopijas/ml (p = 0,05).
Tas nozimé, ka pastav 95% varbatiba, ka tiks noteiktas 64,9 kopijas/ml.
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Probita analize: citomegalovirus (LightCycler-1.1/1.2/1.5)
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19. att. Komplekta artus CMV LC PCRKit analitiskais jutigums
attieciba uz izdaliSanu (QIAamp DSP Virus Kit) LightCycler
1.1/1.2/1.5 instrumenta.

Lai noteiktu komplekta artus CMV LC PCR Kit analitisko jutigumu, tika
sagatavota genomiska CMV DNS at8kaidiSanas sérija, izmantojot no 10 I1dz
nominali 0,00316 CMV kopijas/ul, kas tika analizéta LightCycler 2.0
instrumenta kopa ar artus CMV LC PCR Kit. TestéSana tika veikta tris
dazadas dienas ar astoniem atkartojumiem. Rezultati tika noteikti péc probita
analizes. Komplekta artus CMV LC PCR Kit analitiskds noteikSanas robeza
LightCycler 2.0 instrumenta ir 0,65 kopijas/ul (p = 0,05). Tas nozimé, ka pastav
95% varbitiba, ka tiks noteiktas 0,65 kopijas/pl.

Komplekta artus CMV LC PCR Kit analitiskais jutigums attieciba uz
izdaliSanu (QlAamp DSP Virus Kit) LightCycler2.0 instrumenta tika
noteikts, izmantojot no CMV virusa materiala iegito atSkaidiSanas sériju ar no
1000 I1dz nominala 0,316 CMV kopijam/ml, kas pievienotas kliniskos plazmas
parauga materialos. Tos paklava DNS ekstrah&Sanai, izmantojot QlAamp DSP

Virus Kit (ekstrahéSanas tilpums: 0,5 ml, eluéSanas tilpums: 60 pl).
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Visu astonus atSkaidijumus analizéja, izmantojot artus CMV LC PCR Kit, tris
dazadas dienas ar astoniem atkartojumiem. Rezultati tika noteikti péc probita
analizes. Probita analizes grafiskais attélojums ir redzams Seit: 20. att..
Komplekta artus CMV LC PCR Kit analitiskas noteikSanas robeza attieciba uz
izdalSanu LightCycler2.0 instrumenta ir 78,9 kopijas/ml  (p = 0,05).
Tas nozimg, ka pastav 95% varbitiba, ka tiks noteiktas 78,9 kopijas/ml.

Probita analize: citomegalovirus (LightCycler-2.0)
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20. att. Komplekta artus CMV LC PCRKit analttiskais jutigums
attieciba uz izdali$anu (QlAamp DSP Virus Kit) LightCycler2.0
instrumenta.

Komplekta artus CMV LC PCR Kit analitiskais jutigums attieciba uz izdaliS§anu
LightCycler 1.1/1.2/1.5/2.0 instrumentd, izmantojot EZ1 DSP Virus Kit
(ekstrahésanas tilpums: 0,4 ml, eluéSanas tilpums: 60 pl) un EZ1 Advanced vai
BioRobot EZ1 DSP, ir 67,2 kopijas/ml (p = 0,05). Tas nozimé, ka pastav 95%
varbitiba, ka tiks noteiktas 67,2 kopijas/ml.
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11.2 Specifiskums

Komplekta artus CMV LC PCR Kit specifiskumu vispirms un galvenokart nodrosina
praimeru un zonZu izvéle, k& arT precizu reakcijas apstaklu ieveroSana.
Tika parbaudits, vai praimeriem un zondém nav iesp&jamu homologiju attieciba uz
visam génu banka publicétajam sekvencém, izmantojot sekvencu salidzinaSanas

analizi. Tadéjadi tiek nodrosinata visu attiecigo celmu noteikSana.

Turklat specifiskums tika apstiprinats ar 100 dazadiem CMV negativiem
plazmas paraugiem. Tie negeneréja nevienu signalu ar CMV specifiskiem

praimeriem un zondém, kas ir ieklauti CMV LC Master komplektacija.

Lai noteiktu artus CMV LC PCR Kit specifiskumu, nakamaja tabula (skatit Seit:
2.tab.) noraditd kontroles grupa tika testéta krusteniskas reaktivitates
noteik§anai. Neviens no testétajiem patogéniem nebija reagéjosSs.

