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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QIAGEN ir vado3ais inovafivu paraugu un testu tehnologiju piegadatds,
kas dod iespéju izolét un noteikt jebkura biologiska parauga
sastavdalas.

MuUsu uzlabotie, augstas kvalitates produkti un pakalpojumi nodrosina
panakumus no parauga idz rezultatam.

QIAGEN nosaka standartus:

B DNS, RNS un proteinu atfinsdana

B Nukleinskabju un proteinu testos

B mikroRNS izpeté un RNSI

B Paraugu un testésanas tehnologiju automatizacija

MUsu meérkis ir dot jums iespéju sasniegt izcilus pandkumus un
atklajumus. Detalizeta informacija pieejama www.giagen.com
majaslapad.
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artus HSV-1/2 LC PCR komplekts

LietoSanai ar LightCycler ienci.

1. Satura raditajs

Markésana un sastavs

Art. Nr.
4500063

24 reakcijas

Art. Nr.
4500065

96 reakcijas

Zils HSV LC Master

HSVT LC/RG/TM QS 1t
1 x 104 kop./ul

HSV1 LC/RG/TM QS 2a
1 x 103 kop./ul

HSVI1 LC/RG/TM QS 3t
1 x 102 kop./ul

HSV1 LC/RG/TM QS 4a
1 x 10" kop./ul

HSV2 LC/RG/TM QS Tt
1 x 104 kop./ul

HSV2 LC/RG/TM QS 2u
1 x 108 kop./ul

HSV2 LC/RG/TM QS 3a
1 x 102 kop./ul

HSV2 LC/RG/TM QS 4t
1 x 10" kop./ul

HSV LC IC

Water (PCR grade) (Udens (PCR
pakape))

Sarkans

Sarkans

2 X 12 rxns

1 x 200

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200 ul

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200

1 x 200 pl

1 x 1000 pl
1 x 1000 pl

8 x 12 rxns

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200 pl

1 x 200 pl

2 x 1000 I
1 x 1000 pl

a QS = Kvantitafivas noteikSanas standarts
IC = lekséja kontrole

2. Uzglabasana

artus HSV-1/2 LC PCR komplekta sastavdalas jauzglaba no -15°C idz -
30°C temperatura un tas ir stabilas ldz deriguma termina beigdm, kas
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noradits uz etiketes. Atkartota atkausésana un sasaldesana (> 2 reizes)
nav ieteicama, jo tas var samazinat jufibu. Ja reagentus paredzéts
izmantot neregulari, tos nepiecieSams sasaldéet alikvotas dalas.
Uzglabasanas ilgums +4°C temperatura nedrikst parsniegt piecas

stundas.

3. Papildus nepieciesamie materiali un ierices

B Vienreizejas lietoSanas cimdi bez pudera

B DNS izoleSanas komplekts (skafit 8.1 DNS izoléSana)

B Pipetes (pielagojamas)

W Sterili pipetes uzgali ar filtriem

B Virpulmikseris

B Galda centrifGga ar rotoru 2 ml reakcijas mégeném

M Color Compensation Set (,,Krasu kompensacijas komplekts™)
(Roche Diagnostics, kat. Nr. 2 158 850) faila Crosstalk Color
Compensation instalacijai

W LightCycler kapilari (20 pl)

B LightCycler dzesésanas bloks

M LightCycler ierice

M LightCycler iernice vacinu uzlikSanai/nonemsanai

4. Visparéjie piesardzibas pasakumi

Lietotajam vienmer japievers uzmaniba turpmak minétajom:

B Izmantojiet sterilus pipetes uzgalus ar filtriem.

B Uzglabdijiet un ekstrahgjiet pozitivu materidlu (paraugus, kontroles
un amplikonus) atseviski no pargjiem reagentiem un pievienojiet to
reakcijas maisjumam telpiski atdalita iekarta.

B Pirms testa sakSanas rOpigi atkausegjiet visas sastavdalas istabas
temperatura.

B Pec atkausésanas sajauciet visas sastavdalas un isu bridi
centrifugéjiet.

M Stradagijiet atri uz ledus virsmas vai LightCycler dzeseSanas bloka.
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5. Informacija par slimibas izraisitaju

Herpes simplex viruss (HSV) ir atrodams adas bojajumu izdalijumos,
siekalds un maksts sekreta. HSV infekcija tiek parnesta galvenokart tiesa
saskare ar adas bojajumiem, dzimumakta laikd, ka arr perinatali.
Lielakaja dalda HSV pozitivu gadijumu ir raksturigi bojdjumi uz adas,
mutes glotadas un dzimumorganiem. HSV infekcija var but primara (>
90% no Siem gadijumiem ta ir asimptomatiska) vai recidivéjosa
(sekundara). Primara HSV-1 infekcija var izraisit gingivostomatitu,
herpétisku ekzému, keratokonjunktivitu un encefalitu; primara HSV-2
infekcija manifestéjas ka vulvovaginits, meningits un generalizéta herpes
infekcija jaundzimusajiem. Sekundaras infekcijas galvenie simptomi ir
adas bojajumi deguna, mutes un dzimumorganu rajond. Smagakas ir
atkartotas keratokonjunktivita un meningita formas.

6. Reallaika PCR princips

Slimibas izraisitdja konstatéSana ar polimerdzes kédes reakciju (PCR)
pamatojas uz slimibas izraisitdja genoma specifisku regionu
amplifikaciju. Redllaika PCR amplificétais produkts tiek noteikts ar
fluorescejoso krasu palidzibu. Tas parasti ir saistitas ar oligonukleofidu
zondém, kas ir tiesi saistitas ar amplificeto produktu. Novérojot
fluorescences intensitati PCR norises laika (t.i., redllaikd), var konstatet
un kvantitafivi noteikt uzkrgjusos produktu, atkartoti neatverot reakcijas
stobrinus pec PCR norises (Mackay, 2004).

