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Sihtotstarve

Komplekt artus CMV RG PCR Kit on in vitro nukleiinhappe amplifikatsioonianaliis
tsitomegaloviiruse  (CMV) DNA  kvantitatiivseks mé&dramiseks inimese plasmas. See
diagnostilise analiisi komplekt kasutab polimeraasi ahelreaktsiooni (Polymerase Chain
Reaction, PCR) ja on konfigureeritud kasutamiseks seadmetega Rotor-Gene Q Instruments.

Komplekt artus CMV RG PCR Kit on ette néhtud kasutamiseks koos kliinilise esitlus- ja muude
laboratoorsete markeritega CMV-nakkuse raviks haigusriskiga patsientidel.

Komplekti artus CMV RG PCR Kit tulemusi tuleb tdlgendada kaigi vastavate kliiniliste ja
laboratoorsete leidude kontekstis.

Komplekt arftus CMV RG PCR Kit ei ole ette nahtud kasutamiseks CMV esinemise sdeluuringuna
veres ega veretoodetes ega diagnostilise testina CMV nakkuse olemasolu kinnitamiseks.

Kirjeldus jo pchiméte

Komplekt artus CMV RG PCR Kit on kasutusvalmis sisteem CMV DNA tuvastamiseks,
kasutades polimeraasi ahelreakisiooni (Polymerase Chain Reaction, PCR) seadmetel Rotor-
Gene Q MDx Instruments. Pdhisegu CMV RG Master sisaldab reaktiive ja ensiime CMV
genoomi 105 bp Major Immediate Early Gene (MIE) piirkonna (analits on vaimeline
tuvastama CMV  genotilpe gB1-gB4) spetsiifiliseks amplifitseerimiseks ja  spetsiifilise

amplikoni otseseks tuvastamiseks Rotor-Gene Q MDx fluorestsentskanalis Cycling Green.

Lisaks sisaldab komplekt arfus CMV RG PCR Kit teist heteroloogset amplifikatsioonisiisteemi
voimaliku PCR-i inhibeerimise tuvastamiseks. See tuvastatakse sisemise kontrollina (Internal
Control, IC) Rotor-Gene Q MDx fluorestsentskanalis Cycling Yellow. Tarnitakse vélised
positiivsed kontrollid (CMV QS 1-4), mis vdimaldavad méadrata viiruse DNA  kogust.

Lisateavet leiate jactisest ,Maaramine”, lk 22.
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Teave haigustekitajate kohta

Inimese tsitomegaloviirust (CMV) leidub nakatunud inimestel veres, kudedes ja peaaegu kaigis
sekrefoorsetes vedelikes. Nakatumine vdib olla oraalsel, seksuaalsel, vereiilekande vai
elundisiirdamise, emakasisesel vai perinataalsel viisil (1-4). CMV viirusosakeste hulga testimine

on oluline haiguste riski hindamisel, haiguse diagnoosimisel ja ravivastuse jalgimisel (5).

CMV-ga nakatumine viib sageli asimptomaatilise infektsioonini, millele jargneb viiruse
eluaegne pisimine kehas. Kui simptomid ilmnevad teismelistel vai tdiskasvanutel, sarnanevad
need palavikuga mononukleoosi, ndrga hepatiidi ja ildise halva enesetundega (6). Raskeid
CMV-nakkuse kulgu on tdheldatud eriti emakasisestel nakatunutel ja immuunpuudulikkusega
patsientidel (4,7).

Protseduuri pdhiméte

Patogeeni tuvastamine polimeraasi ahelreaktsiooni (Polymerase Chain Reaction, PCR) abil
pdhineb patogeeni genoomi spetsiifiliste piirkondade amplifitseerimisel. Realtime PCR-iga
tuvastatakse amplifitseeritud produkt fluorestsentsvérvide abil. Need on tavaliselt seotud
oligonukleotiidsondidega, mis seonduvad  spetsiifiliselt  amplifitseeritud  produktiga.
Fluorestsentsi intensiivsuse dlgimine PCR-i ajal (st reaalajas) vdimaldab akumuleeruvat
produkti tuvastada ja  kvantifitseerida, ilma et peaks pdrast PCR-i  kaivitamist

reakisioonikatsuteid uuesti avama (8).
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Kaasasolevad materjalid

Komplekti sisu

artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
Katalooginumber 4503263 4503265
Reaktsioonide arv 24 96
Sinine CMV RG Master (Taq 0,1 Ghikut/pl) 2 x 12 reakisiooni 8 x 12 reakisiooni
Kollane CMV Mg-Sol* Mg-Sol 600 600 pl
Punane CMV QS 11 (1 x 104 koopiat/pl) Qs 200 pl 200 pl
Punane CMV QS 21 (1 x 103 koopiat/pl) Qs 200 pl 200 pl
Punane CMV QS 31 (1 x 102 koopiat/pl) Qs 200 pl 200 pl
Punane CMV QS 41 (1 x 101 koopiat/pl) Qs 200 pl 200
Roheline CMV RG ICH |c 1000 pl 2 x 1000 pl
Valge Water (Vesi) (PCR-klass) 1000 pl 1000 pl
Kasutusjuhised [:Ij] 1 1

* Magneesiumilahus

t Kvantifitseerimise standard

* Sisemine kontroll
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Vaijalikud, kuid mitte kaasasolevad materjalid

Reaktiivid

DNA eraldamise komplekt (vt ,DNA eraldamine”, k 12)

Kulumaterjalid

Steriilsed filtritega pipetiotsikud

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, kasutamiseks rootoriga 72-Well Rotor (katalooginr 281103 vai
981106)

Teise voimalusena: PCR Tubes, 0.2 ml, kasutamiseks rootoriga 36-Well Rotor
(katalooginr 981005 vai 981008

Seadmed

Pipetid (reguleeritavad)”

Keerissegisti®

Lauatsentrifuug” rootoriga 2 ml reaktsioonikatsutitele

Seadmed Rotor-Gene Q MDx Instruments” fluorestsentskanalitega Cycling Green ja Cycling
Yellow

Rotor-Gene Q tarkvara versioon 2.3.5 vai uuem

Jahutusplokk (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, katalooginr 9018901, v&i Loading Block 96
x 0.2 ml Tubes, katalooginr 9018905)

" Enne kasutamist veenduge, et seadmed oleksid kontrollitud ja vastavalt tootja soovitustele kalibreeritud.
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Hoiatused ja ettevaatusabindud

Ohutusteave

Kemikaalidega t66tamise korral kandke alati sobivat laborikitlit, Ghekordselt kasutatavaid
kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks tutvuge vastavate ohutuskaartidega (Safety Data
Sheet, SDS). Need on saadaval mugavas ja kompakises PDF-vormingus veebiaadressil
www.qgiagen.com/safety, kus saate vaadata kdiki QIAGENi komplekti ja selle osade

ohutuskaarte ning need vélja printida.
Havitage proovivatu- ja analisijaatmed vastavalt kohalikele ohutusnduetele.

Ettevaatusabindud
Kasutaja peaks alati tahelepanu péérama jargmisele.

e Kasutage filtritega steriilseid pipetiotsikuid.
Hoidke ja ekstraheerige positiivseid materjale (proovid, positiivsed kontrollid ja amplikonid)
kdigist muudest reaktiividest eraldi ja lisage need reakisioonisegusse ruumiliselt eraldatud
rajatises.

e Enne analiisi alustamist sulatage kaik komponendid hoolikalt toatemperatuuril (15-25 °C).

e Sulanult segage komponendid (korduvalt pipeteerides Gles ja alla véi pulseerides keerissegistil)
ja tsentrifuugige korraks.

e Todtage kiiresti ja hoidke komponente jGdl vai jahutusplokis (72/96 sivendiga laadimisplokis).
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Reaktiivide hoiustamine ja késitsemine

Komplekti artus CMV RG PCR Kit komponente tuleb hoida temperatuuril =30 °C kuni -15 °C
ja need on stabiilsed etiketil margitud kalblikkusaja 16puni. Véltida tuleks korduvat sulatamist
ja kilmumist (> 2x), kuna see vdib vahendada analiusi tundlikkust. Kui reaktiive tuleb
kasutada vahelduvalt, tuleb need alikvootidena kilmutada. Sailitamine temperatuuril 2-8 °C
ei tohiks tletada 5 tundi.

Kasitsemise ja sdilitamise néidis

Markus. Kaiki proove tuleb kasitleda potentsiaalselt nakkusohtliku materjalina.

