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Komplekt artus® VZV LC PCR Kit

Kasutamiseks koos seadmega LightCycler 1.1/1.2/1.5 v&i LightCycler 2.0.

1. Komplekti sisu

Margistus Art nr 4502063 Art nr 4502065
ja pakendi sisu 24 reaktsiooni 96 reaktsiooni
Sinine ‘ VZV LC Master 2x12rxns 8 x 12 rxns
VZV LC/TM QS 1°
Punane ‘ 1x10° koopiat/pl 1 x 200 pl 1 x 200 pl
VZV LC/TM QS 2°
Punane ‘ 1 x 10° koopiat/yl 1 x200 pl 1 x 200 pl
VZV LC/TM QS 3°
Punane ‘ 1x 102 koopiat/yl 1x200 pl 1 x 200 pl
VZV LC/TM QS 4°
Punane ‘ 1 x 10" koopiat/yl 1 x200 pl 1 x 200 pl
‘ vzv LCIC* 1 x 1000 pl 2 %1000 pl
Water (PCR grade)
Valge (PCR-i kvaliteediga 1 x 1000 pl 1 x 1000 pl
vesi)
" QS = Kvantitatiivne standard
IC = Sisemine kontroll

2. Sailitamine

Sailitage artus VZV LC PCR Kiti komponente —15 °C kuni —30 °C juures, need
séilitavad stabiilsuse kuni etiketil naidatud aegumiskuupéevani. Valtige
korduvat sulatamist ja kilmutamist (> 2 x), sest reagendi tundlikkus vG&ib
véheneda. Kui reagente kasutatakse vaid aeg-ajalt, kilmutage alikvootidena.

Reagente v8ib +4 °C kraadi juures hoida maksimaalselt viis tundi.

3. Vajalikud lisamaterjalid ja -seadmed

»  Uhekordselt kasutatavad pulbrivabad kindad

* DNA eraldamise komplekt (vt 8.1 DNA eraldamine)
* Pipetid (reguleeritavad)

*  Steriilsed filtritega pipetiotsikud
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* Keerissegur

¢ Lauatsentrifuug koos rootoriga 2 ml reaktsioonikatsutite jaoks

¢ Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kataloogi nr 2 158 850)
faili Crosstalk Color Compensation installimiseks seadmele
LightCycler 1.1/1.2/1.5 vdi LightCycler 2.0.

e LightCycler Multicolor Demo Set (Kataloogi nr 03 624 854 001)
LightCycler 2.0 seadmele

* LightCycleri kapillaarid (20 pul)

* LightCycler Cooling Block (jahutusplokk)

e LightCycler 1.1/1.2/1.5 (tarkvara versioon 3.5) vdi LightCycler 2.0
(tarkvara versioon 4.0) seade

¢ LightCycler Capping Tool (korkimisvahend)

4. Uldised ettevaatusabinéud

Kasutaja peab alati pédrama tahelepanu jargmisele.

* Kasutage filtritega pipetiotsikuid

e Sdilitage ja ekstraheerige positivne materjal (proovid, kontrollid ja
amplikonid) koigist teistest reagentidest eraldi ja lisage nad
reaktsioonisegule eraldi ruumiosas (eelistatavalt eraldi ruumis).

¢ Sulatage kdik komponendid taielikult toatemperatuuril enne analtusi
alustamist.

* Segage ulessulanud komponente ja tsentrifuugige luhidalt.

* Tootage kiirelt kasutades jaad voi LightCycleri jahutusplokki.

5. Patogeeni kirjeldus

Varicella zoster'i viirus (VZV) kandub inimeselt inimesele piisknakkuse voi
otsese kontakti kaudu. VZV nakkus po6hjustab kerget palavikku ja mdjutab
Uldist terviseseisundit mdddukal maaral. Haigusele on iseloomulik poliimorfne
nahalddve vermete, villide ja kdrnadega, millega kaasneb tugev slgelus
(tuulerduged).  Raskekujulisi  VZV infektsioone on tihti taheldatud
immuunpuudulikkusega patsientidel, kellel vdib nakkus p6hjustada ohtlikke

tusistusi, nagu kopsupdletik ja entsefaliit. Parast dgedat infektsiooni pusivad
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patogeenid sensoorsetes spinaalganglionites ja kraniaalnérvide ganglionites.
NOrgenenud immuunsuse korral voib toimuda haiguse agenemine (nt

huuleherpes, vootohatis).

6. Reaalaja PCR-i p6him&te

Patogeeni kindlaksméaramine polumeraasi ahelreaktsiooni (PCR) abil
pbhineb patogeeni genoomi spetsiifiliste piirkondade amplifitseerimisel.
Reaalaja PCR-iga tuvastatakse amplifitseeritud produkt fluorestsentsvérvide
abil. Need on harilikult seotud oligonukleotiidsondidele, mis seonduvad
spetsiifiliselt amplifitseeritud produktile. Flourestsentsi intensiivsuse jalgimine
PCR-i tooseeria jooksul (s.0 reaalajas) v@imaldab akumuleeruvat produkti
tuvastada ja kvantifitseerida, ilma et peaks reaktsioonikatsuteid parast PCR-i

uuesti avama (Mackay, 2004).

7. Tootekirjeldus

Komplekt artus VZV LC PCR Kit kujutab endast kasutusvalmis siisteemi VZV
DNA tuvastamiseks polimeraasi ahelreaktsiooni (PCR) abil, mille
labiviimiseks kasutatakse LightCycleri seadet. HSV LC Master sisaldab
reagente ja ensuume VZV genoomi 82 ap pikkuse piirkonna spetsiifiliseks
amplifitseerimiseks ja spetsiifilise amplikoni otseseks tuvastamiseks seadmete
LightCycler 1.1/1.2/1.5 v&i LightCycler 2.0 abil. Lisaks sisaldab komplekt
artus VZV LC PCRKit taiendavat heteroloogset amplifikatsioonisusteemi

vBimaliku PCR-i parssumise kindlakstegemiseks.

PCR-i produkt Fluorestsentsi médtmise kanalite valik
Ligh I 5
Seade LightCycler Seade LightCycler™ 2.0
1.1/1.2/1.5
vzv F1/F2 530/640
VzZVIC F3/Back-F1 705/Back 530
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Analuitilise VZV PCR-i avastamispiir (vt 11.1 Analidtiline tundlikkus) ei
véhene sisemise kontrolli (IC) amplifitseerimise ja tuvastamise tdttu. Komplekti
kuuluvad vélised positivsed kontrollid (VZV LC/TM QS 1-4) vdimaldavad
tuvastada patogeeni nakkusastet. Tapsema teabe saamiseks lugege peattikki
8.3 Kvantifitseerimine.