7. Produkta apraksts

artus HSV-1/2 LC PCR komplekts ir lietoSanai gatava sisteéma Herpes
simplex 1 un Herpes simplex 2 virusa DNS noteikSanai un diferencésanai,
izmantojot polimerdzes kedes reakciju (PCR) ar sekojosu kusanas liknes
analizi LightCycler ieficé. HSV LC Master satur reagentus un enzimus
Herpes simplex virusa genoma 148 bp regiona specifiskai amplifikacijai
un specifiskd amplikona tiesai noteikSanai LightCycler ierices fluorimetra
kanala F2. Turklat arfus HSV-1/2 LC komplekts satur otru heterologu
amplifikacijas sisteému iespejamai PCR inhibeSanas konstatésanai. Ta tiek
noteikta ka lekséja kontrole (IC) fluorimetra kandla F3. Analitiskd HSV
PCR noteikSanas robeza netiek samazinata (skafit 11.1. Analitiska jutiba).
Lai atskirtu virusa apakstipus, sisteéma izmanto specifisko zondes kusanas
temperatiru. Kusanas liknes noteikSanas laika signals fluorimetra kanala
F2 HSV-1 gadijuma tiek noteikts 69°C temperatird, bet HSV-2 gadijuma
66°C temperatura. Atkanba no dazadiem ekstrakcijas apstakliem un to
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attiecigo buferizacijas apstaklu del sis vertibas var atskirties par 1-2°C.
Tomeér si novirze bus vienada abiem apakstipiem. Komplektacija
ieklautas arejas pozitivas kontroles (HSVI1 LC/RG/TM QS 1 —4 & HSV2
LC/RG/TM QS T —4) lauj noteikt slimibas izraisitdja slodzi. Detalizetu

informaciju skatit nodala 8.3. Kvantitafiva noteiksana.

Uzmanibu: Temperatiras profils HSV-1 un HSV-2 noteiksanai, izmantojot
artus HSV-1/2 LC PCR komplektu, atbilst artus EBV LC PCR komplekta, artus
VZV LC PCR komplekta un artus CMV LC PCR komplekta profiliem. Tatad so
artus sistemu PCR testus var veikt un analizét viena norisé. Ludzu, nemiet
véra PCR analizes veiksanas rekomendacijas, kas sniegtas 8.3. nodald
Kvantitafiva noteikSsana un 9. nodala Datu analize.

8. Protokols

8.1. DNS izolesana

Dazadi razotdji piedava DNS izolésanas komplektus. Paraugu daudzums
DNS izolesanas procedurai ir atkarigs no izmantota protokola. Ludzu,
veiciet DNS izoléSanu saskand ar razotdja noradijumiem. leteicams
izmantot sadus izoleésanas komplektus:

Parauga Nukleinskabes Kataloga Neséja
materials izolesanas komplekts = numurs Razotajs RNS
Serums, QIAamMpP® UltraSens® 53704 QIAGEN ieklauta
plazma, CSF, Virus komplekts (50)
tri -
LzInepes QIAamp DNA Mini 51304 QIAGEN  nav
komplekts (50) ieklauta
CSF EZ1® DSP Virus 62724 QIAGEN ieklauta

komplekts (48)*

*LietoSanai ar BioRobot® EZ1 DSP darbstaciju (kat. Nr. 2001360) un EZ1 DSP Virus karti
(kat. Nr. 9017707).

Svariga piezime QlAamp UltraSens Virus komplekta un QlAamp DNA Mini
komplekta lietotajiem:

B Neseja RNS izmantoSana ir bUtiski svariga ekstrakcijas efektivitatei un
tatad armf DNS/RNS iegusanai. Ja izvelétaja izoleSanas komplekta
nav ieklauta neséja RNS, nemiet verd, ka neseja (RNS-
Homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, kat. Nr. 27-4110-01)
pievienosana ir stingri ieteicama nukleinskabju ekstrakcijai no
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bezSunu organisma skidrumiem un materidliem ar zemu DNS/RNS
saturu (pieméram, CSF). Sajos gadijumos rikojieties sadi:

a) Izskidiniet liofilizéto neséja RNS, izmantojot ekstrakcijas komplekta
eluésanas buferskidumu (pieméeram, QIAamp DNA Mini
komplekta AE buferskidumu) (neizmantojiet lizes buferskidumu) un
sagatavojiet atskaidijumu ar 1 pg/ul koncentraciju. Sadaliet so
neséja RNS skidumu alikvotas dalas atbilstosi JUsu vajadzibam un
uzglabgjiet tas -20°C temperatirad. lzvairieties no atkartotas RNS
alikvoto dalu atkausésanas un sasaldésanas (> 2 reizes).

b) Izmantojiet 1 ug neséja RNS uz 100 ul lizes buferskiduma.
Pieméram, ja saskand ar ekstrakcijas protokolu ieteicams izmantot
200 ul izes buferskiduma, pievienojiet 2 ul neséja RNS (1 ug/ul) tiesi
izes buferSkidumam. Pirms katras ekstrakcijas jasagatavo svaigs
izes buferskiduma un neséja RNS maisijums (un lek$éja kontrole, ja
nepieciesams, skatit nodalu 8.2. lekseja kontrole) saskand ar talak

izskaidroto pipetésanas shemu:

Paraugu daudzums 1 12

Lizes buferskidums pieméram, 200 pieméram, 2,400 ul
Neseja RNS (1 pg/ul) 2 ul 24 ul
Kopéjais tilpums 202 ul 2424 I
Tilpums uz ekstrakciju katrs 200 ul 200 pl

c) Lai veiktu ekstrakciju, uzreiz izmantojiet tikko sagatavotu lizes
buferskiduma un neséja RNS maisjumu. Maisijuma uzglabdsana
nav iesp&jama.