Mérkus. Selle komplekti toimivuse kontrollimiseks ldbi viidud analiitilistes uuringutes
viidatakse EDTA plasmale kui CMV tuvastamiseks sobivaimale proovimaterijalile. Seetdttu
soovitame seda materjali kasutada koos komplektiga arfus CMV RG PCR Kit.

Komplekti artus CMV RG PCR Kit valideerimine on tehtud inimese EDTA plasmaproovide abil.
Teisi naidismaterjale ei valideerita. Proovi eftevalmistamiseks kasutage ainult soovitatud
nukleiinhappe eraldamise komplekti (vt ,DNA eraldamine”, lk 12).

Teatud néidismaterjalide kasutamisel tuleb rangelt jérgida konkreetseid juhiseid kogumise,
transportimise ja ladustamise kohta.

Proovivott

Iga verevatt pdhjustab veresoonte (arterite, veenide vai kapillaaride) vigastusi. Kasutada tohib
ainult tervet ja steriilset materjali. Verevdtuks peaksid olema saadaval sobivad ihekordsed
vahendid. Veenipunkisioonide korral ei tohiks kasutada liiga peeneid kapillaarndelu.
Venoosne verevdtt tuleb labi viia kiiunarnuki siseosast, kdsivarre vdi kée tagakilje
asjakohastes osades. Veri tuleb vatta standardsete proovide kogumiskatsutitesse (punane kork,
Sarstedt® voi muu tootja samavddrne katsuti). EDTA katsutisse tuleks lisada 5-10 ml verd.
Katsutid tuleks segada neid teistpidi keerates pérast proovide kogumist (8x, drge segage).

Markus. Hepariniseeritud proove ei tohi kasutada.

10 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Proovi hoiustamine

Taisveri tuleks lahutada plasmaks ja rakukomponentideks, tsentrifuugides 20 minutit kiirusega
800-1600 x g 6 tunni jooksul (9,10). Eraldatud plasma kantakse steriilsetesse
polipropileenkatsutisse. Analitsi  tundlikkust saab vdhendada, kui proove rutiinselt

kilmutatakse vai sailitatakse pikemat aega.
Proovi transportimine

Proovimaterjali tuleks pohimatteliselt transportida purunemiskindlas transpordikonteineris.
Seega on vdimalik proovi lekkest tingitud potentsiaalset nakkusohtu vdltida. Proove tuleb

transportida vastavalt kohalikule ja riiklikule patogeense materjali transportimise juhendile.”

Proovid tuleks transportida sihtkohta 6 tunni jooksul. Proove ei soovitata hoida seal, kus need
on kogutud. Proove on vaimalik postiga saata, jGrgides patogeense materjali transportimise
seaduslikke juhiseid. Soovitame proovivedu kulleriga. Vereproovid tuleb saata jahutatult (2-
8 °C) ja eraldatud plasma stigavkilmutada (-30...-15 °C).

" International Air Transport Association (IATA). Ohtlike kaupade eeskirjad.
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Protseduur

DNA eraldamine

Tabel 1 toodud komplektid ettevottelt QIAGEN viiruse DNA puhastamiseks valitud inimese
proovitiipidest on kinnitatud kasutamiseks komplektiga artus CMV RG PCR Kit. Puhastage

viiruse DNA vastava komplekti kdsiraamatutes antud juhistele.

Tabel 1. Puhastamiskomplektid, mis on kinnitatud kasutamiseks komplektiga arfus CMV RG PCR Kit

Nukleiinhappe
Proovimaterjal Proovi maht  eraldamiskomplekt Katalooginumber ~ Kandur-RNA
EDTA-plasma 500 pl QlAamp® DSP Virus Kit 60704 Komplektis
EDTA-plasma 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Komplektis

Markus. Kandur-RNA kasutamine on kriitiline ekstraheerimise efektiivsuse ja sellest tulenevalt
DNA/RNA saagise jaoks. Komplektiga QlAamp DSP Virus Kit kaasas oleva kandja RNA
stabiilsuse suurendamiseks soovitame jatkata vastavalt kandja RNA lahustamise ja sailitamise
teabele, mis on toodud komplekti QlAamp DSP Virus Kit késiraamatu jaotises ,Reaktiivide ja

puhvrite ettevalmistamine”.

Markus. Komplekti artus CMV RG PCR Kit sisemist kontrolli saab kasutada ofse
eraldamisprotseduuris. Lisage isoleerimisprotseduuri kindlasti ks negatiivne plasmaproov.
Sisemiste kontrollide vastav signaal on isolatsiooni hindamise aluseks (vt allpool jaotist

»Sisemine kontroll ).
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Sisemine kontroll

Sisemine kontroll (CMV RG IC) tarnitakse antud komplektiga. See vaimaldab kasutajal
kontrollida nii DNA eraldamise protseduuri kui ka véimaliku PCR-i inhibeerimist. Selle
rakenduse jaoks lisage sisemine kontroll isoleeritud materjalile suhtega O,1 pl 1 pl
elueerimismahu kohta. Naiteks kasutades komplekti QlAamp DSP Virus Kit, elueeritakse DNA
60 pl elueerimispuhvriga (AVE). Seega tuleks esialgu lisada 6 pl sisemist kontrolli. Kasutatava

sisemise kontrolli kogus sdltub ainult elueerimise mahust.

Mérkus. Sisemine kontroll ja kandur-RNA (vt jaotist ,DNA eraldamine”, |k 12) tuleks lisada

ainult [5Usimispuhvri ja proovimaterjali segule vai otse liUsimispuhvrile.

Sisemist kontrolli ei tohi otse proovimaterialile lisada. Kui see lisatakse liisipuhvrile, pidage
meeles, et sisemise kontrolli ja liisipuhvri-kandja-RNA segu tuleb varskelt valmistada ja kohe
dra kasutada (segu sdilitamine toatemperatuuril v&i kilmkapis vaid paar tundi vib viia

sisemise kontrolli ebadnnestumiseni ja vahendatud ekstraheerimise tdhusus).
Markus. Arge lisage sisemist kontrolli ega kandur-RNA-d otse proovimaterialile.

Edukaks puhastamiseks peab puhastamise kaigus téddeldud negatiivse plasmaproovi sisemise
kontrolli Cr vaartus (QlAamp DSP Virus Kit) jdudma Cr = 27 +3 (lavi: 0,03) kasutades
seadmeid Rotor-Gene Q Instruments (lisateavet vt |k 25). Toodud jaotus pdhineb seadme
dispersioonil ja puhastamisel. Suurem kérvalekalle osutab puhastusprobleemile. Sellisel juhul
tuleb puhastust kontrollida ja vajadusel tks kord veel valideerida. Kui teil on lisakisimusi vai

kui teil on probleeme, pddrduge QIAGEN: tehnilise teenistuse poole.

Valikuliselt saab sisemist kontrolli kasutada ainult PCR vaimaliku inhibeerimise kontrollimiseks.
Selle rakenduse jaoks lisage sisemine kontroll otse pdhisegule CMV RG Master ja lahusele
CMV Mg-Sol, nagu on kirjeldatud protokolli etapis 2b (Ik 15).
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Protokoll: PCR ja andmeanaliis

Enne alustamist pidage silmas jargmist

Enne protokolli alustamist vdtke aega seadmega Rotor-Gene Q Instrument tutvumiseks.
Lisateavet leiate vastava seadme kasutusjuhendist.

Veenduge, et iga PCR-analisi kohta oleks kaasas vahemalt ks kvantitatiivne standard ja ks
negatiivne kontroll (vesi, PCR-klass). Standardkévera loomiseks kasutage kdiki 4 kaasasolevat
kvantifitseerimisstandardit (CMV QS 1-4) iga PCR-analiisi jaoks.

Mida on vaja teha enne alustamist

Veenduge, et jahutusplokk (seadme Rotor-Gene Q Instrument lisavarustus) on eeljahutatud
temperatuurini 2-8 °C.
Enne iga kasutamist tuleb kaik reaktiivid tdielikult sulatada, segada (korduva iles-alla

pipeteerimise vai kiire keeristamisega) ja luhikese aja jooksul tsentrifuugida.

Protseduur

1.
2.

Asetage soovitud arv PCR-katsuteid jahutusploki adapteritesse.

