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QIAGEN Sample and Assay Technologies

QI AGEN ir vadogais inovatXvu paraugu un t
kas dod iesptju izoltt un notei kt jebkure

sast fFvdayas.
Mdzsu uzl aboti e, augst aspakkvaa lpiotjfutmeis npordordoug
panfFkumus no parauga | 2dz rezult Ftam.

QIAGEN nosaka standartus:

A DNS, RNS un proteXnu attszIrIganfF
A  NukleZnskFbju un proteXnu testos
A mi kroRNS izpttt un RNSi

~

A Paraugu un testtganas tehnoloociju autor
Mdzsu mtr Ois ir dsasnjegs iecsphtips panfFkumus
atkl Fj umus. Detal i zttawwqglademcormfFci j a pi eej

mFj asl apF.
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artus HSV-1/2 LC PCR komplekts

Li et ogaiglaGycleat er Zci

1. Satura rbdWltbj s
Art. Nr. Art. Nr.
4500063 4500065
Mar PDGana u ¢ 24 reakcijas 96 reakcijas
HSV LC Master 2 x 12 rxns 8 x 12 rxns
HSV1 LC/RG/TM QS 1rm 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10* kop./ul
HSV1 LC/RG/TM QS 2a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 108 kop./ul
HSV1 LC/RG/TM QS 3 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 102 kop./ul
HSV1 LC/RG/TM QS 4a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 101 kop./ul
HSV2 LC/RG/TM QS 1= 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10% kop./ul
HSV2 LC/RG/TM QS 2a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 108 kop./ul
HSV2 LC/RG/TM QS 3a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 102 kop./ul
HSV2 LC/RG/TM QS 4a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
1 x 10 kop./p |
HSV LC IC 1 x 1000 pl 2 x 1000 pl
Balts  water (PCRgrade) ( Ddens  1x1000p 1 x 1000 pl
pakfFpe))
aQS = KvantitatZvFs notei kganas standarts
I C = lekgtjF kontrole
2. Uzgl abbGana

artus HS\WV-1 / 2

30AC

temperatdzr F

LC PCR

artus HS\V+1 / 2

un

LC PCR kompl ekt a

komplaglhtsaj FagsdipbACF Zdz
tFs ir

stabilas | Xdz

rokasgrF



nor FdXts wuz eti Oetes. AtkFrtota atkaust ge

nav |1 eteicama, jJjo tas var samazinfFt jut Zk

izmantotneregul Fri , tos nepieciegams sasaldtt al

Uzgl abFganas il gums +4AC temperatdiz F nedr

stundas.

3. Papil dus nepiecieGamie mat

A VienreiztjFs lietoganas ci mdi bez pdader

A DNS izoltganas komplektmsa (skat =t 8.1 DI

A Pipetes (piel Fgojamas)

A Sterili pipetes uzgayi ar filtriem

A Virpuymi kseris

A Galda centrifdiga ar rotoru 2 ml reakci]j

A Color CompensationSet ( aKr Fsu kompensFcijas kompl
(Roche Diagnostics, kat. Nr. 2 158 850) faila  Crosstalk Color
Compensati oni nst al Fci j ali

A LightCycler kapi | Fri (20 Ol)

A LightCycler dzest ganas bl oks

A LightCycler i er Zc e

A LightCycler i er Sce VvFcizu uzlikganai/ nozemgan

4. VispbrDjie piesardzUWbas pa:

LietotfFjam vienmtr jFpievtrg uzmanXxba tur

A lzmantojietsteriluspi petes uzgayus ar filtriem.

A Uzgl abFjiet un ekstrahtjiet pozitZIvu me
un ampli konus) atsevi gO0i no pFrtjiem re
reakcijas maisXZjumam tel piski atdal 2t F

A Pirms testa sFkganas sdipbtpfvdayhaussi abt
temper at dzr F.

A Ptc atkaust ganas sajauciet visas sast Fv
centrifugtjiet.