B Neseja RNS izmantoSana ir bUtiski svariga ekstrakcijas efektivitatei un
tatad armf DNS/RNS iegUsanai. Lai palielinatu QIAamp UltraSens Virus
komplekta ieklautas neséja RNS stabilitati, ieteicams veikt sadas
darbibas, kas atskiras no ekstrakcijas komplekta lietotagja
rokasgramata aprakstita:

a) Izskidiniet liofilizéto neséja RNS pirms ekstrakcijas komplekta pirmas
izmantoSanas 310 ul komplektd ieklauta eluésanas buferskiduma
(gala koncentracija 1 ug/ul, neizmantojiet lizes buferskidumu).
Sadaliet so neséja RNS skidumu alikvotas dalas atbilstosi Jusu
vajadzibdm un uzglabdijiet tas -20°C temperaturd. Izvairieties no
atkartotas RNS alikvoto dalu atkausésanas un sasaldésanas

(> 2 reizes).
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) Pirms katras ekstrakcijas jasagatavo svaigs lizes buferskiduma un
nes€ja RNS maisijums (un lekséja kontrole, ja nepieciesams, skafit
8.2. nodalu lekseja kontrole) saskand ar turpmak izskaidroto
pipetésanas shemu:

Paraugu daudzums 1 12
Lizes buferskidums AC 800 ul 9600 ul
Neseja RNS (1 pg/ul) 5,6 67,2 \l
Kop€jais filpums 805,6 ul 9667,2
Tilpums uz ekstrakciju katrs 800 ul 800 pl

c) Lai veiktu ekstrakciju, uzreiz izmantojiet tikko sagatavotu lizes
buferskiduma un neséja RNS maisjumu. Maisijuma uzglabdsana
nav iespéjama.

B Laisasniegtu visaugstako arfus HSV-1/2 LC PCR komplekta jufibu,
DNS ir ieteicams eluét 50 ul eluésanas buferskiduma.

B QlAamp UltraSens Virus komplekts |auj veikt parauga koncentrésanu.
Ja izmantojat parauga materidlu, kas nav serums vai plazma,
pievienojiet paraugam vismaz 50% (tilpumkoncentracijas) negafivu
cilvéka plazmu.

B Izmantojot izolésanas protokolus ar etilspirtu saturosiem
mazgasanas buferskidumiem, pirms eluésanas veiciet papildu
centrifugésanu (tris minutes, 13 000 apgr./min), lai nonemtu atlikuso
etilspirtu. Tas novers iespejamo PCR inhib&sanu.

B artus HSV-1/2 LC PCR komplektu nedrikst izmantot ar
fenolusaturosam izoleéSanas metodem.

Svariga piezime EZ1 DSP Virus komplekta lietotajiem:

B Neséja RNS izmantosana ir butiski svariga ekstrakcijas efektivitatei un
tatad armf DNS/RNS iegUsanai. Pievienojiet atbilstoSu neseja RNS
daudzumu katrai ekstrakcijai saskand ar EZT DSP Virus komplekta
rokasgramatas noradijumiem.

Svarigi: artus HSV-1/2 LC PCR komplekta lekséjo kontroli var lietot tiesi
izolésanas procedurd (skafit 8.2. nodalu leksgja kontrole).
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8.2. lekséja kontrole

lekséja kontrole (HSV LC IC) ieftilpst komplektd. Tas |auj lietotGjam gan
kontrolét DNS izolésanas procediiru, gan parbaudit iespéjamo PCR
inhibésanu (skafit 1. aft.). lzmantojot EZ1 DSP Virus komplektu ekstrakcijai,
nepieciesams pievienot lekséjo kontroli saskana ar EZ1 DSP Virus
komplekta rokasgramatas noradijumiem. Izmantojot QlAamp UltraSens
Virus komplektu vai QlAamp DNA Mini komplektu, pievienojiet
izoléjumam lekséjo kontroli attieciba 0,1 ul uz 1 ul eluésanas tilpuma.
Piemeram, izmantojot QIAamp DNA Mini komplektu, DNS tiek eluéta
50 ul AE buferskiduma. Tas nozimé, ka sakuma japievieno 5 ul lekséjas
kontroles. lek$éjas kontroles daudzums ir atkarigs tikai no eluésanas
tilouma. lekseja kontrole un neséja RNS (skafit 8.1. nodalu DNS
izoleéSana) japievieno tikai

B [izes buferskiduma un parauga materiala maisjumam vai

M fiesi izes buferskidumam.

leks€jo kontroli nedrikst pievienot tiesi paraugu materidlam. Ja to
pievieno lizes buferskidumam, nemiet véra, ka lekséjas kontroles un lizes
buferskiduma/neséja RNS maisjumam jabut svaigi sagatavotam, un tas
jaizmanto uzreiz (maisjuma uzglabasana istabas temperatira vai
ledusskapr tikai dazas stundas var izraisit lekséjas kontroles darbibas
zudumu un mazinat ekstrakcijas efektivitati). Nepievienojiet lekséjo
konftroli un nese€ja RNS tiesi parauga materialam.

P&c izvéles lekséjo kontroli var izmnantot tikai iesp&jamas PCR inhibésanas
parbaudei (skafit 2. att.). Sim nolOkam pievienojiet 0,5 ul lek$éjas kontroles
uz reakciju tiesi 15 ul HSV LC Master skidumam. Katrai PCR reakcijai
izmantojiet 15 pyl Master Mix skiduma, kas ir sagatavots pec ieprieks
mineta apraksta*, un pievienojiet 5 ul atfinta parauga. Ja PCR norise
paredzeta vairakiem paraugiem, palieliniet HSV LC Master un lekséjas
kontroles tilpumu atbilstosi paraugu daudzumam (skafit 8.4. nodalu PCR

sagatavosana).

artus HSV-1/2 LC PCR komplekti un artus VZV LC PCR komplekti satur
identisku leksgjo kontroli (IC). artus EBV LC PCR komplekti un arfus CMV
LC PCR komplekti ari satur identisku lekséjo kontroli.