Kui kasutate DNA eraldamise protseduuri jdlgimiseks ja vdimaliku PCR-i inhibeerimise
kontrollimiseks sisemist kontrolli, jérgige etappi 2a. Kui kasutate sisemist kontrolli ainult

PCR-i inhibeerimise kontrollimiseks, jérgige etappi 2b.

Markus. On vdga soovitatav lisada kvantitatiivsete standardite jaoks pshisegule CMV RG
Master ja lahusele CMV Mg-Sol sisemine kontroll. Kvantitatiivsete standardite jaoks lisage
sisemine kontroll otse pdhisegule CMV RG Master ja lahusele CMV Mg-Sol, nagu on
kirjeldatud protokolli etapis 2b ja kasutage pdhisegu iga kvantitatiivse standardi jaoks
(CMV QS 1-4).
2a. Sisemine kontroll on eraldamisele juba lisatud (vt jactist Sisemine kontroll, Ik 13). Sel
juhul valmistage pdhisegu vastavalt tabelile 2 (jargmine lk).
Reaktsioonisegu sisaldab tavaliselt kaiki PCR-i jaoks vajalikke komponente, vélja

arvatud proov.
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Tabel 2. Pohisegu valmistamine (sisemine kontroll, mida kasutatakse DNA eraldamise jélgimiseks ja PCR-i inhibeerimise
kontrollimiseks)

Proovide arv 1 12
CMV RG Master 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 0l 0l
Léppmaht 30 pl 360 pl

2b. Sisemine kontroll tuleb lisada otse pdhisegule CMV RG Master ja lahusele CMV Mg-
Sol. Sel juhul valmistage pdhisegu vastavalt tabelile 3.
Reaktsioonisegu sisaldab tavaliselt kaiki PCR-i jaoks vajalikke komponente, vélja

arvatud proov.

Tabel 3. Pehisegu valmistamine (sisemist kontrolli kasutatakse ainult PCR-i inhibeerimise kontrollimiseks)

Proovide arv 1 12
CMV RG Master 25l 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 24l 24yl
Ldppmaht 32 pl* 384 pl*
*PCR-analisi  eftevalmistamisel ~ eiratakse  sisemise  kontrolli  lisamisega  pdhjustatud  mahu  suurenemist.

Tuvastamissisteemi tundlikkust ei kahjustata.

3. Pipeteerige igasse PCR-katsutisse 30 pl pdhisegu, seejdrel lisage 20 pl elueeritud proovi DNA-
d (vt tabel 4). Vastavalt tuleb positivse kontrollina kasutada 20 pl véhemalt Ghte
kvantifitseerimise standardit (CMV QS 1-4) ja negatiivse kontrollina 20 pl vett (vesi, PCR-klass).
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Tabel 4. PCR-analijiisi ettevalmistamine

Proovide arv 1 12
Pahisegu 30 pl 30 pliga
Proov 20 pl 20 pl iga
Ldppmaht 50 pl 50 pliga
Proovide arv 1 12

4. Sulgege PCR-katsutid. Veenduge, et lukustusrdngas (seadme Rotor-Gene tarvik) asub

rootori peal, et valtida katsutite avanemist analiusi ajal.

5. CMV DNA tuvastamiseks looge jargmiste etappide abil temperatuuriprofiil.

Uldiste analijisiparameetrite seadmine Joonis 1, joonis 2 ja joonis 3
Hot-starti ensiiimi algne aktiveerimine Joonis 4
DNA amplifikatsioon (touchdown PCR) Joonis 5
Fluorestsentskanali tundlikkuse kohandamine Joonis 6
Tootsikli kaivitamine Joonis 7

Kaik tehnilised andmed vastavad Rotor-Gene Q tarkvaraversioonile 2.3.5 vai uuem. Lisateavet
seadmete Rotor Gene programmeerimise kohta leiate vastava seadme kasutusjuhendist.
llustratsioonides on need satted paksu musta raamiga esile toodud. lllustratsioonid on

seadmega Rotor-Gene Q Instruments kaasas.

6. Avage dialoogiaken New Run Wizard (Uus kéivitusviisard) (joonis 1, jérgmine lk). Markige
ruut Locking Ring Attached (Lukustusrdngas kinnitatud) ja kidpsake nuppu Next (Edasi).
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor
72-Well Rotor
Gene-Disc 72

Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached I

Ota]

Joonis 1. Dialoogiboks New Run Wizard (Uue tédseeria viisard).

7. Valige PCR reakisiooni mahu jaoks 50 ja kldpsake nuppu Next (Edasi) (joonis 2).

New Run Wizard I

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

Operator: IIJ iagen

Notes :

! Reaction I =i
Yolume (uL) Dz

Sample Lapout : I 1.2 3 j

x|

This box displays

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

SkipWizad | <<Back |i Next >> i

Joonis 2. Uldiste analiiisiparameetrite seadmine.
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8. Kldpsake dialoogiboksis New Run Wizard (Uue tdseeria viisard) nuppu Edit Profile
(Redigeeri profiili) (joonis 3) ning programmeerige temperatuuriprofiil joonisel 3 ja

joonisel 5 kirjeldatud juhiste jargi).

New Run Wizard x|

Temperature Profile : This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover

item for help. You
can also click on a

help about its
available settings.

Channel Setup :

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

Green  470nm  510nm Edit I
Yellow  530nm  555nm =
Orange  585nm  610nm Edit Gain... I
Red 625nm  BEOnm
Remove |
Reset Qeiau!sl

~Noooom

Crimson  680nm  710hp

your mouse over the

combo box to display

SkipWizad | <cBack f  News> |

Joonis 3. Profiili redigeerimine.

#8 Edit Profile X

7 & | 2

Mew Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the n to be performed :

cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remaove

Hold Temperature: g5 deg.
2- Hold Time : 10 |mins 0 |secs
A —

Joonis 4. Hot-starti ensiiimi algne aktiveerimine.
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8 Edit Profile

g KW ]
New Open SaveAs @ Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The araph below represents the run to be performed :

!

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1 Insert before...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stabs below to modify it, or press + of - to add and remave steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs /

65 deg. for 30 secs

Touchdown(10 cyc 1
4b -1 =) I

0K

- 6

Joonis 5. DNA amplifitseerimine. Veenduge, et touchdowni funkisioon on aktiveeritud anniilimisetapi 10 tsiklis.

9. Fluorestsentskanalite tuvastamisvahemik tuleb médrata vastavalt PCR-katsutite fluorestsentsi

intensiivsustele. Dialoogiboksi Auto-Gain Optimisation Setup (Automaatse kogumise
optimeerimise seadistamine) avamiseks kldpsake dialoogiboksis New Run Wizard (Uue
t66seeria viisard) (vt joonis 3, eelmine Ik) olevat nuppu Gain Optimisation (Optimeeri
kogumist). Seadke kalibreerimistemperatuur  vaartusele 65 °C, et see sobiks

amplifitseerimisprogrammi anniilimistemperatuuriga (joonis 6, jargmine Ik).
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Auto-Gain Optimisation Setup @

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
[\% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

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

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

™ Peiform Optimisation Before 1st Acquisition
I” Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| -] b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< E

2 -II Start I Manual... ] Close | Help |

Joonis 6. Fluorestsentskanali tundlikkuse kohandamine.

10. Kanali kalibreerimisega mé&dratud vddrtused salvestatakse automaatselt ning kuvatakse
programmeerimistoimingu viimases meniiaknas (joonis 7, jargmine lk). Kldpsake nuppu

Start Run (Kdivita t6dseerial)
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,23,
Reaction Valume (in microliters) 50

Save Template

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
beagin the un. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Joonis 7. Tootsikli kdivitamine
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Tulemuste tBlgendamine

Madramine

Lisatud kvantitatiivseid standardeid (CMV QS 1-4) t66deldakse samal moel ja samas mahus
(20 pl) kui varem puhastatud proove kasutatakse otse PCR-analiisi jaoks (edasine
ekstraheerimine pole vajalik). Standardkdvera loomiseks seadmetel Rotor-Gene Q Instruments
tuleb kasutada kéiki 4 kvantitatiivset standardit jo defineerida need dialoogiboksis
Edit Samples (Proovide redigeerimine) kui standardid konkreetsete kontsentratsioonidega

(vt vastava seadme kasutusjuhendit).

Markus. Tépse kvantifitseerimise tagamiseks on véga soovitatav lisada kvantitatiivsete
standardite jaoks kasutatav pdhisegusse CMV RG Master ja lahusesse CMV Mg-Sol sisemine
kontroll. Selle rakenduse jaoks lisage sisemine kontroll otse pdhisegule CMV RG Master ja
lahusele CMV Mg-Sol, nagu on kirjeldatud protokolli etapis 2b (Ik 15) ja kasutage seda
pdhisegu iga kvantitatiivse standardi jaoks (CMV QS 1-4).