Téahelepanu! Komplekti artus VZV LC PCR Kit abil VZV tuvastamise
temperatuuriprofiil vastab komplektide artus HSV-1/2 LC PCR Kit, artus
EBV LC PCR Kit ja artus CMV LC PCR Kit profiilidele. Seetdttu v6ib neid
artus-stisteemi PCR-uuringuid l&bi viia ja analtlisida samas to0seerias.
Jargige peatukkides 8.3 Kvantifitseerimine ja9 antud PCR-analuisi kohta

kaivaid soovitusi. Andmeanalilis.

8. Protokoll

8.1 DNA eraldamine

DNA eraldamise komplekte pakuvad erinevad tootjad. DNA eraldamise
protseduuriks vajaliku proovi suurus sOltub kasutatavast meetodist. Palun
eraldage DNA proovist komplekti tootja juhistel kohaselt. Soovitame jargmisi

nukleiinhappe eraldamise komplekte.

Nukleiinhappe

Proovimaterjal eraldamise Knasilct))zgl Tootja Kandur-RNA
komplekt

QlAamp UltraSens kuulub

Seerum, Virus Kit (50) 53704 QIAGEN komplekti

plasma, CSF,

vatitikud QlAamp DNA ei kuulu

Mini Kit (50) 51304 QIAGEN komplekti
EZ1 DSP kuulub

CSF Virus Kit (48)* 62724 QIAGEN komplekti

*Kasutamiseks kombineeritult to6jaamaga BioRobot EZ1 DSP Workstation
(kataloogi nr 9001360) ja viiruskaardiga EZ1 DSP Virus Card (kataloogi nr
9017707).
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Tahtis markus komplektide QIAamp UltraSens Virus Kit ja QlJAamp DNA Mini
Kit kasutajatele.

* Ekstraktsiooni tbhusus ja seega ka saadava DNA/RNA hulk s6ltub suurel
maaral kandur-RNA kasutamisest. Kui valitud nukleiinhappe eraldamise
komplekt ei sisalda kandur-RNA-d, soovitame nukleiinhapete
eraldamiseks rakuvabadest kehavedelikest ja vaikese DNA/RNA
sisaldusega materjalist (nt CSF) lisada kandurit (RNA-Homopolymer
Poly(A), Amersham Biosciences, kataloogi nr 27-4110-01). Toimige
jargmiselt.

a) Resuspendeerige luofiliseeritud kandur-RNA ektraktsioonikomplekti
elueerimispuhvris (nt AE puhver komplektist QlAamp DNA Mini Kit)
(&rge kasutage luusipuhvrit) ja valmistage lahus kontsentratsiooniga 1
ug/ul. Jagage see kandur-RNA lahus nii mitmeks alikvoodiks, kui
vajalikuks peate, ja sdilitage alikvoote —20 C juures. Valtige kandur-
RNA alikvootide korduvat tlessulatamist (> 2 x).

b) Kasutage 1 pg kandur-RNA-d 100 pl ltusipuhvri kohta. Néaiteks kui
ekstraktsiooniprotokollis on ette nahtud 200 pl ludsipuhvrit, lisage 2 pl
kandur-RNA-d (1 pg/pl) otse lulsipuhvrisse. Enne iga
ekstraktsiooniprotsessi alustamist tuleb varskelt ette valmistada

ludsipuhvri ja kandur-RNA (ja sisemise kontrolli, kui on asjakohane, vt

8.2 Sisemine kontroll) segu jargneva pipeteerimisskeemi kohaselt.

Proovide arv 1 12
Ludsipuhver nt 200 pl nt 2400 pl
Kandur-RNA (1 pg/pl) 2ul 24 pl
Kogumaht 202 pl 2424 pl
Maht ekstraktsiooni kohta 200 pl nt 200 pl

c) Ekstraktsiooniks kasutage varskelt valmistatud ludsipuhvri ja kandur-
RNA segu viivitamata. Segu ei séili.

* Ekstraktsiooni t6husus ja seega ka saadava DNA/RNA hulk séltub suurel

maaral kandur-RNA kasutamisest. Komplektiga QlAamp UltraSens Virus

Kit kaasas oleva kandja-RNA stabiilsuse suurendamiseks soovitame

jargmist protseduuri, mis erineb ekstraktsioonikomplekti kasutusjuhendis

vélja toodust:
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a. Resuspendeerige luofiliseeritud kandur-RNA  enne  esimest
ekstraktsioonikomplekti kasutuskorda 310 pl komplekti kuuluvas
elueerimispuhvris  (IdBppkontsentratsioon 1 pg/pl, arge kasutage
lulsipuhvrit). Jagage see kandur-RNA lahus nii mitmeks alikvoodiks,
kui vajalikuks peate, ja séailitage alikvoote —20 °C juures. Valtige
kandur-RNA alikvootide korduvat tlessulatamist (> 2 x).

b. Enne iga ekstraktsiooniprotsessi alustamist tuleb vérskelt ette
valmistada ltusipuhvri ja kandur-RNA (ja sisemise kontrolli, kui on
asjakohane, vt 8.2 Sisemine kontroll) segu jargneva
pipeteerimisskeemi kohaselt.

Proovide arv 1 12
Liitisipuhver AC 800 pl 9600 pl
Kandur-RNA (1 pg/ul) 5,6 pl 67,2 ul
Kogumaht 805,6 pl 9667,2 pl
Maht ekstraktsiooni kohta 800 pl 800 pl iga

c. Ekstraktsiooniks kasutage varskelt valmistatud ltusipuhvri ja kandur-
RNA segu viivitamata. Segu ei saili.

e Suurima tundlikkuse saavutamiseks komplektiga artus VZV LC PCR Kit
soovitame elueerida DNA 50 pl elueerimispuhvris.

¢ Komplektiga QlAamp UltraSens Virus Kit on vdimalik proovi
kontsentratsiooni suurendada. Kui te kasutate proovimaterjalina midagi
muud kui seerum vdi plasma, lisage proovile vahemalt 50% (v/v)
patogeeni suhtes negatiivset inimese plasmat.

¢ Eraldamisprotokollide puhul, kus on ette nahtud etanoolisisaldusega
pesupuhvrite kasutamine, tuleb vdimalike etanoolijadkide eemaldamiseks
proovi enne elueerimist lisaks veel uks kord tsentrifuugida (kolm minutit,
13 000 rpm). Sellega valditakse vdimalikku PCR-i parssumist.

* Arge kasutage komplekti artus VZV LC PCR Kit koos fenoolipbhiste
eraldamismeetoditega.

Téhtis markus komplekti EZ1 DSP Virus Kit kasutajatele.

¢ Ekstraktsiooni t6husus ja seega ka saadava DNA/RNA hulk séltub suurel
maaral kandur-RNA kasutamisest. Lisage sobiv kogus kandur-RNA-d
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igale ekstraktsioonile, jargides komplekti EZ1 DSP Virus Kit k&siraamatu
juhiseid.