*Tilpuma palielindSanads leksejas kontroles pievienoSanas rezultata
netiek nemta véra PCR testa sagatavosanas laika. DetektésSanas
sistemas jutiba netiek samazinata.
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8.3. Kvantitativa noteiksana

Pievienotie Kvantitativas noteiksanas standarti (HSV1 LC/RG/TM QS 14
& HSV2 LC/RG/TM QS 1-4) tiek apstradati ka ieprieks atfirti paraugi un
tiek izmantots tads pats tilpums (5 ul). Lai izveidotu standarta likni
LightCycler ience, jaizmanto visi Cetri HSV-1, ka ar HSV-2 Kvantitativas
noteikSanas standarti un logd Sample Loading Screen tie jadefiné ka
standarti ar noraditu koncentraciju (skafit LightCycler lietotaja
instrukciju, versija 3.5, B nodala, 2.4. punkts Paraugu datu ieraksts). Pec
ieprieks mineta apraksta izveidoto standarta likni iespejams izmantot
turpmakajam norisem, nodrosinot, lai vismaz viens standarts no vienas
koncentracijas ir izmantots pasreiz&ja norisé. Sim nolikam jaimporté
ieprieks izveidota standarta likne (skafit LightCycler lietotdja instrukciju,
versija 3.5, B nodala, 4.2.5. punkts Kvantitafiva noteiksana ar argjo
standarta fikni). Tomér si kvantitativas noteikSanas metode var izraisit

rezultatu novirzes varidcijas del starp dazaddm PCR norisem.

Ja PCR norisé integréta vairak neka viena Herpes artus sistéma, ladzu,
analizgjiet sis dazadas sistémas atseviski, izmantojot atbilstoSos
Kvantitativas noteiksanas standartus.

Uzmanibu: Kvantitativas noteikSanas standarti ir definéti ka kopijas/ul. Lai
konvertetu ar standarta likni iegutas vertibas parauga materidla
kopijas/ml, izmantojiet Sadu vienadojumu:

Rezultats (kopijas/ml) Rezultats (kop./ul) x Eluésanas filpums (ul)

Parauga filpums (mil)

LUdzu, nemiet verq, ka ieprieks sniegtaja vienadojuma ir butiski ievadit
sakotnéjo parauga tilpumu. Tas jdievero, ja parauga tilpums ir mainits
pirms nukleinskabes ekstrakcijas (pieméram, samazinot tilpumu ar
centrifugésanu vai palielinot tilpumu atkartotas papildindsanas
rezultata lidz izoléjumam nepiecieSamajam tilpumam).

Svarigi: Noradijumi artus sistemu kvantitafivajai analizei LightCycler iericé
ir pieejami interneta vietné www.qiagen.com/Products/ByLabFocus/MDX
(Tehniska piezime kvantitativajai noteiksanai LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai
LightCycler 2.0 ierice).

8.4. PCR sagatavosana

Parliecinieties, vai dzesesanas bloks, ka ar kapilaru adapteri
(LightCycler ierices piederumi) ir ieprieks atdzeséti lidz +4°C
temperaturai. levietojiet velamo LightCycler kapilaru skaitu dzesésanas
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bloka adapteros. Parliecinieties, vai PCR norisé ir ieklauts vismaz viens
Kvantitativas noteiksanas standarts (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 & HSV?2
LC/RG/TM QS 1-4), ka an viena negafiva kontrole (Water, PCR grade).
Lai izveidotu standarta likni, katrai PCR norisei izmmantojiet visus
piedavatos Kvantitafivas noteiksanas standartus (HSV1 LC/RG/TM QS 1-
4 & HSV2 LC/RG/TM QS 1-4). Pirms katras lietosanas reizes visi reagenti
pilnibd jaatkause, jasamaisa (atkartoti ievelkot pipete un izspiezot no tas
vai atri sajaucot virpulmiksert) un 1su bridi jGcentrifuge.

Ja vélaties izmantot lekséjo kontroli, lai monitorétu DNS izolésanas
procediru un parbauditu iespéjamo PCR inhibésanu, ta jau ir pievienota
izol&jumam (skafit 8.2. nodalu lek3éja kontrole). Saja gadijuma, 10dzu,

izmantojiet turpmak izskaidroto pipetésanas shemu (shematisku
attelojumu skafit 1. att.):

Paraugu daudzums 1 12
1. Master Mix sagatavosana HSV LC Master 15yl 180 ul
HSV LC IC O pl O pl
Kopé€jais tilpums 15 pl 180 ul
2. PCR testa sagatavosana Master Mix 15yl katrs 15 pl
Paraugs Syl katrs 5 ul

Kopé€jais tilpums 20 ul  katrs 20

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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Ja veélaties izmantot lekSéjo kontroli tikai PCR inhibésanas parbaudei, fo
japievieno tiesi HSV LC Master skidumam. Saja gadijuma, 10dzu,

izmantojiet turpmak izskaidroto pipetésanas shemu (shematisku
attélojumu skatit 2. aftt.):

Paraugu daudzums 1 12
1. Master Mix sagatavosana HSV LC Master 15 pl 180
HSV LC IC 0,5 ul 6 ul
Kop€jais filpums 15,5 pl* 186 ul*
2. PCR testa sagatavosana Master Mix 15 ul*  katrs 15 plI*
Paraugs Sl katrs 5 pl

Kopé€jais tilpums 20yl katrs 20

*Tilpuma palielindsanads leksgjas kontroles pievienoSanas rezultata netiek nemta vera
PCR testa sagatavosanas laika. DetektéSanas sistemas jufiba netiek samazinata.

Ar pipeti iepiliniet 15 pyl Master Mix katra kapilara plastmasas rezervuara.
Tad pievienojiet 5 ul elueta parauga DNS. Izmantojiet 5 ul vismaz viena
Kvantitafivas noteikSanas standarta (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1-4) ka pozifivu kontroli un 1 ul udens (Water, PCR grade)
ka negafivu kontroli. Noslédziet kapilarus. Lai parnestu maisjumu no
plastmasas rezervuara uz kapilaru, 10 sekundes centrifugéjiet adapterus
ar kapilariem galda centrifugd ar maksimalo atrumu 400 x g

(2000 apgr./min).
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leksejas kontroles pievienosana attirisanas procedurai

1. att. Shematiska darba plisma atfinsanas proceduras un PCR inhibésanas kontrolei.
* Parliecinieties, vai sSkidumi ir pilnibd atkauséti, ropigi sajaukti unisu bridi centrifugéti.
leksejas kontroles pievienosana artus Master SKidumam
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2. aft. Shematiska darba plisma PCR inhibésanas konftrolei.

* Parliecinieties, vai skidumi ir pilniod atkauséti, ropigi sajaukti unisu bridi centrifugéti.
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8.5. LightCycler ierices programmeésana

Lai noteiktu Herpes simplex virusa DNS, izveidojiet temperaturas profilu
sava LightCycler ierice, ieverojot piecas turpomak minétds darbibas ( 3.—
7. att.).