Ar sajauktajam infekcijam krusteniska reaktivitate netika noteikta.

2. tab. Komplekta specifiskuma testéSana ar iesp&jami krusteniski reagéjosiem patogéniem.

lekséjas kontroles

Kontroles grupa ((:'L\Al\)/ materials
(F3/Back (Atpakal)-F1)

Cilvéka herpes viruss 1 (Herpes simplex viruss 1) - +
Cilvéka herpes viruss 2 (Herpes simplex viruss 2) - +
Cilvéka herpes viruss 3 (Varicella zoster viruss) - +
Cilvéka herpes viruss 4 (EpSteina-Barras viruss) - +
Cilvéka herpes viruss 6A - +
Cilvéka herpes viruss 6B - +
Cilvéka herpes viruss 7 - +
Cilvéka herpes viruss 8 _ +

(ar Kapo$i sarkomu saistits herpes viruss)

A hepatita viruss - +

B hepatita viruss - +

C hepatita viruss - +
Cilvéka imandeficita viruss 1 - +
Cilvéka T Sanu leikeémijas viruss 1 - +
Cilveka T $0nu leikeémijas viruss 2 - +
Rietumnilas viruss - +
Enteroviruss - +
Parvoviruss B19 - +
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11.3 Precizitate

Komplekta artus CMV LC PCR Kit precizitates dati ir apkopoti, izmantojot
LightCycler 1.1/1.2/1.5 instrumentu, un tie lauj noteikt kopéjo testa mainigumu.
Kopé&jo mainigumu veido starptestu mainigums (vienas koncentracijas
paraugu vairdku rezultdtu mainigums viena eksperimenta), iekSéjais testa
mainigums (dazadu operatoru viena laboratorija vienada tipa dazados
instrumentos generétu vairaku testu rezultatu mainigums) un iek$éjais sérijas
mainigums (testa vairdku rezultdtu mainigums, izmantojot vairakas sérijas).

legltos datus izmantoja, lai noteiktu konkrétu patogénu un iek$éjas kontroles

materiala PCR standartnovirzes, mainiguma un novirzes koeficienta vértibas.

Komplekta artus CMV LC PCR Kit precizitates dati tika apkopoti, izmantojot
zemakas koncentracijas kvantitativas noteikSanas standarta materialu (QS 4,
10 kopijas/pl). TestéSanu veica ar astoniem atkartojumiem. Precizitates dati tika
aprékinati, izmantojot amplifikacijas Iiknes Ct vértibas (Ct: robezvértibas cikls,
skatit Seit: 3). Papildus tika noteikti kopiju/ul kvantitativo rezultatu precizitates
dati, izmantojot Ct vértibas (skatit Seit: 4. tab). Nemot véra Sos rezultatus, visu
konkréto paraugu ar noradito koncentraciju visparéja statistisko datu starpiba
iek$éjas kontroles materiala 5,31% (Ct) noteikSanai ir 2,47% (Ct) vai
14,06% (konc.). Sis vértibas ir atkarigas no noteikto mainigo lielumu visu

atseviSko vertibu kopuma.

]
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. tab. Precizitates dati saskana ar Ct vértibam.
. - Variacijas
Standartnovirze Variacija koeficients [%]

Starptestu mainigums

0,14 0,02 0,68
CMV QS 4 ' ' '

" -

S a[F_)t.?Stu s . 0,04 0,00 0,32
lek$éjas kontroles materials
lek$éjais testa mainigums

0,21 0,04 1,00
CMV QS 4
lek$gjais test: inT
el Sfj.a_ls esta malnlgumi 014 0,02 118
lekséjas kontroles materials
lek$€jais sérijas mainigums
CMV QS 4 0,54 0,30 2,50
lekSaiais Sarii -
el Sfj.a_ls sérijas malnlguTs 0.72 0,52 5,73
lek$éjas kontroles materials
Kopéjais mainigums 053 0.28 247
CMV QS 4 ' ' '
Kopéjais mainigums

. - 0,64 0,41 5,31

lek$éjas kontroles materials

4. tab. Precizitates dati saskana ar kvantitativajiem rezultatiem (kopijas/pl).