Mérkus. Kvantitatiivsed standardid on defineeritud kui koopiat/pl. Standardkévera abil
madratud vadrtuste konverteerimiseks nii, et neid saaks esitada suhtarvuna koopiat/ml

proovimaterjali kohta, tuleb rakendada jargmist varrandit.

Tolemus (koopiut) _ tulemus (koopiat/pl) x elutsiooni maht (pl)

ml proovi maht (ml)

Pshimatteliselt tuleb tlaltoodud varrandisse sisestada algne proovi maht. Seda tuleb silmas
pidada, kui proovi mahtu on muudetud enne nukleiinhappe ekstraheerimist (nt mahtu on
tsentrifuugimise teel véhendatud vai eraldamiseks vajamineva mahu saavutamiseks on proovi

mahtu suurendatud).
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Markus. Kvantitatiivsed standardid on kalibreeritud vastavalt inimese tsiitomegaloviiruse 1.
rahvusvahelisele standardile (NIBSC kood: 09/162), nagu on kindlaks m&aranud Maailma

Terviseorganisatsioon (WHO).

Koopiat/ml teisendamiseks RU/ml pidades silmas komplekti QlAamp DSP Virus Kit tehke

jargmist.

WHO (RU/ml) = 2,933 x artus CMV (koopiat/ml)
Mérkus. QlAampi t66voo jaoks peavad kvantifitseeritud proovid j@éma QS lineaarsesse
vahemikku 1 x 10" kuni 1 x 10* koopiat/pl. Kvantiteeti ei saa tagada véljaspool seda

vahemikku.

Koopiat/ml teisendamiseks RU/ml, vattes arvesse EZ1 Advanced XL seadme komplekti EZ1
DSP Virus Kit, tehke jargmist.

WHO (RU/ml) = 0,794 x artus CMV (koopiat/ml)

Markus. EZ1 t66voo jaoks peavad kvantifitseeritud proovid j@éma lineaarsesse vahemikku

3,16E+02 kuni 1,00E+08 koopiat/ml. Kvantiteeti ei saa tagada véljaspool seda vahemikku.

Tulemused

Positiivsete ja negatiivsete PCR-reaktsioonide néited on toodud joonisel 8 ja joonisel 9

(jrgmine lk).
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Joonis 8. Kvantitatiivsete standardite (CMV QS 1-4) tuvastamine fluorestsentskanalis Cycling Green.
NTC: matriitsita kontroll (negatiivne kontroll).
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Joonis 9. Sisemise kontrolli (IC) tuvastamine fluorestsentskanalis Cycling Yellow koos kvantitatiivsete standardite
samaaegse amplifitseerimisega (CMV QS 1-4). NTC: matriitsita kontroll (negatiivne kontroll).
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Signaal tuvastatakse fluorestsentskanalis Cycling Green.

Analiisi tulemus on positiivne: proov sisaldab CMV DNA-.

Sellisel juhul pole signaali tuvastamine kanalis Cycling Yellow vajalik, sest CMV DNA algsed
suured kontsentratsioonid (positiivne signaal kanalis Cycling Green) v&ivad pdhjustada

sisemise kontrolli fluorestsentssignaali  véhenemist vdi kadu kanalis Cycling  Yellow

(konkurents).

Signaali fluorestsentskanalis Cycling Green ei tuvastata. Samas on tuvastatav sisemise

kontrolli signaal kanalis Cycling Yellow.

CMYV DNA pole proovis tuvastatav. Tulemuse vaib lugeda negatiivseks.

Negatiivse CMV PCR-i puhul vélistab tuvastatud sisemise kontrolli signaal PCR-i inhibeerimise

vdimaluse.
Kanalites Cycling Green ega Cycling Yellow ei ole signaal tuvastatav.

Tulemust ei ole véimalik madrata.

Teavet vdimalike vigade allikate ja lahenduste kohta vaib leida jaotises , Térkeotsingujuhend”
lk 41.
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Kvaliteedikontroll

QIAGEN:-i ISO sertifikaadiga kvaliteedihalduse siisteemi kohaselt on iga komplekti arfus CMV
RG PCR Kit partiid testitud eelnevalt m&dratud néuete kohaselt, et tagada toote Uhtlane

kvaliteet.
Piirangud
Kaik reagendid on kasutamiseks ainult in vitro diagnostikas.

Toodet voib késitseda spetsiaalselt in vitro diagnostika protseduuride kohta véljadppe saanud

personal.

Optimaalsete PCR-i tulemuste saavutamiseks on tahtis vastava seadme kasutamisjuhendis vélja

toodud juhiste range jargimine.

Po6rake tahelepanu karbile ja komponentide siltidele prinditud kélblikkusajale. Arge kasutage

kalblikkusaja tletanud komponente.

Harvaesinevad mutatsioonid viiruse genoomi suurel médral konserveerunud piirkondades, mis
kattuvad komplekti praimerite ja/vdi sondide jarjestustega, vdivad tekitada olukorra, kus
ndrga signaali t3ttu viiruse sisaldust alahinnatakse vai signaali puudumisel viiruse tuvastamine
ebadnnestub. AnaliUsi Glesehituse kehtivust ja toimivust hinnatakse korraparaste ajavahemike

tagant.
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Sooritusnditajad

Analittiline tundlikkus

Komplekti artus CMV RG PCR Kit puhul hinnati nii puhastamise analtitilist avastamispiiri kui
ka analtitilist avastamispiiri (tundlikkuse piirid). Analiitiline avastamispiir puhastamisel
arvestatakse ~ CMV-positiivsete  kliiniliste  proovidega kasutades  konkreetset
ekstraheerimismeetodit. ~ Seevastu  mddratakse  analiitiline  avastamispiir  valitud

ekstraktsioonimeetodist sdltumatult kasutades teadaoleva kontsentratsiooniga CMV DNA-.

Komplekti arfus CMV RG PCR Kit analiitilise tundlikkuse maaramiseks loodi CMV genoomse
DNA lahjendusrida vahemikus 10 kuni 0,00316 koopiat/pl ja analiisiti seadmetel
Rotor-Gene Instruments koos komplektiga artus CMV RG PCR Kit. Testimine viidi lébi 3 erineval
paeval 8 kordusega. Tulemused madrati probit-analiisiga. Rotor-Gene 6000 probit-analiusi
gradfiline illustratsioon on toodud joonisel 10 (jargmine lk). Komplekti artus CMV RG PCR Kit
analiitilise tuvastamise piir koos seadmetel Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 ja Rotor-Gene
3000 on vastavalt 0,36 koopiat/pl (p = 0,05) ja 0,24 koopiat/pl (p = 0,05). See tdhendab,
et 95% tdendosusega tuvastatakse 0,36 koopiat/pl véi 0,24 koopiat/pl.
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Joonis 10. Probit-analiiis: CMV (Rotor-Gene 6000). Komplekti arfus CMV RG PCR Kit andliiiitiline tundlikkus seadmel
Rotor-Gene 6000.

Seadmetel Rotor-Gene Instruments kasutatava komplekti artus CMV RG PCR Kit puhastamise
(QlAamp DSP Virus Kit) analtitiline tundlikkus méaarati kliiniliste plasmaproovidega seotud
CMV viirusmaterjalist lahjendussarjaga 1000 kuni 0,316 CMV koopiat/ml. Neile tehti DNA
ekstraheerimine, kasutades QlAamp DSP Virus Kit komplekti (ekstraheerimismaht: 0,5 ml,
elueerimismaht: 60 pl). K&iki 8 lahjendust analisiti komplektiga artus CMV RG PCR Kit 3
erineval pdeval 8 kordusel. Tulemused mddrati probit-analiisiga. Probit-analisi graafiline
illustratsioon on toodud joonisel 11 (jagrgmine Ik). Analiitiline avastamispiir komplekti artus
CMV RG PCR Kit puhastamisel koos Rotor-Gene 3000 seadmega on 57,1 koopiat/ml
(p = 0,05). See tdhendab, et 95% tdendosusega tuvastatakse 57,1 koopiat/ml.
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Joonis 11. Probit-analiiiis: CMV (Rotor-Gene 3000). Analiiiitiline tundlikkus, véttes arvesse Rotor-Gene 3000 komplekti
artus CMV RG PCR Kit puhastamist (QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN).