Tahtis! Komplekti artus VZV LC PCR Kit sisemist kontrolli v8ib kasutada

vahetult eraldamise protseduuris (vt 8.2 Sisemine kontroll).

8.2 Sisemine kontroll

Komplekti kuulub sisemine kontroll (VZV LC IC). See vdimaldab kasutajal
kontrollida nii DNA eraldamise protseduuri kui ka v@imalikku PCR-i
parssumist (vt joonis 1). Kasutades ekstraktsiooniks komplekti EZ1 DSP
Virus Kit, tuleb sisemine kontroll lisada, jargides EZ1 DSP Virus Kiti
kasiraamatu juhiseid. Kasutades komplekti QlAamp UltraSens Virus Kit voi
QlAamp DNA Mini Kit, lisage sisemine kontroll eraldamisreaktsioonile
vahekorras 0,1 pl/1 pl elueerimislahuse kohta. Naiteks komplekti QlAamp
DNA Mini Kit (QIAGEN) kasutades elueeritakse DNA 50 pl AE puhvris. Seega
tuleb algselt lisada 5 pl sisemist kontrolli. Sisemise kontrolli kogus s6ltub
Uksnes elueerimislahuse mahust. Sisemise kontrolli ja kandur-RNA (vt 8.1.

DNA eraldamine) v8ib lisada Uksnes

e lGusipuhvri ja proovimaterjali segule voi

e otse luusipuhvrile.

Sisemist kontrolli ei tohi lisada otse proovimaterjalile. Liusipuhvrile lisamisel
pidage silmas, et sisemise kontrolli ja lulsipuhvri / kandur-RNA segu tuleb
valmistada varskelt ja kasutada kohe (isegi vaid moned tunnid
toatemperatuuril v8i kulmikus hoidmist v8ib viia sisemise kontrolli
ebadnnestumiseni ja vahendada ekstraktsiooni tdhusust). Sisemist kontrolli ja
kandur-RNA-d ei tohi lisada otse proovimaterijalile.

Sisemist kontrolli vdib vajaduse korral kasutada ka v@imaliku PCR-i
parssumise kontrollimiseks (vt joonis 2). Selleks lisage sisemist kontrolli 0,5
pl reaktsiooni kohta otse 15 pl reagendile VZV LC Master. Iga PCR-i

reaktsiooni kohta kasutage 15 pl pdhisegu (master mix), mis on valmistatud
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eespool kirjeldatud viisil’, ja lisage 5 pl puhastatud proovi. Kui te valmistate
ette mitme proovi samaaegset PCR-anallilisi, suurendage VZV LC Masteri ja
sisemise kontrolli mahtu proovide arvu jargi (vt 8.4 PCR-anallsi

ettevalmistamine).

Komplektid artus HSV-1/2 LC PCR Kit ja artus VZV LC PCR Kit sisaldavad
identset sisemist kontrolli (IC). Ka komplektid artus EBV LC PCR Kit ja
artus CMV LC PCR Kit sisaldavad identset sisemist kontrolli.

8.3 Kvantifitseerimine

Lisatud kvantitatiivseid standardeid (VZV LC/TM QS 1-4) kaésitletakse samal
moel ja samas mahus (5 pl) kui varem puhastatud proove. Standardkdvera
loomiseks LightCycleri seadmel kasutage kdiki nelja kvantitatiivset standardit

jargmiselt.
Seade LightCycler 1.1/1.2/1.5

Defineerige VZV LC/TM QS 1-4 Sample Loading Screenil (Proovi laadimise
vaade) standarditena, sisestage ettenahtud kontsentratsioonid (vt LightCycler
Operator’s Manual, Version 3.5, Chapter B, 2.4. Sample Data Entry).

Seade LightCycler 2.0

Standardite  defineerimiseks  aktiveerige  funktsioon Analysis Type
(Analulsitulip) akna Samples (Proovid) menlis ja valige Absolute
Quantification (Absoluutne kvantifitseerimine). Nuud saate te defineerida
VZV LC/TM QS 1-4 kui standardid ja sisestada igal standardile vastavad
kontsentratsioonid (vt LightCycler Operator’s Manual, Version 4.0, Chapter B,
2.2. Proovi teabe sisestamine). Veenduge, et funktsioon Enable Controls
(Aktiveeri kontrollid) ei_ole aktiveeritud. Vastasel juhul on analllsiseadete
valimine andmeanaluisiks piiratud (see 9.2 PCR-i tulemuste andmeanaliilis
seadmega LightCycler 2.0).

" Sisemise kontrolli lisamisest tingitud reaktsioonisegu mahu suurenemine ei ole PCR-
anallisi ettevalmistamisel téhtis. Tuvastussiisteemi tundlikkus sellest ei véahene.
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Sel viisil loodud standardkdverat v6ib kasutada jargnevate tddseeriate juures
eeldusel, et todseerias kasutatakse vahemalt tihte antud kontsentratsiooniga
standardit. Selleks tuleb importida enne loodud standardk&ver (vt LightCycler
Operator's Manual, versioon 3.5, ptk B, 4.2.5. Quantitation with an External
Standard Curve v0i versioon 4.0, ptk 4.2.2 Saving a Standard Curve). See
kvantifitseerimismeetod vdib aga erinevate PCR-i tOdseeriate varieeruvuse

tottu pohjustada halbeid tulemustes.

Kui te integreerisite PCR-i tdo0seeriasse enam kui Uhe Herpes
artusesiisteemi, tuleb neid erinevaid sUsteeme analliiisida eraldi,

kasutades vastavaid kvantitatiivseid standardeid.

Téhelepanu! Kvantitatiivsed standardid on defineeritud suhtarvuna koopiat/pl.
Standardkdvera abil maaratud vaartuste konverteerimiseks nii, et neid saaks

esitada suhtarvuna koopiat/ml proovimaterjali kohta, sobib jargmine valem.

Tulemus (koopiat/pl) x elueerimislahuse
Tulemus (koopiat/ml) = maht (ul)

Proovi maht (ml)

Arvestage, et Ulaltoodud valemisse tuleb pdhimétteliselt sisestada algne
proovi maht. Seda tuleb silmas pidada, kui proovi mahtu on muudetud enne
nukleiinhappe ekstraheerimist (nt mahtu on tsentrifuugimise teel vahendatud
vOi eraldamiseks vajamineva mahu saavutamiseks on proovi mahtu

suurendatud).

Tahtis! LightCycler 1.1/1.2/1.5 vdi LightCycler 2.0 seadme artus-siisteemide
kvantitatiivse analldsi juhend on saadaval veebilehel
www.giagen.com/Products/BylL abFocus/MDX (Tehniline markus

kvantifitseerimise kohta seadmel LightCycler 1.1/1.2/1.5 v&i LightCycler
2.0).