Standartnovirze

Variacija

\ENEES
koeficients [%)]

Starptestu mainigums

1,02 1,05 10,18
CMV QS 4
lek$ejais testa mainigums 135 181 13,35
CMV QS 4
lek$€jais sérijas mainigums
CMV QS 4 1,64 2,69 16,19
Kopéjais mainigums

1,42 2,02 14,06
CMV QS 4
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11.4 Noturiba

Noturibas parbaude lauj noteikt kop&jo komplekta artus CMV LC PCR Kit atteicu
bieZumu. Plazmas 100 CMV negativiem paraugiem pievienoja CMV DNS ar galigo
koncentraciju 170 kopijas/ml (aptuvena analitiskd jutiguma robezas triskarSa
koncentracija). Kad ekstrahéSana, izmantojot QlAamp DSP Virus Kit, ir pabeigta
(skatit Seit: 8.2 DNS izoléSana), Sie paraugi tika analizéti ar artus CMV LC PCR Kit.
Visu CMV paraugu atteicu biezums bija 0 %. Papildus tika novértéts iekséjas
kontroles materiala noturigums, veicot 100 CMV negativu plazmas paraugu

izdaliSanu un analizéSanu. Tadéjadi artus CMV LC PCR Kit noturigums ir > 99 %.

11.5 Atkartojamiba

Atkartojamibas dati lauj regulari novértét artus CMV LC PCR Kit veiktspéju, ka
arf salidzinat ta efektivitati ar citiem produktiem. Sie dati tiek iegti, piedaloties

izveidotajas kvalifikacijas programmas.
11.6 Diagnostiska izvértéesana

Komplekta artus CMV LC PCR Kit lietoSana tika izvértéta pétijuma. Salidzinot
komplektu artus CMV LC PCR Kit ar COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR®
Test, retrospektivi un prospektivi tika analizéti 177 kliniski EDTA plazmas
paraugu materidli. Visiem paraugiem iepriek8€jas analizés, rutinas
diagnostikas procediras izmantojot COBAS AMPLICOR CMV MONITOR, bija
pozitivs vai negativs rezultats.

Paraugu materiali komplekta artus CMV LC PCR Kit analizéSanai tikai izoléti,
pievienojot artus CMV LC PCR Kit iek§€jas kontroles materialu un izmantojot
QlAamp DSP Virus Kit, kas péc tam tika analizéti LightCycler instrumenta.
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test paraugu materiali tika izoléti un
analizéti saskana ar iepakojuma ieliktnt sniegtajiem raZotaja noradijumiem.
Visiem testétajiem 11 paraugiem, kuriem bija pozitivs rezultats, izmantojot
COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test, pozitivs rezultats bija arT, izmantojot
artus CMV LC PCR Kit. Visiem testétajiem 144 paraugiem, kuriem bija
negativs rezultats, izmantojot COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test,
negativs rezultdts bija arl, izmantojot artus CMV LC PCR Kit. Tika iegati

22 pretrunigi rezultati. Rezultati ir redzami Seit: 5. tab.
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. tab. Salidzino$a apstiprindjuma pétijuma rezultati.

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Kopa
artus CMV LC + 11 22 33
PCR Kit - 0 144 144

Ja ar COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test iegdtie rezultati tiek izmantoti
atsaucei, visu artus CMV LC PCR Kit paraugu diagnostiskais jutigums ir 100%,

bet diagnostiskais specifiskums ir 86,7%.

22 pretrunigo paraugu papildu testéSana apstiprindja artus PCR Kits rezultatus.
Lidz ar to var uzskatit, ka neatbilstiba ir atkariga no artus CMV LC PCR Kit

augstaka jutiguma.

12. Produkta izmanto3anas ierobezZojumi

¢ Produktu drikst lietot tikai in vitro diagnostikas procedidru veikSana
TpasSi apmacita persona, kas sanémusi attiecigus noradijumus.

¢ Lai nodroSinatu optimalus PCR rezultatus, precizi jaievéro lietotaja
rokasgramata sniegtie noradijumi.

* Pievérsiet uzmanibu deriguma terminiem, kas noradtti uz kastites un
visu komponentu etiketém. Komponentus, kam beidzies deriguma
termins, izmantot nedrikst.