Analiisitundlikkus komplekti EZ1 DSP Virus Kit puhastamisel (ekstraheerimismaht: 0,4 ml,
elueerimismaht: 60 pl), kasutades komplekti artus CMV RG PCR Kit EZ1 Advanced XL seadet
Rotor-Gene 6000 68,75 koopiat/ml (p = 0,05). See tahendab, et 95% tdendosusega
tuvastatakse 68,75 koopiat/ml.

Lineaarvahemik

Komplekti EZ1 DSP Virus Kit puhastamise lineaarvahemik (ekstraheerimismaht: 0,4 ml,
elueerimismaht: 60 pl) maarati EZ1 Advanced XL seadme abil, testides 4 kuni 6 CMV viiruse
materjali replikatsiooni lahjendusseerias 3,16E+01 kuni 1,00E+08 koopiat/ml.

Probit-analiisi graafiline illustratsioon on toodud joonisel 12 (jargmine lk).
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LOG10 hinnanguline CMV kontsentratsioon vs LOG10 nominaalne CMV
kontsentratsioon (komplekt arfus CMV RG PCR Kit)
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Joonis 12. Komplekti artus CMV RG PCR Kit andmekogumi poliinoomne regressioon, pidades silmas puhastamist
(komplekt EZ1 DSP Virus Kit) EZ1 Advanced XL seadmel. Lisatud on lineaar-, ruut- ja kuupregressioonimudelid.
Komplekti arftus CMV RG PCR Kit lineaarvahemik, pidades silmas puhastamist komplektiga
EZ1 DSP Virus Kit (ekstraheerimismaht: 0,4 ml, elueerimismaht: 60 pl), kasutades EZ1
Advanced XL seadet, on 3,16E+02 kuni 1,00E+08 koopiat/ml.

Markus. Komplekti arfus CMV RG PCR Kit lineaarvahemik, pidades silmas puhastamist
komplektiga QlAamp DSP Virus Kit (ekstraheerimismaht: 0,4 ml, elueerimismaht: 60 pl), on
1,00E+01 kuni 1,00E+04 koopiat/pl.

Spetsiifilisus

Komplekti artus CMV RG PCR Kit spetsiifilisus tagatakse ennekdike praimerite ja sondide
valikuga, samuti rangete reakisioonitingimuste valimisega. Praimereid ja sonde kontrolliti
vdimalike homoloogiate suhtes kaigi avaldatud jdrjestustega geenipankades jarjestuste
vérdluse analiUsi abil. Seega on tagatud kdigi asjakohaste tivede tuvastatavus.
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Lisaks valideeriti spetsiifilisus 100 erineva CMV-negatiivse plasmaprooviga. 99 neist
proovidest ei genereerinud signaale CMV-spetsiifiliste praimerite ega sondidega, mis
sisalduvad pdhisegus CMV RG Master.

Mérkus. 1 proov, mis genereeris signaali CMV-spetsiifiliste praimeritega ja sondidega, mis
testisid CMV  positiivseks komplektidega artus CMV LC ja TM RG PCR Kit. 100 iksiku
doonoriproovi testimisel pdhinev 13plik spetsiifilisus kinnitati 99,00% (99/100).

Komplekti artus CMV RG PCR Kit véimalikku ristreaktiivsust testiti tabelis 5 loetletud
kontrollrithma abil. Ukski testitud patogeen ei ole olnud reaktiivne. Segainfektsioonide korral
ei ilmnenud ristreaktiivsust.

Tabel 5. Kompleki spetsiifilisuse testimine potentsiaalselt ristreaktiivsete patogeenidega

CMV (Cycling Green Sisemine kontroll (Cycling
or Cycling A.FAM) Yellow or Cycling A.JOE)
(Tsiikkel Roheline voi  (Tsiikkel Kollane vai Tsiikkel

Kontrollriihm Tsiikkel A.FAM) A.JOE)
Inimese herpesviirus 1 (lihtherpeseviiruse 1. tiip) - +
Inimese herpesviirus 2 (lihtherpeseviiruse 2. tiip) - +
Inimese herpesviirus 3 (Varicella-zoter viirus) - +
Inimese herpesviirus 4 (Epstein-Barri viirus) - +
Inimese herpesviirus 6A - +
Inimese herpesviirus 6B — +
Inimese herpesviirus 7 - +
Inimese herpesviirus 8% +
(Kaposi sarkoomiga seotud herpesviirus) -

A-hepatiit - +
B-hepatiit - +
C-hepatiit - +

(jatkub jargmisel lehekljel)
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Tabel 5 (tabeli algus eelmisel lehekiiljel)

CMV (Cycling Green Sisemine kontroll (Cycling
or Cycling A.FAM) Yellow or Cycling A.JOE)
(Tsiikkel Roheline voi  (Tsiikkel Kollane vai Tsiikkel

Kontrollriihm Tsiikkel A.FAM) A.JOE)

HIV 1 - +

Inimese T-raku leukeemia viirus 1 - +

Inimese T-raku leukeemia viirus 2 - +

Laane-Niiluse viirus - +

Enteroviirus - +

Parvoviirus B19 - +

Tapsus

Komplekti artus CMV RG PCR Kit tdpsusandmed on kogutud seadmete Rotor-Gene Instruments
abil ja need vdimaldavad maarata analisi kogu dispersiooni. Kogu dispersioon koosneb
analiisisisestest  varieeruvustest  (sama  kontsentratsiooniga  proovide mitme tulemuse
varieeruvus Uhe analiisi jooksul), analiusidevahelisest varieeruvusest (erinevate kasutajate
poolt sama tiipi, aga erinevatel seadmetel loodud analiisi mitme tulemuse varieeruvus ihe
labori piires) ja partiidevahelisest varieeruvusest (analiisi mitme tulemuse varieeruvus
erinevate partiidega). Saadud andmeid kasutati patogeeni spetsiifilise ja sisemise kontrolli

PCR standardhélbe, dispersiooni ja variatsioonikordaja madramiseks.

Komplekti artus CMV RG PCR Kit tépsusandmed koguti madalaima kontsentratsiooni (QS 4;
10 koopiat/pl) kvantitatiivse standardi  abil. Analits oli teostatud 8 replikandiga.
Tépsusandmed arvutati amplifitseerimise kdverate Cr-vadrtuste pdhjal (Cr: léve tsikkel, vt tabel
6, jargmine Ik). Lisaks mé&drati kvantitatiivsete tulemuste tapsusandmed koopiat/pl kohta,
kasutades vastavaid Crvadrtusi (vt tabel 7, jargmine leht). Nende tulemuste pdhjal on mis
tahes antud proovi ja nimetatud kontsentratsiooni statistiline levik 1,21% (Cr) vai 14,38%
(kontsentratsioon) ja 1,93% (C1) sisemise kontrolli tuvastamiseks. Need vadrtused pdhinevad

kindlaksmé&aratud muutujate kdigi Uksikute vadrtuste koguarvul.
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Tabel 6. Tapsusandmed C: védrtuste pohijal

Sisemine kontroll

Standardhélve Dispersioon Variatsioonikordaja (%)

Analiisisisene 017 003 057
varieeruvus: CMV QS 4 ! ! !
Analiisisisene
varieeruvus: Sisemine 0,31 0,10 1,16
kontroll
Analiiisidevaheline

1,27
varieeruvus: CMV QS 4 038 0,14
Analiisidevaheline
varieeruvus: 0,47 0,22 1,77
Sisemine kontroll
Partiidevaheline

1,10
varieeruvus: CMV QS 4 0,33 0.1
Partiidevaheline
varieeruvus: 0,53 0,28 2,02
Sisemine kontroll
Kogu dispersioon: CMV 121
Qs 4 0,36 0,13 ,
Kogu dispersioon: 0,51 0,26 1,93

Tabel 7. Tépsusandmed kvantitatiivsete tulemuste pahjal (koopiat/pl)

QS 4

Standardhdlve Dispersioon Variatsioonikordaja (%)
Analiisisisene 134 180 13.30
varieeruvus: CMV QS 4 ! ! '
Analiisidevaheline
15,25
varieeruvus: CMV QS 4 U 2
Partiidevaheline
14,41
varieeruvus: CMV QS 4 146 2,12
Kogu dispersioon: CMV .45 211 14,38
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Segavad ained

CMV DNA lisati negatiivsesse plasmasse erinevates kaubanduslikult kéttesaadavates vere
kogumissusteemides koos erinevate antikoagulantidega.  Arvutatud  kontsentratsioon
(koopiat/ml, Cr keskmine, standardhélve, dispersioon ja CV%) on toodud tabelis 8.
Standardhalve ja dispersioonikordaja jadvad 5% piiridesse ja seega tolerantsivahemikku.