8.4 PCR-analiiisi ettevalmistamine

Veenduge, et jahutusplokk ja kapillaaride adapterid (LightCycleri seadme
tarvikud) on eeljahutatud +4 °C kraadini. Asetage soovitud arv LightCycleri
kapillaare jahutusploki adapteritesse. Veenduge, et iga PCR-i tédseeria kohta
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on kaasatud vahemalt Uks kvantitatiivne standard ja Uks negatiivne kontroll
(Water, PCR grade). Standardkdvera loomiseks kasutage igas PCR-i
tooseerias kdiki kvantitatiivseid standardeid (VZV LC/TM QS 1-4). Enne iga
kasutamist tuleb kdik reagendid taielikult tles sulatada, segada (korduva Ules-

alla pipeteerimise vdi kiire keeristamise teel) ja lUhiajaliselt tsentrifuugida.

Kui te soovite kasutada sisemist kontrolli, et jalgida DNA eraldamise
protseduuri ja kontrollida vbimalikku PCR-i parssumist, siis tuleb see lisada
juba eraldamisel (vt 8.2 Sisemine kontroll). Sellisel juhul jargige alltoodud

pipeteerimisskeemi (lilevaatlikku skeemi vt joonisel 1).

Proovide arv 1 12
1.P&hisegu VZV LC Master 15l 180 pl
(master mix) VZV LCIC oul oul
ettevalmistamine Kogumaht 15 pl 180 pl
2 PCR-analiiiisi Pdhisegu (master mix) 15 pl 15 pliga
ettevalmistamine ey a4 SIEIEE

Kogumaht 20 20 pl iga

Kui te soovite kasutada sisemist kontrolli Gksnes selleks, et kontrollida

vBimalikku PCR-i

VZV LC Master.

Sellisel  juhul

parssumist, siis tuleb see

jargige

(Ulevaatlikku skeemi vt joonisel 2).

alltoodud

lisada otse

reagendile

pipeteerimisskeemi

Proovide arv 1 12
1. Péhisegu VZV LC Master 15l 180 pl
(master mix) VZV LCIC 0.5 pl 6 pl
ettevalmistamine Kogumaht 15.5 " 186 pl
2 PCR-analiiiisi Pd&hisegu (master mix) 15 pl 15 pliga
ettevalmistamine Py el 2 e
Kogumaht 20 pl 20 pliga

" The volume increase caused by adding the Internal Control is neglected when preparing
the PCR assay. The sensitivity of the detection system is not impaired.
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Pipeteerige 15 pl p6hisegu iga kapillaari plastit reservuaari. Seejarel lisage
5 pl elueeritud proovi DNA-d. Kasutage positiivse kontrollina vastavalt 5 pl
vahemalt Uhte kvantitatiivset standardit (VZV LC/TM QS 1-4) ja negatiivse
kontrollina 5 ul PCR-i kvaliteediga vett (Water, PCR grade). Sulgege
kapillaarid. Segu liikumiseks plastreservuaarist kapillaari tsentrifuugige
kapillaare sisaldavaid adaptereid lauatsentrifuugis kiimme sekundit kiirusel
maksimaalselt 400 x g (2000 rpm).
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Sisemise kontrolli lisamine puhastamisprotseduuris.

Joonis 1.Té6voo skeem puhastamisprotseduuri ja PCR-i parssumise
kontrolliks.

*Veenduge, et kdik lahused on taielikult Ules sulanud,
hoolikalt segatud ja lthiajaliselt tsentrifuugitud.
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Sisemise kontrolli lisamine artus Masterile

Joonis 2.Té6voo skeem PCR-i parssumise kontrolliks.

*Veenduge, et kdik lahused on taielikult Ules sulanud,
hoolikalt segatud ja lihiajaliselt tsentrifuugitud.
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8.5 LightCycleri seadmete programmeerimine

8.5.1 LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadme programmeerimine

VZV DNA tuvastamiseks looge oma LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadmel

temperatuuriprofiil jArgneva viie punkti kohaselt (vt joonised 3-7).

A. Hot-starti ensuiimi algne aktiveerimine, joonis 3
B.  Touchdowni etapp, joonis 4
C. DNA amplifitseerimine, joonis 5
D.  Sulamiskdver (valikuline), joonis 6
E. Jahutamine, joonis 7

Pdorake erilist tadhelepanu seadetele Analysis Mode (AnallusireZiim),
Cycle Program Data (Tsukli programmi andmed) ja Temperature Targets
(Temperatuuri sihtmérgid). Need seaded on joonisel Umbritsetud jameda
musta joonega. Lisateavet LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadme programmeerimise
kohta leiate seadme kasutusjuhendist LightCycler Operator's Manual. Etapp
D. PCR-i programmis on valikuline ja vajalik Uksnes komplekti artus HSV-1/2
LC PCR Kit kasutajatele HSV-1 ja HSV-2 eristamiseks.

1 Cycle Program Dataj EFRREE T 2
— | Quantification -
M;_]J! Melting Curves
Temperature Targets
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

(@] oo 000z |00 [30  |a/ NoNE | @l

Joonis 3. Hot-starti enstiimi algne aktiveerimine.
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'E)yde Frogram Data

1 oyetes o

emperature |argets
Target Temperature (
Incubation ﬂme%rs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C /)
Secondary Target Temperature ('C)

(Shep Size ('C)

Step Delay (cycles)
|—Acqu|sm on Mode

Joonis 4. Touchdowni etapp.

1 lE)ycIe Program Data Analysis Mode| Mone 2
— !I p—
Oycles]| 40 Melting Curves

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

Step Delay (cycles)
|—Acqwsmun Mode

Joonis 5. DNA amplifitseerimine.

]
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Cycle Program Data

Oycles[ 13

emperature [argets
Target Temperature (
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
’7 |'Stap Size ('C)

Step Delay (cycles)

Joonis 6. Sulamiskdver.

Cycle Program D T None
gy
L] Melting Curves
—
Temperature Targets
Target Temperature (
Incubation Tim e% remin:sec)
Temperature Transition Rate ('C/s)
Secondary Target Temperature ('C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
’_ |—Ar.quisitiun Mode

w50 500 505 vore @

. [EEE—-

Joonis 7. Jahutamine.
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8.5.2 LightCycler 2.0 seadme programmeerimine

PCR-analuiisi programmeerimiseks LightCycler 2.0 seadmega aktiveerige

peamentis valik New (Uus) ja valige LightCycler Experiment.

Jargnevalt looge VZV DNA tuvastamiseks oma LightCycler 2.0 seadmel

temperatuuriprofiil jargneva viie punkti kohaselt (vt tabel 1).

Hot-starti enstiimi algne aktiveerimine
Touchdowni etapp

DNA amplifitseerimine

Sulamiskdver (valikuline)
Jahutamine

moow>

Etapp D. PCR-i programmis on valikuline ja vajalik Uksnes komplekti
artus HSV-1/2 LC PCR Kit kasutajatele HSV-1 ja HSV-2 eristamiseks.