« Sados gadijumos, lai gan tas notiek reti, tada mutacijas virusa labi
saglabatos genoma regionos, uz kuriem attiecas komplekta praimeri
un/vai zondes, var rasties nepietieckama kvantitativa noteik§ana vai
nespéja noteikt virusa klatbatni. Testa uzblves derigums un veiktspéja

tiek regulari parskatita.
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13. Drosibas informacija

Stradajot ar kKimiskam vielam, vienmér valkajiet piemérotu laboratorijas halatu,
vienreizé&jas lietoSanas cimdus un aizsargbrilles. Lai iegltu papildinformaciju,
lodzu, iepazistieties ar attiecigajam droSibas datu lapam (SDS). Tas érta un

kompakta PDF formata ir pieejamas vietné www.giagen.com/safety, kur katram

QIAGEN® komplektam un ta sastavdalam var atrast, apskatit un izdrukat SDS.

Izmetiet paraugu un testu atkritumus atbilstosi vietéjiem droSibas noteikumiem.

14. Kvalitates kontrole

Saskana ar QIAGEN kopéjas kvalitates vadibas sistému katra komplekta
artus CMV LC PCR Kit partija ir parbaudita, salidzinot ar iepriekS noteiktiem
parametriem, lai nodrosinatu pastavigu produkta kvalitati.

15. Atsauces

Mackay IM. Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol.
Infect. 2004; 10 (3): 190 — 212.
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16. Simbolu skaidrojums

Izlietot I'dz

Sérijas kods
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Kataloga numurs

Materiala numurs
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Rokasgramata

In vitro diagnostikas medicinas ierice

Komponenti
Satur
m Numurs
Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs (GTIN)

<

Saturs ir pietiekams <N> testiem

S

Temperatiras ierobezojums
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;

Lv\— Skatit lietoSanas noradijumus

QS Kvantitativas noteikSanas standarta materials
iIC lekséjas kontroles materials

M g- Sol Magnija skidums
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ST lappuse atstata tuk3a ar noliku
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ST lappuse atstata tuk3a ar noliku
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artus CMV LC PCR Kit

Prec€u zimes un pazinojumi
QIAGEN®, QlAamp®, artus®, BioRobot®, EASYartus®, EZ1® (QIAGEN Group); LightCycler®,
AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Diagnostics GmbH).

Si produkta iegade lauj pircéjam izmantot to diagnostiskas pakalpojumu snieg$anai in vitro diagnostikas
procediras. Ar So netiek pieskirts visparéjs patents vai cita veida licence, bet tikai §Ts Tpasas lietoSanas
tiestbas.

ST PRODUKTA IEGADE SASKANA AR VIENU VAl VAIRAKIEM ASV PATENTIEM NR. 6,174,670,
7,160,998, 6,569,627 UN 6,245,514 UN TO ARVALSTU LIDZVERTIGI PATENTIEM PIESKIR
PIRCEJAM TIESIBAS IZMANTOT SO PRODUKTU, TIKAI LAl NODROSINATU IN VITRO
DIAGNOSTIKAS PAKALPOJUMUS SAISTIBA AR CILVEKU VAI DZIVNIEKU MATERIALIEM. AR SO
NETIEK PIESKIRTS VISPAREJS PATENTS VAI CITA VEIDA LICENCE, BET TIKAI SIS TPASAS
LIETOSANAS TIESIBAS.

Jaunako informaciju par licencéSanu un precu juridiskas atrunas skatiet attieciga QIAGEN komplekta
rokasgramata vai lietotaja instrukcija. QIAGEN komplektu lietotaja rokasgramatas un lietotaja instrukcijas
ir pieejamas www.qgiagen.com, ka arT tas var pieprasit QIAGEN tehniska atbalsta centros vai pie vietgjiem
precu izplatitajiem.

lerobezots licences ligums

S produkta izmanto$ana apliecina katra artus CMV LC PCR Kit pircéja vai lietotaja piekri$anu talak
minétajiem nosacijumiem.