Erinevate ainete m&ju PCR-ile olulist ei tuvastatud.

Tabel 8. Kaubanduslikud verekogumissiisteemid ja antikoagulandid

Aine Kontsentratsioo G G G G
n (koopiat/ml) keskmine standardhdlve dispersioon CV (%)

Kaalium-EDTA, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36

Becton Dickinson®

Kaalium-EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97

Sarstedt

Kaalium-EDTA, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58

Greiner Bio-One®

Kaalium-EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52

Springe (referents)

Kaalium-EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47

Sarstedt (referents)

Kaalium-EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(rasedus)

Endogeensed ained (tabel 9, jargmine lk) lisati CMV-positiivsete EDTA plasmaproovidesse
3 x LOD ja 10 x LOD juures. Kdik proovid tuvastati edukalt ja endogeensete inhibiitorite
(bilirubiin, hemoglobiin, triglitseriid ja albumiin) kérgenenud sisaldusega proovide puhul ei
taheldatud hairet.
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Tabel 9. Andliiisitud endogeensed ained

Segavad ained

Segavate ainete kontsentratsioon

Bilirubiin
Hemoglobiin
Triglutseriid
Albumiin

30 mg/dl
2 g/dl
1 g/dl
6 g/dl

Siirdamiskeskkonnas kasutatavaid levinud ravimeid testiti parast ravimi manustamist 3-kordse
kdrgeima kontsentratsiooniga nagu soovitati CLSI® juhendis EPO7-A2 (11) (vt tabelit 10). Kaik

need ained lisati nii CMV-negatiivsetesse kui ka CMV-positiivsetesse proovidesse, mida testiti

4 korduses.

Kaik testitud eksogeensed ained ei ndidanud olulist mdju komplekti arfus CMV RG PCR Kit

toimimisele.

Tabel 10. Eksogeensete ainetena testitud ravimite loetelu

Segavad ained

Testkontsentratsioon

Antibiootikumid
Sulfametoksasool
Trimethoprim
Claforan® (Tsefotaksiim)

Tazobac® (piperatsilliin + tasobaktaam)

Tikartsilliin

Augmentin® (amoksitsilliin + klavulaanhape)

Vankomiitsiin
Seenevastane

Flukonasool
Immunosupressiivsed ravimid

Rapamitsiin

Mikofenolaatnaatrium

200 mg/I
5,2 mg/I
1g/

Piperatsilliin 1 g/I
Tasobaktaam, 125 mg/I|

1g/

Amoksitsilliin: 125 mg/I
Klavulaanhape: 25 mg/|

125 mg/I

1 mg/I

100 mg/I
80 mg/I
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Vastupidavus

Vastupidavuse kontrollimine vdimaldab madrata komplekti arfus CMV RG PCR Kit kaikide
ebadnnestumiste  madra. 100 CMV  negatiivset  plasmaproovi  lisati  CMV-ga
|5ppkontsentratsioonil 170 koopiat/ml (umbes kolmekordse analiitilise tundlikkuse piiri
kontsentratsioon). Pérast ekstraheerimist komplektiga QlAamp DSP Virus Kit analisiti neid
proove komplektiga artus CMV RG PCR Kit. Kaigi CMV proovide puhul oli rikke protsent 0%.
Lisaks hinnati sisemise kontrolli usaldusvadarsust 100 CMV-negatiivse plasmaproovi puhastamise
ja analtisimisega. Seega on komplekt artus CMV RG PCR Kit vastupidavus >99%.

Reprodutseeritavus

Reprodutseeritavuse andmed vaimaldavad komplekti artus CMV RG PCR Kit regulaarset
toimivuse hindamist ning tdhususe vardlust teiste toodetega. Need andmed saadakse
osalemisel kehtestatud tasemeprogrammides.

Lisaks osalemisele kehtestatud tasemedppeprogrammides testiti kolmes vdlises laboris
10-liikmelist CMV paneeli (tabel 11), kasutades nukleiinhappe puhastamiseks EZ1 Advanced
XL seadmel olevat komplekti EZ1 DSP Virus Kit ja DNA eluaadi testimiseks komplekti
artus RG PCR Kit.
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Tabel 11. CMV paneeli liikmete kokkuvate

Paneeli number (paneelilikme tiip)  Paneeli lige Lahjendusefekt

1001 (1) Negatiivne Negatiivne kogum 1
1002 (1) Negatiivne Negatiivne kogum 2
1003 (2) Tugevalt negatiivne 50% positiivne
1004 (2) Tugevalt negatiivne 50% positiivne

1005 (3) Nargalt positiivne 200 koopiat/ml
1006 (3) Nargalt positiivne 200 koopiat/ml
1007 (4) Ma&adukalt positiivne 2000 koopiat/ml
1008 (4) Ma&adukalt positiivne 2000 koopiat/ml
1009 (5) Tugevalt positiivne 200 000 koopiat/ml
1010 (5) Tugevalt positiivne 200 000 koopiat/ml

10-liikmelist paneeli testiti kahes eksemplaris 2 erineva kasutaja poolt iga pdev 6 péeva
jooksul igas kohas 3 reaktiivikomplekti partiiga. Seetdttu vardub 20 valimit, korrutades

2 kasutaja 6 pdeva jooksul 3 saidil, 720 andmepunki.

Leiti, et testi artus CMV RGQ MDx tdisreprodutseeritavus oli < 12% CV proovide puhul, mille
kontsentratsioon oli vahemikus 200 koopiat/ml kuni 200 000 koopiat/ml (tabel 12).

Tabel 12. Uldine kokkuvate (iga paneeliikme tiip) - téheldatud keskmised

Uuringute
panel_member_type arv Keskmine  Mediaan Standardhélve CV% Minimaalne
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00
2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98
4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16
5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

Log10 RU/ml vaartuste dispersiooniprotsentide ja standardhalbe tldine kokkuvate kaigi viie
paneeli kohta kogu partii, saidi, kasutaja, paeva, katse vahel ja jooksul on esitatud tabelis 13

(iargmine lk).
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Tabel 13. Uldine dispersiooni ja standardhélbe kokkuvate

Proov 1 2 3 4 5
5 55 I
Proovitii " tugevalt ndrgalt mdddukalt fugeva
roovireup negatiivne negatiivne  positiivne positiivne positiivne
Jalgitud keskmine log10 RU/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 5,03
Katsete arv 144 144 144 144 144
o
Méadik Adlsp:}:'snoon
- 0 3,10 0 0 3,00
Part :
at 0 0,113 0 0 0,016
Kasutuskoht 0 0 0 0,90 9
0 0 0 0,016 0
. 43 4,6 0 18,8 15,4
K ta ’ ’ ’
asviald 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Dispersioonikomponent Pdev 8 8 08,'06:7 06,100402 g%ég
Toébseeriate 0 0 4,40 10,90 7,90
vahel 0 0 0,048 0,057 0,026
Tooseeriate 95,7 92,3 87 63,40 25,60
ajal 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
100
Kokk 100 100 100 100
oy 0,158 0635 0227 0,171 0,094

Diagnostiline hindamine

Komplekti arfus CMV RG PCR Kit hinnati uuringus, milles vérreldi komplekti artus CMV RG
PCR Kit testiga COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Analiisiti 156 retrospektiivset

ja tulevast kliinilist EDTA plasmaproovi. Kaiki proove oli eelnevalt analiusitud positiivseks voi
negatiivseks, kasutades rutiinseks diagnostikaks COBAS AMPLICOR CMV MONITOCR seadet.
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CMV DNA komplekti artus CMV RG PCR Kit testimiseks eraldati komplekti QlAamp DSP Virus
Kit abil, eraldamisele lisati komplekti artus CMV RG PCR Kit sisemine kontroll ja analtis viidi
labi seadme Rotor-Gene 3000 abil. Testi COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test proovid

t66deldi ja analiisiti pakendi infolehes antud tootja juhiste kohaselt.