Sisestage kdigepealt kédesoleva PCR-i jaoks ettevalmistatud kapillaaride arv

(Max. Seek Pos., vt joonis 8).

Tabel 1. Temperatuuriprofiili loomine.

Hold Ramp Step

Programm [hh:mm:| Rate Delay ’\AAZEC"IZSIS
ss] [°Cls] [cycles]
Aktiveeri- 95 00:10:00 | 20 0 0 0 None 1 None
mine
95 00:00:05 | 20 0 0 0 None
Touch 65 00:00:20 | 20 55 1 1 None |10 None
down
72 00:00:15 | 20 0 0 0 None
95 00:00:05 | 20 0 0 0 None
DNA .
ampli- 55 00:00:20 | 20 0 0 0 Single | 40 S”?.”“'
fikatsioon ication
72 00:00:15| 20 0 0 0 None
95 00:00:01 | 20 0 0 0 None
Sulamis- 50 00:00:15 | 20 0 0 0 None 1 Melting
kover Curve
80 00:00:00 0,1 0 0 0 Cont.
Jahutamine | 40 00:00:30| 20 0 0 0 None |1 None

Proovi andmete sisestamiseks valige Samples (Proovid).
* Sisestage Capillary View (Kapillaari vaade) aknas esiteks planeeritud

PCR-i preparatsioonide koguarv kdesolevas todseerias (Sample Count).
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e KlBpsates Sample Name (Proovi nimi), saate madarata proovidele
tahistused.

e KlBpsates Selected Channels (Vali kanalid), saate valida
fluorestsentskanalid 530 analutilise VZV PCR-i ja 705 sisemise kontrolli
PCR-i tulemuste tuvastamiseks.

e Standardite  defineerimiseks ja  vastavate kontsentratsioonide
maéaramiseks aktiveerige funktsioon Analysis Type (Analudsitiup) ja
valige Absolute Quantification (Absoluutne kvantifitseerimine) (vt 8.3
Kvantifitseerimine).

¢ Veenduge, et funktsioon Enable Controls (Aktiveeri kontrollid) ei ole
aktiveeritud. Vastasel juhul on analuisiseadete valimine andmeanallisiks
piiratud (reziim Fit Points ei ole kasutatav, vt 9.2 PCR-i andmete analuls
LightCycler 2.0 seadmega). Target name (Sihtmargi nimi) alt saate ara
maarata, millised sihtmarkjarjestused on vaja tuvastada (VZV vdi sisemine
kontroll) valitud fluorestsentskanalites 530 ja 705. Tulba Target name
(Sihtmargi nimi) taitmise holbustamiseks voib kasutada funktsiooni Auto
Copy... Target name defineerimine aitab kull saada paremat Ulevaadet,
kuid see ei ole andmeanalisiks otseselt vajalik.

e Standardkdvera loomiseks andmeanallisi tarvis peavad olema
defineeritud kvantitatiivsed standardid koos vastavate
kontsentratsioonidega. Seet6ttu valige funktsiooni Sample Type (Proovi
tulp) alt Standard ja sisestage funktsiooni Concentration alt igale
standardile vastav kontsentratsioon.

¢ Programmeeritud temperatuuriprofiili saab salvestada arvuti kbvakettale,
nii et seda saab hillem kasutada uute tooseeriate tarvis. Selleks
aktiveerige funktsioon Save As... (Salvesta kui...) meniu File alt, parast
mida ilmub uus aken. Valige mentiuTemplates and Macros (Mallid ja
makrod) alt alammeniii Run Templates (To6seeria mallid) ja salvestage
andmed sobiva nimetuse all.

¢ PCR-i tdoseeria alustamiseks liikuge valjale Run (T60seeria) ja
aktiveerige funktsioon Start Run (Kaivita todseeria) (vt joonis 8). PCR-i

programm kaivitub parast andmete salvestamise sihtkoha sisestamist
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“Sehp [T

Defsch Charnet  [530 _v; A[,__}B_n?ﬂﬂm | Anslyse Mode
I Initial Activation of the Hot Start Enoyme . |Mona
Seck Temperstuse: |30 5
Sl | Touch Down Step =INone
1 g M SeskPos 14 _[ | Amplification of the DNA =1 Quantfication
Intkument Type:  |6Ch :; ;‘ 'Mshng Curnve | Meling Curves
CoplaySee (204 | I | Cocling =|Mone

_[ |Imtrci Hokd =) | Rearg Ao _ SipSie | Siep el
e 'T-gum 10 | ekl

bl Slowwm o 3o o o slhene -

Temperature (“C)
g BEBBEELE

00 1009 o187 02859 L a7 48 5706
Time (hamemiss)

Joonis 8. PCR tooseeria kaivitamine.

9. Andmeanalilis

9.1 PCR-i andmete analiius LightCycler 1.1/1.2/1.5
seadmel

LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadme abil kogutud PCR-i andmete anallusiks

soovitame kasutada LightCycleri tarkvaraversiooni 3.5.

Mitmevarvilise anallitisi korral tekib fluorimeetris kanalite vaheline interferents.
LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadme tarkvara sisaldab nende interferentside
kompenseerimiseks faili Color Compensation File (Varvuse kompenseerimise
fail). Avage see fail enne PCR-i, selle ajal vdi I16pus, kldpsates nupul Choose
CCC File (Vali CCC fail) voi Select CC Data (Vali CC andmed). Kui Color
Compensation File ei ole installitud, looge see fail kasutusjuhendi LightCycler
Operator’'s Manual juhistele. Parast faili Color Compensation File aktiveerimist
ilmuvad fluorimeetri kanalites F1, F2 ja F3 eraldi signaalid. Komplekti

artus VZV LC PCR Kit abil saadud PCR-i tulemuste anallilisiks valige ekraanil
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vastavalt analtiitilise VZV PCR-i jaoks F1/F2 ja sisemise kontrolli PCR-i jaoks
F3/Back-F1. Kvantitatiivsete to0seeriate anallilsimiseks jargige juhiseid, mis
on valja toodud peatiikis 8.3 Kvantifitseerimine, ja tehnilises markuses
LightCycler 1.1/1.2/1.5 v&i LightCycler 2.0 seadme kvantifitseerimise
kohta veebilehel www.qgiagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Kui te integreerisite PCR-i td0seeriasse enam kui Uhe Herpes
artuseslisteemi, tuleb neid erinevaid slsteeme anallisida eraldi,
kasutades vastavaid kvantitatiivseid standardeid. Valige analluisiks

vastavad rootoripositsioonid.
V6éimalikud tulemused

1. Signaal fluorimeetri kanalis F1/F2.
Anallitsi tulemus on positiivne: proov sisaldab VZV DNA-d.

Sellisel juhul pole signaali tuvastamine F3/Back-F1 kanalis vajalik, sest VZV DNA
algsed suured kontsentratsioonid (positivne signaal F1/F2 kanalis) vodivad
pdhjustada sisemise kontrolli fluorestsentssignaali véhenemist v6i kadu F3/Back-F1
kanalis (konkurents).