A. Karsta starta enzima sakotnéja aktivizésana, 3. aftt.
“Touch Down" solis, 4. att.
. DNS amplifikacija, 5. att.

O 0O @

. Kusanas likne, 6. att.

m

. Dzesesana, 7. aftt.

lpasu uzmanibu pievérsiet Analysis Mode, Cycle Program Data un
Temperature Targets iestafijumiem. Attélos Sie iestatjumi attéloti
melnajos ramjos. Detalizéta informacija par LightCycler iences
programmesanu pieejama LightCycler lietotdja instrukcija.

1 Cycle Program Dat hakEiEods 2
— [— af Quantification —
%j—ﬂﬂ Melting Curves

Temperature largets

Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate (*C/ s)
I’Secondary Target Temperature (*C)

Step Size ('C)
’, Step Delay (cycles)

|—Acquisiti0n Mode

2000 [0 (500 [sl0 5 NONE (5 @D

3. att. Karsta starta enzima sakotnéja aktivizésana.
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1 ICycle Pragram Data e p
— [— o Quantification fu—
M,—wlﬂ Melting Curves

emperature |argets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature ('C)

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|_ [—Acquisition Mode
0 1 >

4. att. "Touch Down' solis.

ICycle Program Data
4 = F Quantification
Cyeles||_40f3

‘Temperature largets
Target Temperature (°C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ("C/{ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|—Acquisiti0n Mode

5. att. DNS amplifikacija.
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ICycle Program Data Rpalvaoeasl None
—_ S Janiiica .
1 o ,—13; uantification 2

ITemperature |argets
Target Temperature ("C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate (°C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
I_ [—Acquisition Mode

6. att. Kusanas lkne.
1 Cycle Program Dat Analysis Mode BRENE 2
— A Quantification -
oyols| 1

?emperature Targets

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

Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
’7 Step Delay (cycles)

|—Acquisition Mode
200050 [5o0 |30 [5NONE |5 G |

7. att. Dzesésana.

9. Datu analize

Veicot daudzkrasu analizi, rodas traucejumi starp fluorimetra kandliem.
LightCycler iefices programmatird atrodas fails ar nosaukumu Color
Compensation File, kas kompensé 5os frauce&jumus. Atveriet So failu
pirms, péc vai PCR norises laika, aktivizéjot pogu Choose CCC File vai
Select CC Data. Ja fails Color Compensation File nav instaléts,
izveidojiet to saskana ar LightCycler lietotaja instrukcijas noradijumiem.
Péc Color Compensation File aktivizEsanas parddads atseviski signdli
fluorimetra kanalos F1, F2 un F3. Ar artus HSV-1/2 LC PCR komplektu
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ieguto PCR rezultatu analizei izvelieties fluorescences displeja iespéju
F2/Back-F1 analitiskajai HSV PCR un F3/Back-F1 lekséjas kontroles PCR.
Lai veiktu norisu kvantitativo analizi, sekojiet noradijumiem 8.3. nodala
Kvantitafivd noteikSana un Tehniskaja piezimé kvantitativajai noteiksanai
LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler 2.0 iericés interneta vietné
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Ja PCR norisé integréta vairak neka viena Herpes artus sistéma, ladzu,
analizéjiet Sis dazadas sistémas atseviski, izmantojot atbilstoSos
Kvantitativas noteiksanas standartus. Tas attiecas ari uz abu HSV apakstipu
analizi. HSV-1 paraugu kvantitativas noteiksanas rezultatus skatiet standarta
likné, kas izveidota ar HSV-1 standartiem (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4). HSV-2
izmantojiet standarta likni, kas izveidota pamatojoties uz HSV-2 standartu
anahzi (HSV2 LC/RG/TM QS 1-4).
Iriespé&jami $adi rezultati:

1. Signals ir uztverts fluorimetra kandala F2/Back-F1.

Analizes rezultats ir pozitivs: Paraugs satur HSV DNS.

Saja gadijuma signdla uztversana F3/Back-F1 kanald nav
obligata, jo augstas HSV DNS sakotnejas koncentracijas (pozitivs
signals F2/Back-F1 kanala) var novest pie vaja lekséjas kontroles
fluorescences signdla vai fluorescences signala tfrokuma F3/Back-
F1 kanala (konkurence).

HSV-1 un HSV-2 amplikonus iespéjams diferencét péc kusanas
temperataras (kanals F2/Back-F1, programmas melting curve); HSV-1
kusanas temperatira ir 69°C, bet HSV-2 — 66°C. Atkariba no dazadiem
ekstrakcijas apstakliem un to attiecigo buferizacijas apstaklu dél sis
vértibas var atskirties par 1-2°C. Tomeér Si novirze bis vienada abiem
apakstipiem.

2. Fluorimetra kandla F2/Back-F1 nav uztverts signadls. Vienlaicigi
lekséjas kontroles signdls paradads F3/Back-F1 kanadla.

Parauga nav nosakams HSV DNS. Rezultatu var uzskafit par
negafivu.

Negafivas HSV PCR gadijuma uztverts lekSéjas kontroles signdls
izsledz PCR inhibésanas iespéju.

3. Signadls nav uztverts ne F2/Back-F1, ne F3/Back-F1 kandla.
Diagnozi nevar uzstadit.

Informacija par klodu avotiem un to risindjumu pieejama 10.
nodala Problému noversana.
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Pozitivo un negafivo PCR reakciju, ka ar diferencidacijas kusanas liknu
piemeéri attéloti 8.-12. attela.
¥ o
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Fluorescence (F2/Back-F1)
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8. att. Kvantitafivas noteiksanas standartu (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4) detektésana
fluorimetra kanald F2/Back-F1. NTC: bez matricas kontrole (hegafiva kontrole).
Booz
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0.01 —-
0.009:
0.008—-

0.007
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a
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0.003
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D001 :
0 5 10 15

20
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9. att. lekséjas kontroles (IC) detektéSana fluorimetra kanala F3/Back-F1, vienlaikus
veicot Kvantitafivas noteikSanas standartu (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4) amplifikaciju.
NTC: bez matricas kontrole (negafiva kontrole).