Kaik 11 proovi, mis said testiga COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test positiivse tulemuse,
andsid positiivse tulemuse ka komplektiga artus CMV RG PCR Kit. 123 proovist 145-st, mis
olid negatiivsed testiga COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test, olid negatiivsed ka
komplektiga artus CMV RG PCR Kit. Saadi 22 vastuolulist tulemust (tabel 14).

Tabel 14. Vérdleva valideerimisuuringu tulemused

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Kokku
33
Komplekt artus CMV * 1 2
RG PCR Kit B o 123 123

Kui vatta aluseks testi COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test tulemused, on kaigi komplekti
arfus CMV RG PCR Kit proovide diagnostiline tundlikkus 100% ja diagnostiline spetsiifilisus
84,8%.

22 ebakdlaga proovi edasine testimine kinnitas komplektide artus PCR Kit tulemusi. Seetdttu
vdib eeldada, et lahknevus pdhineb komplekti artus CMV RG PCR Kit suuremal tundlikkusel.

artus CMV RG PCR Kit  12/2021 39



Viited

1. Plosa E.J., Esbenshade J.C., Fuller M.P., and Weitkamp J.H. (2012). Cytomegalovirus
Infection. Pediatr. Rev. 33, 156-163.

2. Furui Y., Satake M., Hoshi Y., Uchida S., Suzuki K,. and Tadokoro K. (2013).
Cytomegalovirus (CMV) seroprevalance in Japanese blood donors and high detection
frequency of CMV DNA in elderly donors. Transfusion. 53, 2190-2197.

3.Atabani, S.F., et al. (2012). Cytomegalovirus replication kinetics in solid organ transplant
recipients managed by preemptive therapy. Am. J. Transplant. 12, 2457-2464.

4. Enders G., Daiminger A., Bader U., Exler S., and Enders M. (2011). Intrauterine
transmission and clinical outcome of 248 pregnancies with primary cytomegalovirus infection
in relation to gestational age. J. Clin. Virol. 52, 244-246.

5. Kotton, C.N., et al. (2018). The Third International Consensus Guidelines on the
Management of Cytomegalovirus in Solid-organ Transplantation. Transplantation. 102,
900-931.

6. Lancini D, Faddy H.M., Flower R., and Hogan C. (2014). Cytomegalovirus disease in
immunocompetent adults. Med. J. Aust. 201, 578-580.

7. Eddleston M, Peacock S, Juniper M, and Warrell DA. (1997). Severe cytomegalovirus
infection in immunocompetent patients. Clin. Infect. Dis. 24, 52-56.

8. Mackay, I.M. (2004). Real-time PCR in the microbiology laboratory. Clin. Microbiol. Infect.
10, 190-212.

9. Nesbitt S.E., Cook L., Jerome K.R. (2004). Cytomegalovirus quantitation by realtime PCR
is unaffected by delayed separation of plasma from whole blood. 42, 1296-1297.

10. Abdul-Ali D., Kraft C.S., Ingersoll J., Frempong M., Caliendo AM. (2011).
Cytomegalovirus DNA stability in EDTA Anti-Coagulated Whole Blood and Plasma Samples.
J. Clin. Virol. 52, 222-224

11. Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). (2005). Interference Testing in Clinical
Chemistry: Approved Guideline — Second Edition. CLSI Document EPO7-A2. Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standards Institute (formerly NCCLS).

40 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Térkeotsingujuhend

See tdrkeotsingujuhend vaib olla abiks tekkinud probleemide lahendamisel. Lisateabe
saamiseks vaadake meie tehnilise toe veebilehel olevat korduma kippuvate kisimuste lehte:

www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Kommentaarid ja ettepanekud

Positiivsete kontrollide (CMV QS 1-4) signaal fluorestsentskanalis Cycling Green puudub

a) PCR-i andmeanaliisiks valitud Andmeanalisiks valige analiitilise CMV PCR-i korral
fluorestsentskanal ei vasta protokollile fluorestsentskanal Cycling Green ja sisemise kontrolli PCR-i jaoks
fluorestsentskanal Cycling Yellow.

b) Seadme Rotor-Gene Instrument Varrelge temperatuuriprofiili protokolliga. Vt jaotist , Protokoll: PCR
temperatuuriprofiili ebakorrektne ja andmeanaliiis”, Ik 14.
programmeerimine

c) PCR-i ebakorrekine konfiguratsioon Kontrollige t68etappide pipeteerimisskeemi ja vajaduse korral
korrake PCR-i. Vi jaotist ,Protokoll: PCR ja andmeanaliis”, Ik 14.

d) Komplekti Ghe vdi rohkema komponendi Kontrollige sailitamistingimusi ja reaktiivide aegumistghtaega (vt
sailitamistingimused ei vasta juhistele komplekti etiketti) ning kasutage vajaduse korral uut komplekti.
jaotises ,Reaktiivide hoiustamine ja
kasitsemine” , Ik 10)

e) Komplekt artus CMV RG PCR Kit on Kontrollige sailitamistingimusi ja reaktiivide aegumistéhtaega (vt
aegunud komplekti etiketti) ning kasutage vajaduse korral uut komplekti.

Komplekti QlAamp DSP Virus Kit abil puhastatud negatiivse plasmaproovi sisemise kontrolli signaal on nérk vai
puudub signaal (Cr = 27 +3; lavi, 0,03) fluorestsentskanalis Cycling Yellow ja signaali samaaegne puudumine Cycling
Green kanalil

a) PCRii tingimused ei vasta protokollile Kontrollige PCR-i tingimusi (vt eespool) ja vajaduse korral korrake
PCR-i parandatud seadetega.

b) PCR oli inhibeeritud Veenduge, et te kasutate soovitatud eraldamismeetodit, ja jérgige
tapselt tootja juhiseid.

c) DNA kadu ekstraheerimise kaigus Kui ekstraheerimissegule on lisatud sisemine kontroll, v3ib sisemise
kontrolli signaali puudumine viidata DNA kaole ekstraheerimise
kéigus. Veenduge, et te kasutate soovitatud eraldamismeetodit (vt
jaotist ,DNA eraldamine”, |k 12), ja jargige tapselt tootja juhiseid.
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Kommentaarid ja ettepanekud

d) Komplekti Ghe vdi rohkema komponendi Kontrollige sailitamistingimusi ja reaktiivide aegumistghtaega (vt
sdilitamistingimused ei vasta juhistele jaotises  komplekti efiketti) ning kasutage vajaduse korral uut komplekti.
,Reaktiivide hoiustamine ja ké&sitsemine”,

lk 10)
e) Komplekt arftus CMV RG PCR Kit on Kontrollige sailitamistingimusi ja reaktiivide aegumistghtaega (vt
aegunud komplekti etiketti) ning kasutage vajaduse korral uut komplekti.

Negatiivsete kontrollide signaalid analijiitilise PCR-i fluorestsentskanalis Cycling Green

a) PCRi ettevalmistamise k&igus toimus Korrake PCR-i uute reaktiividega, paralleelproovidega.

saastumine Vaimaluse korral sulgege PCR-i katsutid vahetult parast
analiisitava proovi lisamist.

Pipeteerige positiivsed kontrollid alati viimasena.

Veenduge, et tddruume ja seadmeid puhastatakse saastusest
korrapéraste ajavahemike tagant.

b) Saastumine toimus ekstraheerimisel Korrake analiisitava proovi ekstraheerimist ja PCR-, kasutades
uusi reaktiive.