2. Fluorimeetri kanalis F1/F2 ei tuvastata signaali. Samas on tuvastatav
sisemise kontrolli signaal F3/Back-F1 kanalis.

VZV DNA ei ole proovis tuvastatav. Tulemust vdib lugeda
negatiivseks.

Negatiivse VZV PCR-i puhul vélistab tuvastatud sisemise kontrolli signaal PCR-i
parssumise.

3. F1/F2 ega F3/Back-F1 kanalis ei ole signaal tuvastatav.

Diagnoosi ei ole vBimalik méaarata.

Teavet vlimalike vigade allikate ja lahenduste kohta vdib leida peatukis
10. Térkeotsing.

Vt naiteid positiivsete ja negatiivsete PCR-i reaktsioonide kohta jooniselt 9 ja
jooniselt 10.
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Joonis 9.Kvantitatiivsete standardite (VZV LC/TM QS 1-4) tuvastamine
LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadme fluorimeetri kanalis F1/F2.
NTC: nontemplate control (negatiivne kontroll).

l‘.".wr—_,
ome—
a4 Qs 4
o Qs 3 \ o
e Qs 2 i

og- y it
£ oo Qs1 /’/
| /> NTC

Joonis 10.  Sisemise  kontrolli  (IC) tuvastamine LightCycler
1.1/1.2/1.5 seadme fluorimeetri kanalis F3/Back-F1 ja
samaaegne kvantitatiivsete standardite (VZV LC/TM QS 1-4)
amplifitseerimine. NTC: nontemplate control (negatiivne
kontroll). Piiratud varvikompensatsioonist tingituna tungivad
sisemise kontrolli signaalid F3 kanalis esile, kattes F1 kanali
positivsed signaalid. Sellisel juhul ei ole kdrgpositiivsete
proovimaterjalide voi kontrollide sisemise kontrolli signaalide
(F3) analtiis vdimalik.
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9.2 PCR-i andmete anallitis LightCycler 2.0 seadmel

LightCycler 2.0 seadme abil kogutud PCR-i andmete analuisiks soovitame
kasutada LightCycleri tarkvara versiooni 4.0. Pidage kinni kasutusjuhendis

LightCycler 2.0 Instrument Operator's Manual Version 4.0. antud juhistest.
PCR-i andmete analuisiks tegutsege jargmiselt (vt joonis 11).

e Aktiveerige funktsioon Analysis (Analliiis) mendiuribal ja valige Absolute
Quantification (Absoluutne kvantifikatsioon). P&himdtteliselt peab kaiki
artus LC PCR Kiti komplektiga loodud amplifitseerimisandmeid
anallitisima selle funktsiooni abil.

¢ LightCycleri seadme tarkvara 4.0 sisaldab faili Color Compensation File
(Varvuse kompenseerimise fail), mis kompenseerib mitmevéarvianaliiisis
fluorestsentskanalite vahelisi interferentse. Avage see fail PCR-i ajal voi
selle 16pus, kldpsates nupule Color Comp (On/Off) (Varvuse komp.
sees/véljas) ja seejarel Select Color Compensation (Vali véarvuse
kompenseerimine) (vt joonis 11). Kui Color Compensation File ei ole
installitud, looge see fail vastavalt kasutusjuhendi LightCycler Operator's
Manual instruktsioonidele.

e Parast faili Color Compensation File aktiveerimist ilmuvad fluorimeetri
kanalites eraldi signaalid. Komplekti artus VZV LC PCR Kit abil saadud
PCR-i tulemuste analiisiks valige ekraanil vastavalt analiitilise
VZV PCR-i jaoks 530/640 ja sisemise kontrolli PCR-i jaoks 705/Back 530.
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Joonis 11.  Faili Color Compensation File aktiveerimine ja
fluorestsentskanalite valik.

Kvantitatiivsete t0dseeriate analllsimiseks jargige juhiseid, mis on vélja
toodud peatukis 8.3 Kvantifitseerimine, ja tehnilises méarkuses LightCycler
1.1/1.2/1.5 vdi LightCycler 2.0 seadme kvantifitseerimise kohta veebilehel
www.giagen.com/Products/ByLabFocus/MDX.

Kui anallitis on seadistatud, on v8imalikud jargnevad tulemused.

1. Signaal fluorestsentskanalis 530/640.
Anallitsi tulemus on positiivne: proov sisaldab VZV DNA-d.

Sellisel juhul pole signaali tuvastamine 705/Back 530 kanalis vajalik, sest VZV DNA
algsed suured kontsentratsioonid (positivne signaal 530/640 kanalis) voivad
pdhjustada sisemise kontrolli fluorestsentssignaali vahenemist v8i kadu 705/Back
530 kanalis (konkurents).

2. Signaal fluorestsentskanalis 530/640 puudub. Samas on tuvastatav
sisemise kontrolli signaal 705/Back 530 kanalis.

VZV DNA ei ole proovis tuvastatav. Tulemust vdib Ilugeda
negatiivseks.
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Negatiivse VZV PCR-i puhul vélistab tuvastatud sisemise kontrolli signaal PCR-i
parssumise.

3. 530/640 ega 705/Back 530 kanalis ei ole signaal tuvastatav.

Diagnoosi ei ole vdimalik méaarata.

Teavet vlimalike vigade allikate ja lahenduste kohta vdib leida peatukis
10. Térkeotsing.

Vt naiteid positiivsete ja negatiivsete PCR-i reaktsioonide kohta jooniselt 12 ja
jooniselt 13.

Amplification Curves

Fluorescence (530/640)
L)

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 3B 40
Cycles

Joonis 12.  Kvantitativsete ~ standardite  (VZV LC/TM QS 1-4)
tuvastamine LightCycler 2,0 seadme fluorimeetri kanalis
530/640. NTC: nontemplate control (negatiivne kontroll).
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Amplification Curves

s Qs 1
006 Qs2
0055 Qs3
005 QS 4

NTC
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Fluorescence (7058 ack 5300
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g

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 23 30 32 34 36 3B 40
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Joonis 13.  Sisemise kontrolli (IC) tuvastamine LightCycler 2.0
seadme fluorimeetri kanalis 705/Back 530 ja samaaegne

kvantitatiivsete standardite (VZV LC/TM QS 1-4)
amplifitseerimine. NTC: nontemplate control (negatiivne
kontroll).