1. artus CMV LC PCR Kit drikst izmantot tikai saskana ar noradijumiem artus CMV LC PCR Kit
rokasgramata (artus CMV LC PCR Kit Handbook) un tikai ar komplekta ieklautajiem
komponentiem. Uznémums QIAGEN nepieskir nekada veida licenci uz nevienu no ta
intelektualajiem TpaSumiem, lai Saja komplekta ieklautos komponentus izmantotu kopa ar
jebkadiem komponentiem, kas nav ieklauti §aja komplekta, vai ar tiem apvienotu, iznemot
gadijumus, kas aprakstiti artus CMV LC PCR Kit rokasgramata (artus CMV LC PCR Kit Handbook)
un papildu protokolos, kas pieejami vietné www.giagen.com.

2. Uznémums QIAGEN nesniedz citas garantijas, iznemot skaidri noraditas licences, ka $is komplekts
un/vai ta lietoSana parkapj treSo pusu tiesibas.

3. Sis komplekts un td komponenti ir licencéti vienreizégjai lieto$anai, un tos nedrikst izmantot atkartoti,
atjaunot vai pardot talak.

4. Uznémums QIAGEN Tpasi atsakas no jebkadam citam tieam vai netieS$am licencém, kas nav
skaidri noradita.

5.  Komplekta pircéjs un lietotajs piekrit neveikt un neatlaut citiem veikt nekadas darbibas, kas varétu
izraisTt vai veicinat jebkuras no ieprieks aizliegtajam darbibam. Uznémums QIAGEN var pieprasit
&1 ierobezota licences liguma aizliegumu Tstenosanu jebkura tiesa un apnemas atgiit visus savus
izmekléSanas un tiesas izdevumus, ieskaitot advokatu honorarus, kas radusies, Tstenojot §1
ierobeZota licences liguma nosacijumus vai jebkuru no uznémuma intelektuala Tpasuma tiestbam
saistiba ar komplektu un/vai ta komponentiem.

Jaunakos licences nosacijumus skatiet timekla vietné www.qgiagen.com.

© 2007-2014 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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Australia = Orders 1-800-243-800 = Fax 03-9840-9888 = Technical 1-800-243-066

Austria = Orders 0800-28-10-10 = Fax 0800-28-10-19 = Technical 0800-28-10-11

Belgium = Orders 0800-79612 = Fax 0800-79611 = Technical 0800-79556

Brazil = Orders 0800-557779 = Fax 55-11-5079-4001 = Technical 0800-557779

Canada = Orders 800-572-9613 = Fax 800-713-5951 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
China = Orders 86-21-3865-3865 = Fax 86-21-3865-3965 = Technical 800-988-0325
Denmark = Orders 80-885945 = Fax 80-885944 = Technical 80-885942

Finland = Orders 0800-914416 = Fax 0800-914415 = Technical 0800-914413

France = Orders 01-60-920-926 = Fax 01-60-920-925 = Technical 01-60-920-930 = Offers 01-60-920-928
Germany = Orders 02103-29-12000 = Fax 02103-29-22000 = Technical 02103-29-12400
Hong Kong = Orders 800 933 965 = Fax 800 930 439 = Technical 800 930 425

Ireland = Orders 1800 555 049 = Fax 1800 555 048 = Technical 1800 555 061

Italy = Orders 800-789-544 = Fax 02-334304-826 = Technical 800-787980

Japan = Telephone 03-6890-7300 = Fax 03-5547-0818 = Technical 03-6890-7300

Korea (South) = Orders 080-000-7146 = Fax 02-2626-5703 = Technical 080-000-7145
Luxembourg = Orders 8002-2076 = Fax 8002-2073 = Technical 8002-2067

Mexico = Orders 01-800-7742-639 = Fax 01-800-1122-330 = Technical 01-800-7742-436
The Netherlands = Orders 0800-0229592 = Fax 0800-0229593 = Technical 0800-0229602
Norway = Orders 800-18859 = Fax 800-18817 = Technical 800-18712

Singapore = Orders 1800-742-4362 = Fax 65-6854-8184 = Technical 1800-742-4368

Spain = Orders 91-630-7050 = Fax 91-630-5145 = Technical 91-630-7050

Sweden = Orders 020-790282 = Fax 020-790582 = Technical 020-798328

Switzerland = Orders 055-254-22-11 = Fax 055-254-22-13 = Technical 055-254-22-12

UK = Orders 01293-422-911 = Fax 01293-422-922 = Technical 01293-422-999

USA = Orders 800-426-8157 = Fax 800-718-2056 = Technical 800-DNA-PREP (800-362-7737)
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