Veenduge, et t6druume ja seadmeid puhastatakse saastusest
korrapéraste ajavahemike tagant.
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Tahised

Y
%

IVD

REF

LOT

COMP
CONT
NUM

JR-§

Sisaldab reaktiive, millest piisab <N> analiusi jaoks

Kalblik kuni

In vitro diagnostiline meditsiiniseade

Katalooginumber

Partii number

Materjali number
Komponendid
Sisaldab
Number

Globaalne kaubaartikli number

Temperatuuripiirangud

Tootja

Kasutamiseks tutvuge kasutusjuhistega
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Tellimisteave

Toode Sisukord Katalooginr
arfus CMVRG 24 reakisiooni jaoks: pdhisegu, magneesiumilahus, 4503263
PCR Kit (24) 4 kvaliteedistandardit, sisemine kontroll, vesi (PCRklass)
arfus CMV RG 96 reakisiooni jaoks: pdhisegu, magneesiumilahus, 4 4503265
PCR Kit (96) kvaliteedistandardit, sisemine kontroll, vesi (PCR-klass)

Komplekt EZ1 DSP Virus Kit — komplekt automatiseeritud, samaaegseks
viiruse DNA ja RNA puhastamiseks 1-14 seerumi, plasma véi CSF-i

proovist
EZ1 DSP Virus 48 viiruse nukleiinhappe preparaadi jaoks: eeltdidetud 62724
Kit (48) reaktiivikassetid, Uhekordselt kasutatavad otsikuhoidjad,

Uhekordselt kasutatavad filtriga otsikud, proovikatsutid,
elueerimiskatsutid, puhvrid, kandur-RNA

QlAamp DSP Virus Kit - viiruslike nukleiinhapete puhastamiseks inimese
plasmast in vitro diagnostilistel eesmérkidel

QlAamp DSP 50 etftevalmistuseks: QlAamp MinElute® katsutid, 60704
Virus Kit puhvrid, reagendid, katsutid, kolonnipikendid ja
VacConnectors

Seade Rotor-Gene Q MDx ja tarvikud

Rotor-Gene Q Realtime PCR-sikler 5 kanaliga (roheline, kollane, 9002022
MDx 5plex oranz, punane, karmiinpunane), silearvuti, tarkvara,
Platform tarvikud: hdlmab 1-aastast garantiid osadele ja tédle,

installimine ning koolitus ei kuulu komplekti

Rotor-Gene Q Realtime PCR-sikler 5 kanaliga (roheline, kollane, 9002023
MDx 5plex oranz, punane, karmiinpunane), silearvuti, tarkvara,
tarvikud: halmab 1-aastast garantiid osadele ja tédle,

System
installimist ning koolitust
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Toode Sisukord Katalooginr
Rotor-Gene Q Real-time PCR-sikler ja analisaator High Resolution 9002032
MDx 5plex Melt 5 kanaliga (roheline, kollane, oranz, punane,

HRM Platform karmiinpunane), lisaks HRM-kanal, silearvuti, tarkvara,
tarvikud: hélmab 1-aastast garantiid osadele ja tééle,
installimine ning koolitus ei kuulu komplekti
Rotor-Gene Q Real-time PCR-sikler ja analisaator High Resolution 9002033
MDx 5plex Melt 5 kanaliga (roheline, kollane, oranz, punane,
HRM System karmiinpunane), lisaks HRM-kanal, stlearvuti, tarkvara,
tarvikud: hdlmab 1-aastast garantiid osadele ja tédle,
installimist ning koolitust
Rotor-Gene Q Realtime PCR-seade 6 kanaliga (sinine, roheline, 9002042
MDx 6plex kollane, oranz, punane, karmiinpunane), silearvuti,
Platform tarkvara, tarvikud: hdlmab 1-aastast garantiid osadele
ja todle, installimine ning koolitus ei kuulu komplekti
Rotor-Gene Q Realtime PCR-seade 6 kanaliga (sinine, roheline, 9002043
MDx 6plex kollane, oranz, punane, karmiinpunane), silearvuti,
System tarkvara, tarvikud: hélmab 1-aastast garantiid osadele
ja tédle, installimist ning koolitust
Rotor-Gene Q Real-time PCR-tsikler 2 kanaliga (roheline, kollane), 9002002
MDx 2plex silearvuti, tarkvara, tarvikud: hélmab 1-aastast
Platform garantiid osadele ja t&dle, installimine ning koolitus ei
kuulu komplekti
Rotor-Gene Q Realtime PCR-sikler 2 kanaliga (roheline, kollane), 9002003
MDx 2plex silearvuti, tarkvara, tarvikud: hélmab 1-aastast
System garantiid osadele ja tddle, installimist ning koolitust
Rotor-Gene Q Real-time PCR-sikler ja analisaator High Resolution 9002012
MDx 2plex Melt 2 kanaliga (roheline, kollane), lisaks HRM-kanal,
HRM Platform silearvuti, tarkvara, tarvikud: hélmab 1-aastast
garantiid osadele ja t33le, installimine ning koolitus ei
kuulu komplekti
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Toode Sisukord Katalooginr

Rotor-Gene Q Real-time PCR-sikler ja analisaator High Resolution 9002013
MDx 2plex Melt 2 kanaliga (roheline, kollane), lisaks HRMkanal,
HRM System silearvuti, tarkvara, tarvikud: hélmab 1-aastast

garantiid osadele ja tééle, installimist ning koolitust

Loading Block Alumiiniumist plokk reakisiooni seadistamiseks kasitsi 9018901
72 x 0.1 ml Uhekanadlilise pipetiga 72 x 0,1 ml katsutites

Tubes

Loading Block Alumiiniumist plokk reakisiooni seadistamiseks kasitsi 9018905
96 x 0.2 ml standartses 8 x 12 sivendiga mikroplaadiribades,

Tubes kasutades 96 x 0,2 ml katsuteid

Strip Tubes and 250 riba 4 katsutiga ja korkidega 1000 reaktsiooni 981103
Caps, 0.1 ml labiviimiseks

(250)

Strip Tubes and 10 x 250 riba 4 katsutiga ja korkidega 10 000 981106
Caps, 0.1 ml reaktsiooni labiviimiseks

(2500)

PCR Tubes, 1000 dhukeseseinalist katsutit 1000 reaktsiooni 981005

0.2 ml (1000) lébiviimiseks

PCR Tubes, 10 x 1000 dhukeseseinalist katsutit 10 000 reaktsiooni 981008
0.2 ml (10000) labiviimiseks

Ajckohastatud teavet litsentsimise ja tootespetsiifiliste kohustustest loobumise kohta saate
vastavast QIAGEN-i komplekti kdasiraamatust véi kasutusjuhendist. QIAGEN-i komplekti
késiraamatud ja kasutusjuhendid on saadaval veebilehel www.qgiagen.com vai fellimisel
QIAGEN:-i tehniliselt toelt vai kohalikult mitgiesindajalt.
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Reprodutseeritavus.

Uuendatud jaotisi Sihtotstarve ja Maaramine.
Mittetoetatud QIAGENi seadmete viidete eemaldamine

R7, detsember 2021 Komplekti sisu parandus, lisatud andmed
24 analiisikomplekti formaadi osas

Komplekti artus CMV RG PCR Kit piiratud litsentsileping

Selle toote kasutamine téhendab, et toote ostja v3i kasutaja ndustub jérgmiste tingimustega.

1. Toodet tohib kasutada ainult vastavalt tootega kaasas olevatele pr ja sellele kasir ning ainult koos k sisalduvate

QIAGEN ei anna oma intellektvaalse omandi alllitsentse komplekti komponentide kasutamiseks véi Ghendamiseks sellesse lekti mittekuul

komponentidega, vélja arvatud toote protokollides, selles kdsiraamatus ja veebisaidil www.qiagen.com kirjeldatud juhtudel. Méne neist llsapro'okollldest on
lisanud QIAGENi kasutajate jaoks teised QIAGEN-i kasutajad. QIAGEN pole neid protokolle pahjalikult testinud ega optimeerinud. QIAGEN ei garanteeri, et

need ei riku kolmandate osapoolte igusi.

2. QIAGEN ei anna garantiid, et komplekt ja/vai selle kasutus ei riku kolmandate osapoolte igusi, v.a selgesdnalised litsentsid.

3. Komplekt ja selle osad on i itud Ghekordseks k ks ning neid ei tohi korduskasutada, parandada ega edasi mijia.

4. QIAGEN itleb lahti muudest ofsestest voi kaudsetest litsentsidest, v.a selgesdnalistest litsentsidest.

5. Komplekti ostja ja kasutaja ndustuvad, et ei tee ise ega luba kellelgi teisel teha midagi, mis vaiks kaasa aidata vai viia iilaltoodud keelatud toiminguteni. QIAGEN
vaib selle piiratud litsentsilepingu keelde jdustada mis tahes kohtus ning taotleda tagasi k&ik piiratud litsentsilepingu v&i komplekti ja/vi selle komponentidega
seotud mis tahes intellektuaalse omandi diguste jGustamiseks kulunud juurdlus- ja kohtukulud, sh advokaaditasud.

Uuendatud i itingimused leiate veebilehelt www.qgiagen.com.

Selle toote ostmine vdimaldab ostjal seda kasutada inimese in vitro diagnostikas diagnostikateenuste osutamiseks. Kéesolevaga ei anta Ghtegi muud ildist patenti ega

muud litsentsi peale selle konkreetse kasutusdiguse.

Kaubamérgid: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAamp®, artus®, EZ1®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™ (Thermo

Fisher Scientific).
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