10. Térkeotsing

Positiivsete kontrollide (VZV LC/TM QS 1-4) signaal fluorestsentskanalis
F1/F2 v&i 530/640 puudub:
¢ PCR-i andmeanaliisiks valitud fluorestsentskanal ei vasta protokollile.
= Andmeanallilisi tegemisel valige analuitilise VZV PCR-i jaoks
fluorestsentskanal F1/F2 vdi 530/640 ja sisemise kontrolli PCR-i jaoks
F3/Back-F1 v6i 705/Back 530.
e LightCycler 1.1/1.2/1.5 v&i LightCycler 2.0 seadme temperatuuriprofiili
ebakorrektne programmeerimine.
- Vorrelge temperatuuriprofiili protokolliga (vt 8.5 LightCycleri seadme
programmeerimine).
* PCR-i ebakorrektne konfiguratsioon.
- Kontrollige punkthaaval Ule oma toovoog, kas k&ik vastab
pipeteerimisskeemile (vt 8.4 PCR-i ettevalmistamine) ja vajaduse
korral korrake PCR-i.
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* Komplekti the vdi enama komponendi sailitamistingimused ei vasta
peatiikis 2 Sailitamine  antud  juhistele  v6i  on komplekt
artus VZV LC PCR Kit aegunud.

- Kontrollige sailitamistingimusi ja reagentide aegumistdhtaega (vt

komplekti etiketti) ja kasutage vajaduse korral uut komplekti.

Sisemise kontrolli signaal fluorimeetri kanalis F3/Back-F1 v6i 705/Back
530 on ndrk vdi puudub ja samas puudub signaal kanalis F1/F2 voi
530/640:

¢ PCR-itingimused ei vasta protokollile.

- Kontrollige PCR-i tingimusi (vt eestpoolt) ja vajaduse korral korrake
PCR-i parandatud seadetega.

¢ PCR oli parssunud.

- Veenduge, et te kasutate soovitatud eraldamismeetodit (vt 8.1 DNA
eraldamine) ja jargige tapselt tootjapoolseid juhiseid.

- Veenduge, et DNA eraldamise kaigus tsentrifuugisite proovi enne
elueerimist veel Uks kord, et eemaldada voimalikud etanoolijaagid
(nagu on soovitatud peatikis 8.1 DNA eraldamine).

¢ DNA kadu ekstraktsiooni kaigus.

- Kui ekstraktsioonisegule on lisatud sisemine kontroll, viitab sisemise
kontrolli signaali puudumine DNA kaole ekstraheerimise kaigus.
Veenduge, et te kasutate soovitatud eraldamismeetodit (vt 8.1 DNA
eraldamine) ja jargige tapselt tootjapoolseid juhiseid.

e Komplekti Ghe vdi enama komponendi sailitamistingimused ei vasta
peatikis 2 Sailitamine  antud juhistele v8i on  komplekt
artus VZV LC PCR Kit aegunud.
= Kontrollige séilitamistingimusi ja reagentide aegumistahtaega (vt

komplekti etiketti) ja kasutage vajaduse korral uut komplekti.

Negatiivsete kontrollide signaalid analuitilise PCR-i fluorestsentskanalis
F1/F2 v8i 530/640.
* PCR-i ettevalmistamine kaigus toimus saastumine.

- Kaorrake PCR-i uute reagentidega, paralleelproovidega.
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= Vdimaluse korral sulgege PCR-i katsutid vahetult parast analliusitava
proovi lisamist.

- Pipeteerige positiivsed kontrollid alati vimasena.

- Veenduge, et tdéruume ja seadmeid puhastatakse saastusest
korraparaste ajavahemike tagant.

* Ekstraktsiooni kdigus toimus saastumine.

- Korrake analuisitava proovi ekstraktsiooni ja PCR-i kasutades uusi
reagente.

= Veenduge, et tdéruume ja seadmeid puhastatakse saastusest

korraparaste ajavahemike tagant.

Kui teil on lisakiisimusi vdi esineb probleeme, vdtke Uhendust meie tehnilise

toega.

11. Tehnilised andmed

11.1 Analtitiline tundlikkus

Komplekti artus VZV LC PCR Kit analuitilise tundlikkuse kindlakstegemiseks
valmistati ette standardlahuste seeria vahemikus 60 kuni nominaalne
0,019 VZV koopia ekvivalenti/ul ning tehti analiiiis LightCycler 1.1/1.2/1.5
seadmel komplekti artus VZV LC PCR Kit. Katse viidi l&abi kolmel erineval
paeval kaheksa paralleelprooviga. Tulemused mééarati kindlaks probitanaluisi
abil. Probitanalldsi on kujutatud joonisel 14. Komplekti artus VZV LC PCR Kit
analutiline avastamispiir kombineerituna LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadmega
on jarjepidevalt 0,8 koopiat/pl (p = 0,05). See tahendab, et 0,8 koopia/ul
tuvastatakse 95 %-lise tdendosusega.

" Standardiks on kloneeritud PCR-i produkt, mille kontsentratsioon on kindlaks maaratud
neeldumis- ja fluorestsentsspektroskoopia abil.

artus VZV LC PCR Kit 01.2015 31



Probitanaliis: Varicella zoster'i viirus (LightCycler 1.1/1.2/1.5)

1 /_’_

[12. T——
0.10112 £ 0.8 coples/yl (95%)

oF

8

Proportions

o

0.£

5 35
log (dose)

Joonis 14.  Komplekti artus VZV LC PCR Kit analudtiline tundlikkus
LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadmel.

11.2 Spetsiifilisus

Komplekti artus VZV LC PCR Kit spetsiifilisus on tagatud eelkdige praimerite
ja sondide valikuga ning rangete reaktsioonitingimuste valikuga. Praimereid ja
sonde anallilsiti, vOrreldes nende jarjestusi geenipankades avaldatud
jarjestustega, et kontrollida v@imalike homoloogiate olemasolu. Seega on

tagatud koikide tahtsate tiivede tuvastamine.

Lisaks valideeriti spetsiifilisus 30 erineva VZV suhtes negatiivse
tserebrospinaalvedeliku proovi abil. Nende puhul ei tuvastatud VZV LC
Masterisse kuuluvate VZV spetsiifiliste praimerite ja sondide kasutamisel

Uhtegi signaali.

Komplekti artus VZV LC PCR Kit spetsiifilisuse kindlakstegemiseks kontrolliti
jargnevas tabelis (vt tabel 2) loetletud kontrollrihma ristreaktiivsuse suhtes.

Ukski testitud patogeenidest polnud reaktiivne.
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Tabel 2. Komplekti spetsiifilisuse kontroll potentsiaalselt ristreaktiivsete patogeenide
suhtes.

vav controll
Kontrollrithm g;t//l;it\)/)ol (F3/Back-F1 v5i
705/Back 530)

Inimese herpesviirus - 1 (lihtherpesviirus 1)

Inimese herpesviirus - 2 (lintherpesviirus 2) _ +

Inimese herpesviirus 4 (Epsteini-Barri viirus) - +

Inimese herpesviirus 5 (tsutomegaloviirus) - +

Inimese herpesviirus 6A - +

Inimese herpesviirus 6B — +

Inimese herpesviirus 7 - +

Inimese herpesviirus 8 .