20 artus HSV-1/2 LC PCR komplekta rokasgramata 02/2015



B o7

Fluorescence (F2/Back-F1)
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10. att. Kvantitativas noteiksanas standartu (HSV2 LC/RG/TM QS 1-4) detektésana
fluorimetra kanald F2/Back-F1. NTC: bez matricas kontrole (hegafiva kontrole).
B
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11. att. lekséjas kontroles (IC) detektéSana fluorimetra kanald F3/Back-F1, vienlaikus
veicot Kvantitafivas noteiksanas standartu (HSV2 LC/RG/TM QS 1-4) amplifikaciju.
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12. att. HSV-1 un HSV-2 diferencidcijas piemeérs fluorimetra kanald F2/Back-F1
(programma Melting Curve).

10. Problemu noveéersana

Nav signala ar pozitivam kontrolém (HSV1 LC/RG/TM QS 1-4 & HSV2
LC/RG/TM QS 1-4) fluorimetra kanala F2/Back-F1:

M PCR datu analizei izvelétais fluorimetra kandls neatbilst protokolam.

=» Analitiskajai HSV PRC datu analizei izveélieties fluorimetra kanalu

F2/Back-F1 un lekséjas kontroles PCR fluorimetra kandlu F3/Back-
F1.

B Nepareiza LightCycler ierfices temperaturas profila
programmesana.

=» Salidziniet temperaturas profilu ar protokolu (skafit 8.5. nodalu
LightCycler ierices programmeéesana).
B Nepareiza PCR reakcijas konfiguracija.

=» Parbaudiet darba solus ar pipeteSanas shemas palidzibu (skafit

nodalu 8.4. PCR sagatavosana) un nepiecieSamibas gadijuma
atkartojiet PCR.

B Uzglabasanas nosacijumi vienai vai vairdkam komplekta
sastavdaldm neatbilst noradijumiem 2. nodald Uzglabdsana vai
artus HSV-1/2 LC PCR komplekta deriguma termins ir beidzies.
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= Parbaudiet reagentu uzglabdsanas nosacijumus un defiguma
terminu (skafit komplekta etiketi) un, ja nepieciesams, izmantojiet
jaunu komplektu.

Vajs lekséjas kontroles signals vai nav signala fluorimetra kanala F3/Back-F1
un vienlaikus nav signala kanala F2/Back-F1:

M PCR apstakli neatbilst protokolam.

=» Parbaudiet PCR apstaklus (skafit ieprieks) un nepiecieSamibas
gadijuma atkartojiet PCR ar pareiziem iestatjumiem.

B PCRirinhibéeta.

=» Pdarliecinieties, vai izmantojat rekomendéto izoleéSanas metodi
(skafit 8.1. nodalu DNS izolésana) un stingri ieveérojat razotadja
noradijumus.

=» Pdarliecinieties, vai DNS izolésanas laikd pirms eluésanas tika veikta
rekomendéta papildu centrifugesana, lai nonemtu jebkadus
etilspirta atlikumus (skafit 8.1. nodaju DNS izolésana).

B DNS ekstrakcijas laika ir pazaudéta.

=» Ja ekstrakcijai tika pievienota lekséja kontrole, leks€jas kontroles
signdla trukums var noradit uz DNS pazaudésanu ekstrakcijas laika.
Parliecinieties, vai izmantojat rekomendéto izoleSanas metodi
(skafit 8.1. nodalu DNS izoléSana) un stingri ieverojat razotdja
noradijumus.

B UzglabdasSanas nosacijumi vienai vai vairdkam komplekta
sastavdaldm neatbilst noradijumiem 2. nodald Uzglabdsana vai
artus HSV-1/2 LC PCR komplekta deriguma termins ir beidzies.

= Parbaudiet reagentu uzglabdsanas nosacijumus un deriguma
terminu (skafit komplekta etiketi) un, ja nepieciesams, izmantojiet
jaunu komplektu.

Signali ar negativu kontroli analitiskas PCR fluorimetra kanala F2/Back-F1.
B PCR sagatavosanas laika radds kontamindcija.
=> Atkartojiet PCR ar jauniem reagentiem replikatos.

= Jaiesp&jams, noslédziet PCR mégenes tiedi péc testéjama
parauga pievienosanas.

=» Pozitivo kontroli vienmér pipetéjiet pedéjo.

=» Pdarliecinieties, vai darba vieta un ierices tiek regulari firitas.

B Ekstrakcijas laika radds kontaminacija.
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= Atkartojiet testejama parauga ekstrakciju un PCR, izmantojot
jaunus reagentus.

=» Pdarliecinieties, vai darba vieta un ierices tiek regulari firitas.

Ja Jums rodas jautdjumi vai problemas, sazinieties ar musu tehnisko
dienestu.

11. Tehniskie parametri

11.1. Analitiska jutiba

Lai noteiktu artus HSV-1/2 LC PCR komplekta analitisko jufibu, tika
uzstaditas HSV-1 un HSV-2 standarta atskaidijumu séerijas no 31,6 lldz
nominalam 0,0115 kopijas ekvivalenti*/ul un analizetas, izmantojot
artus HSV-1/2 LC PCR komplektu. Testésana tika veikta tris dazadas
diends, izmantojot astonus replikatus. Rezultati tika noteikti ar probita
analizi. Probita analizes grafiskais attélojums ir redzams 13. un 14. attela.
artus HSV-1/2 LC PCR komplekta analitiskad HSV-1 un HSV-2 detektésanas
robeza konstanti ir 1 kopija/ul (p =0,05). Tas nozime, ka pastav 95%

kopijas detektesanas varbutiba.

Probita analize: Herpes simplex viruss 1 (LightCycler)

0.02331 2 1 copyipl (95%)

Proportions

3,00 2,00 -1.00 000 100 200
log (dose)

13. att. arfus HSV-1/2 LC PCR komplekta analitiska jufiba (HSV-1).