(Kaposi sarkoomiga seostatud herpesviirus)

11.3 Tapsus

Komplekti artus VZV LC PCR Kit tépsust iseloomustavad andmed koguti
LightCycler 1.1/1.2/1.5 seadme abil ja need vBimaldavad méaéarata kindlaks
analtiusi  kogudispersiooni.  Kogudispersioon sisaldab analuusisisest
varieeruvust (sama kontsentratsiooniga proovide mitme tulemuse
varieeruvust sama eksperimendi kaigus), analtuusidevahelist varieeruvust
(erinevate operaatorite poolt erinevatel sama tllupi seadmetel samas
laboratooriumis labi viidud analGiisi mitme tulemuse varieeruvus) ja
partiidevahelist varieeruvust (analiisi mitme tulemuse varieeruvus
kasutades erinevaid partiisid). Saadud andmeid kasutati spetsiifilise patogeeni
ja sisemise kontrolli PCR-i standardhélbe, dispersiooni ja

variatsioonikoefitsiendi kindlaksmaaramiseks.

Komplekti artus VZV LC PCR Kit tapsust iseloomustavad andmed on kogutud,
kasutades vaikseima kontsentratsiooniga kvantitatiivset standardit (QS 4;
10 koopiat/ul). Katse viidi labi kaheksa paralleelprooviga. Tapsust
iseloomustavate andmete arvutamine pohines amplifikatsioonikdverate Ct-
vaartustel (Ct: lavetsiikkel, vt tabel 3). Veel méaarati kvantitatiivsete tulemuste
tapsust iseloomustavad andmed suhtarvuna koopiat/pl, kasutades vastavaid
Ct-vaartusi (vt tabel 4) Neil tulemustel pdhinevana on iga antud proovi dldine

statistiline hajuvus eelmainitud kontsentratsioonil 0,88 % (Ct) vdi 11,40 %
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(konts.), sisemise kontrolli tuvastamiseks 1,26 % (Ct). Need vaartused

p&hinevad kdikide Uksikvaartuste kindlaksméaératud varieeruvuste summal.

Tabel 3. Ct-vaartustel pdhinevad tapsust iseloomustavad andmed.

X . Variatsioonikordaja
Standardhalve Dispersioon [%] y

Analliusisisene varieeruvus:
VZV LC/TM QS 4
Analliusisisene varieeruvus:
Sisemine kontroll
Analliusidevaheline
varieeruvus: 0,17 0,03 0,75
VZV LC/TM QS 4
Analliusidevaheline
varieeruvus: 0,09 0,01 0,69
Sisemine kontroll
Partiidevaheline
varieeruvus: 0,21 0,04 0,89
VZV LC/TM QS 4
Partiidevaheline

0,21 0,04 0,89

0,04 0,00 0,33

varieeruvus: 0,15 0,02 1,16
Sisemine kontroll
Koguvarieeruvus:
VZV LC/TM QS 4 0,21 0,04 0,88
Koguvarieeruvus:

Sisemine kontroll 0,16 0,03 1,26

Tabel 4. Kvantitatiivsetel tulemustel pdhinevad tapsust iseloomustavad andmed
(koopiat/ul).

Variatsioonikordaja

Standardhélve Dispersioon [%]

Analiiusisisene varieeruvus:
VZV LC/TM QS 4
Analuusidevaheline
varieeruvus: 0,97 0,94 9,66
VZV LC/TM QS 4
Partiidevaheline varieeruvus:
VZV LC/TM QS 4
Koguvarieeruvus:

VZV LC/TM QS 4

1,33 1,77 13,19

1,29 1,67 12,83

1,15 1,32 11,40

11.4 Robustsus

Robustsuse kontroll véimaldab kindlaks méérata komplekti artus VZV LC PCR
Kit kogu tbérkemaédra. 30 VZV suhtes negatiivset tserebrospinaalvedeliku
proovi tembiti elueerimislahusega, mis sisaldas VZV kontroll-DNA-d, mahus
|
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2,1 koopiat/pl (kolmekordne anallitilise tundlikkuspiiri kontsentratsioon).
Pérast ekstraheerimist komplektiga QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN; vt 8.1
DNA eraldamine) anallilsiti neid proove komplekti artus VZV LC PCR Kit
abil. Kdikide VZV proovide tdrkemaar oli 0%. Lisaks hinnati 30 VZV suhtes
negatiivse tserebrospinaalvedeliku proovi puhastamise ja anallusi teel
sisemise kontrolli robustsust. Kogu térkemaar oli 0%. Komplekti artus VZV LC

PCR Kit robustsus on seega > 99%.

11.5 Taastatavus

Taasteandmed v8imaldavad pidevalt hinnata komplekti artus VZV LC PCR Kit
tulemuslikkust ja selle tdhusust vorreldes teiste toodetega. Need andmed on

saadud kindlates padevusprogrammides osalemisel.

11.6 Diagnostiline hindamine

Komplektiga artus VZV LC PCR Kit viiakse kéesoleval ajal labi

hindamisuuringute seeriat.

12. Toote kasutuspiirangud

* KOoiki reagente vBib kasutada tksnes in vitro diagnostikaks.

e [ Toodet voib kisitseda iiksnes spetsiaalselt in vitro diagnostika
protseduuride osas valjabppe saanud (EN375) personal.

¢ Optimaalsete PCR-i  tulemuste saavutamiseks on tahtis
kasutamisjuhendis vélja toodud juhiste range jargimine.

* Tahelepanu tuleb poodrata k8igi komponentide karpidele ja etikettidele
trikkitud aegumistiahtaegadele. Arge kasutage kélblikkusaja uletanud

komponente.

13. Ohutusteave

Komplekti artus VZV LC PCR Kit ohutusteave on saadaval vastaval
ohutuskaardil (SDS), mille leiate mugava ja kompaktse PDF-formaadis faili

kujul veebilehelt www.qgiagen.com/safety.
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14. Kvaliteedikontroll

QIAGEN-i ISO 9001 ja ISO 13485 sertifikaadiga kvaliteedihalduse siisteemi
kohaselt on iga komplekti artus VZV LC PCR Kit partiid testitud eelnevalt
maaratud nduete kohaselt, et tagada toote uhtlane kvaliteet.

15. Viited

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

]
36 artus VZV LC PCR Kit 01.2015



16. Simbolite seletus

%

LOT

e
m
-,

18

A
P
\

2 o5 3

o

Kdlblikkusaeg

Partii number

Tootja

Kataloogi number

Materjali number

Kéasiraamat

In vitro diagnostiline meditsiiniseade

Sisaldab piisavalt <N> testi jaoks

Globaalne kaubaartikli number

Temperatuuri piirvaartused

Kvantitatiivne standard

Sisemine kontroll
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See lehekilg on tahtlikult tiihjaks jaetud.
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See lehekilg on tahtlikult tiihjaks jaetud.
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