* Standarts ir klonéts PCR produkts, kura koncentracija ir noteikta absorbcijas un
fluorescences spekiroskopijas cela.
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Probita analize: Herpes simplex viruss 2 (LightCycler)

0.03291 2 1 copy/pl (95%)

Proportions

-3,00 100 20

0
log (dose)

14. att. artus HSV-1/2 LC PCR komplekta anaiitiskd jufiba (HSV-2).

11.2. Specifiskums

artus HSV-1/2 LC PCR komplekta specifiskumu pirmkart un galvenokart
nodrosina praimeru un zonzu, ka ar stingru reakcijas apstaklu izvéle.
Praimeri un zondes ar sekvences salidzinGSanas analizes palidzibu tika
parbauditi Uz iespéamam homologijdm visdm génu bankas
publicetajam sekvencem. Tadejadi ir nodrosinata visu attiecigo celmu
identificejamiba.

Turklat specifiskums tika apstiprindts ar 30 dazadiem HSV negativiem

ar HSV LC Master ieklautajiem HSV specifiskajiem praimeriem un
zondéem.

Lai noteiktu artus HSV-1/2 LC PCR komplekta specifiskumu, nakamaja
tabula (1. tabula) minéta kontroles grupa tika parbaudita uz krustenisko
reaktivitati. Neviens no padrbauditgjiem slimibas izraisitdjiem nebija
reaktivs.

___________________________________________________________________________________________________________________________________________________________|
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1. tabula. Komplekta specifiskuma parbaude ar potenciali krusteniski
reagéjosiem slimibas izraisitajiem.

HSV-1/2 lekséja kontrole

Kontroles grupa (F2/Back-F1) (F3/Back-F1)
Cilveka herpes viruss 3 (Varicella - +
zoster viruss)

Cilvéka herpes viruss 4 (Epsteina-Barra _ +
VIruss)

Cilvéka herpes viruss 5 - +
(Citomegaloviruss)

Cilveka herpes viruss 6 A - +
Cilveka herpes viruss 6 B - +
Cilveka herpes viruss 7 - +
Cilvéka herpes viruss 8 (ar Kaposi - +

sarkomu asociétais herpes viruss)

11.3. Precizitate

artus HSV-1/2 LC PCR komplekta precizitates dati |auj noteikt kopejo
testa novirzi. Kop&jo novirzi veido vienas analizes rezultatu variacija
(daudzu paraugu rezultatu mainigums tadai pasai koncentracijai viena
eksperimenta ietvaros), dazadu analizu rezultatu variacija (daudzu testu
rezultatu mainigums, kas ir iegUti ar tadda pasa fipa dazddiem
instrumentiem un ko ir veikusi dazadi operatori viend laboratorija) un
dazadvu partiju analizu rezultatu variacija (daudzu testu rezultatu
mainigums, izmantojot dazadas partijas). legUtie dati tika izmantoti, lai
noteiktu slimibas izraisitdjam specifiskds un lekséjas kontroles PCR

standartnovirzi, variaciju un variacijas koeficientu.

artus HSV-1/2 LC PCR komplekta precizitates dati tika savakti, izmantojot
zemakas koncentracijas Kvantitativas noteiksanas standartu (QS 4; 10
kopijas/ul). TesteSana tika veikta, izmantojot astonus replikatus.
Precizitates dati tika aprekindti, pamatojoties uz amplifikacijas liknu Ct
verfioam (Ct: sliekSna cikls, skafit 2. tabulu/4. tabulu). Turklat kvantitativo
rezultatu precizitates dati ka kopijas/ul tika noteikti, izmantojot
atbilstosas Ct vertibas (3. tabula/5. tabula). Pamatojoties uz Siem
rezultatiem, katra dotd parauga visparéja statiska izkliede ar minéto
koncentracijuir 1,67% (Ct; HSV-1) un 1,95% (Ct; HSV-2) vai 20,66% (konc.,
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HSV-1) un 22,42% (konc., HSV-2), leks€jas kontroles noteikSanai 1,23%
(Ct; HSV-1) un 1,04% (Ct; HSV-2). So vérfibu pamata ir noteikto variaciju
visu atsevisku vérfibu kopums.

2. tabula. HSV-1 precizitates dati uz Ct vertibu pamata

Variacijas
koeficients [%]
Standartnovirze Variacija
Vienas analizes 0,27 0,07 1.13

rezultatu varidacija:
HSV1 LC/RG/TM QS 4

Vienas analizes 0,03 0,00 0,23
rezultatu varidacija:

lekséja kontrole

Dazadu analizu 0,39 0,15 1,66
rezultatu varidacija:

HSV1 LC/RG/TM QS 4

Dazadu analizu 0,12 0,01 0,99
rezultatu varidacija:

lekséja kontrole

Dazadu partiju analizu 0,41 0,17 1,72
rezultatu varidacija:

HSV1 LC/RG/TM QS 4

Dazadu partiju analizu 0,17 0,03 1,40
rezultatu varidacija:

lekséja kontrole

Kopé€ja varidacija: 0,39 0,15 1,67
HSVI1 LC/RG/TM QS 4
Kopé€ja varidacija: 0,15 0,02 1,23

lekséja kontrole
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3. tabula. HSV-1 precizitates dati, balstoties uz kvantitativiem rezultatiem
(kopijas/pl)

Variacijas
koeficients [%]
Standartnovirze Variacija
Vienas analizes rezultatu 1,76 3,08 17.34
variacija:
HSVI1 LC/RG/TM QS 4

Dazadu analizu rezultatu 2.02 4,08 19,82
variacija:
HSV1 LC/RG/TM QS 4

Dazadu partiju analizu 2,37 5,64 23,10
rezultatu varidacija:

HSVT LC/RG/TM QS 4

Kopé€ja variacija: 2.11 4,46 20,66
HSV1 LC/RG/TM QS 4
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4. tabula. HSV-2 precizitates dati uz Ct vertibu pamata

Variacijas
koeficients [%]
Herpes simplex viruss 2 Standartnovirze Variacija
Vienas analizes 0,22 0,05 0,90

rezultatu variacija:.
HSV2 LC/RG/TM QS 4

Vienas analizes 0,04 0,00 0,33
rezultatu varidacija:

lekséja kontrole

Dazadu analizu 0,62 0,38 2,51
rezultatu varidacija:

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Dazadu analizu 0,12 0,01 0,98
rezultatu varidacija:

lekséja kontrole

Dazadu partiju analizu 0,38 0,14 1,52
rezultatu varidacija:

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Dazadu partiju analizu 0,14 0,02 1,12
rezultatu varidacija:

lekséja kontrole

Kopé&ja varidacija: 0,48 0,23 1,95
HSV2 LC/RG/TM QS 4
Kopé€ja varidacija: 0,13 0,02 1,04

lekséja kontrole
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5. tabula. HSV-2 precizitates dati, balstoties uz kvantitativiem rezultatiem
(kopijas/pl)

Variacijas
koeficients [%]
Herpes simplex viruss 2 Standartnovirze Variacija
Vienas analizes 1,39 1,94 13,82

rezultatu varidacija:
HSV2 LC/RG/TM QS 4

Dazadu analizu 286 8,20 27 46
rezultatu variacija:

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Dazadu partiju analizu 1.96 3,85 19,27
rezultatu varidacija:

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Kopé€ja variacija: 2.30 5,31 22,42
HSV2 LC/RG/TM QS 4

11.4. Robustums

Robustuma parbaude |auj noteikt kopéjo artus HSV-1/2 LC

PCR komplekta atteicu biezumu. 30 HSV negativos cerebrospindld
skidruma paraugos tika ievaditas 3 kopijas/pl HSV-1 kontroles DNS
eluésanas tilpuma (analitiskas jutibas robezas aptuveni triskarteja
koncentracija). Pec ekstrakcijas ar QIAamp DNA Mini komplektu
(QIAGEN; skafit 8.1. nodalu DNS izoleSana) Sos paraugus analizeja,
izmantojot artus HSV-1/2 LC PCR komplektu. HSV-2 analizi veica lidzigi
Visiem HSV-1 un HSV-2 paraugiem kludu intensitate sastadija 0%. Turklat
leks€jas kontroles robustums tika novértéts, attirot un analizejot 30 HSV
veidoja 0%. Inhibicijas netika noveérotas. Tatad artus HSV-1/2 LC

PCR komplekta robustums ir 2 99%.
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11.5. Atrazosanas spéja

Atrazosanas spéejas dati lauj veikt artus HSV-1/2 LC PCR komplekta
regularu darbibas vertésanu, ka ar efektivitates salidzingSanu ar citiem
produktiem. Sie dati ir iegUti, piedaloties izveidotajas efektivitates
programmas.

11.6. Diagnostikas vértéjums

Sobrid artus HSV-1/2 LC PCR komplekts ir paklauts vairdkiem vértésanas
pétjumiem

12. Produkta izmantosanas ierobezojumi

M Visi reagenti ir paredzéti izmantosanai tikai in vitro diagnostika.

Produktu ir atlauts izmantot tikai persondlam, kas ir speciali
apmacits un trenéts in vitro diagnostikas proceduru veiksana.

B Lai nodrosinatu optimalus PCR rezultatus, obligati jaievero lietotdja
instrukcijas noradijumi.

B NepiecieSsams pieverst uzmanibu deriguma terminam, kas noradits
uz kastes un visu sastavdalu etiketem. Neizmantojiet sastavdalas,
kurdm ir beidzies deriguma termins.

13. Drosibas informacija

artus HSV-1/2 LC PCR komplekta drosibas informacija ir pieejama
atftiecigajas drosibas datu lapds (SDS). Drosibas datu lapas erta un
kompakta PDF formata ir pieejamas tieSsaisté www.qiagen.com/safety.

14. Kvalitates kontrole

Saskand ar QIAGEN ISO 9001 un ISO 13485 sertificeto Visparejo kvalitates
kontroles sistemu, katra arfus HSV-1/2 LC PCR komplekta partija ir
parbaudita uz ieprieks noteiktam specifikacijam, lai nodrosinatu
pastavigu produkta kvalitati.
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16. Simboli
Derigs ldz

Partijas numurs

Razotdjs
Kataloga numurs

Materiala numurs
Rokasgramata

In vitro diagnostikas medicinas ierice
Etilspirts
GTIN Globalais firdzniecibas identifikdcijas numurs

Satur atbilstosu daudzumu <N> testiem

Temperaturas ierobezojums

s <ggas IR

S Kvantitativas noteiksanas standarts

-~ O

C lekséja kontrole
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artus HSV-1/2 LC PCR komplekts
PreCu zimes un atrunas

QIAGEN®, QIAamp®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); Light Cycler® (Roche Diagnostics).

Saja dokumenta lietotie registrétie nosaukumi, pre&u Zimes u. tml., pat ja nav Tpasi atziméti, ir aizsargati ar likumu.

artus HSV-1/2 LC PCR komplekts, BioRobot EZ1 DSP darbstacija un EZ1 DSP Virus komplekts un karte ir diagnostikas ierices ar CE
markéjumu, kas atbilst Eiropas Parlamenta un Padomes Direkfivai 98/78/EK par medicinas ieficém, ko lieto in vitro diagnostika. Nav
pieejams visas valsfis.

QIAamp komplekti ir paredzéti visparéjai izmantosanai laboratorija. Netiek pienemtas nekadas pretenzijas attiecibd uz informacijas
sniegSanu par slimibas diagnozi, profilaksi vai arstéSanu.

legadaijoties arfus PCR komplektus, tiek pieskirta ierobezota licence, kas lauj izmantot tos polimerdzes kédes reakcijas (PCR) procesos
cilvéku un dzivnieku in vitro diagnostika kopd ar termocikleru, kura izmantoSanu PCR procesa automatizéta funkcionésand paredz
licences priek§apmaksa, veicot maksdjumu uznémumam Applied Biosystems, vai pirk§ana, 1. i., autorizéts termociklers. Uz PCR procesu
attiecas arvalstu partneriem piemérojamie ASV patentu Nr. 5219727; 5322770; 5210015; 5176995; 6040166; 6197563; 5994056; 6171785;
5487972; 5804375; 5407800; 5310652 un 5994056, kuru ipasnieks ir F. Hoffmann-La Roche Ltd.
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