A StrFdFjiet Ftri wightQyoled d 3 e 8t gamas bhbkF.
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5. I nformbcija par sl i mWbas 1i.:

Herpes simplex vZrupdag HBY¥) Fiumatirodalmsj u
siekal Fs un maksts sekrttF. HSV i nfekci]j e
saskart ar Fdas boj Fjumiem, dzi mumakta | ¢
Liel Fkaj F dayF HSV pozitXZvu gadZjumu ir r
mutes gyot Fduamso rughfF ndize m. HSV i nfekcija var

90% no giem gadZjumiem tF ir asimptomFti s
(sekundfra). -PriimfFekac iHHSa&v var 1 zrai szt gin
herpttisku ekzt mu, keratokonjunk®i vZtu wur
infekciama ni festtjas kF vulvovaginZt s, meni ng
infekcija jaundzi mugajiem. SekundFras inf
Fdas boj Fj umi deguna, mutes un dzi mumor gfF

atkfFrtotas keratokonjunktivXta un meni ng?2

6 . Rikad”ICR princips

SIi mbas izraisZtfFja konstattgana ar pol i
pamatojas uz slimXbas i zraisZtfFja genoma
amplifikFciju. ReFl |l ai ka PCR amplificttai
fluoresctjogo kr FsutpaliXdzs3ab us.t Stfass paar ao |

zondt m, kas ir tiegi sai stxtas ar ampl i fi
fluorescences intensitgFti PCR norises | ai
un kvantitatzvi notei kt uzkrFjugos produk

stobrizus ptc PCR norises (Mackay, 2004) .

7. Produkta apraksts

atus HSM1/ 2 LC PCR komplekts ir lietoganai g
simplex 1 un Herpessimplex 2 vXrusa DNS noteikganai un
i zmantojot polimerFzes 0Otdegugaalksi j| EknhRC
a n a lLigheQycler i er HEBMLC Mastersat ur reaoentus un en
Herpes simplex vZrusa genoma 148 bp recic
un specifiskF ampl i koLghiCytler e gaiZcest ¢il k@amna
kanFl| F F 2artus HBW1R LG-komplekts satur otru heterologu

amplifikFcijas sisttmu iesptjamai PCR i nt
not ei kiteak ktfj F komtwodiemét Ca kanFIl F F3. An
PCR notei kganas robeha netiek samaka)nft a
Lai atgUOirtu vZIrusa apakgtipus, sisttma i
temperatdaZzru. Kuganas | Zknes notei kganas |
F2HSV1 gad>jumF tiek notei kts ®9A4@dtZ¢ mpndr a
66 AC temperatdix F. ditkmr&lb§ft maok diajigs apst F

6 atusHS+1/ 2 LC PCR komplekta rokasgrF



attiecXgo buferizFcijas apst Fkyoeaty ¢gZs
Tomtr ¢gX novirze bdis vienFda abiem apakgt
iekyaut Fs FrtjFs pSVALAURGITMOS Kdd&tHEMR2] e s (

LC/RG/ITMQS104) VYauj notei kt slimZbas izraiszxt
informfFciju skatXZt nodayfF 8.3. Kvantitat?2

Uz manWbTuemper at gr alsuniSMa8f nbseHBEGanai , I Zz ma
artus HSV-1/2 LC PCR komplektu, atbilst artus EBV LC PCR komplektaartus

VZV LC PCR komplekta unartus CMV LC PCR komplekta profiiem. TFt ad ¢ o
atussi st Dmu PCR testus var veéeididzuynzamaleitz
virF PCR anal Xzes veikganas rekomendFci | ¢
KvantitatXvF notei kgananahX®e. nodayF Dat

8. Protokols

8. 1. DNS i zol DGana

DahFdi rahotFji piedFvF DNS izoltganas kc¢
DNS i zoltganas proceddizr ai ir aIL(etidzligs no
veiciet DNS izoltganu saskazF ar rahot Fj ¢
izmantot g Fdus i zolt ganas kompl ekt us:
Parauga Nukl eWns k Kataloga Nes D
materi bl i zol DGanas numurs RaHoi RNS
Serums, QlAamp @® UltraSens® 53704 QIAGEN i ek y e
plazma, CSF, Virus komplekts (50)
triepes -
uztriep QlAamp DNA Mini 51304 QIAGEN nav
komplekts (50) i ekyas
CSF EZ® DSP Virus 62724 QIAGEN i ek y s
komplekts (48)*

*Lietoganai ©BZl D$Pidartsmdiw(kat. Nr. 9001360) un EZ1 DSP Virus Karti
(kat. Nr. 9017707).

Svar Wlga piezWme QI Aamp Ul traSens Virus kc

kompl ekta | ietotbjiem:

A Nestja RNS izmantogana ir bdziski svar?3
t Ftad ar DNS/ RNS iegdigganai . Ja izvtl tt
nav i ekyauta nestja RNS, zemiet virF, Kk
Homopolymer Poly(A), Amersham Biosciences, ka  t. Nr. 27-4110-01)
pievienogana ir stingri i eteicama nukl e
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bezgdinu organi sma gOidrumiem un materi F
saturu (piembapms €8&8&Xjumos rzkojieties

a)l zgUzZdiniet liofiliztto rijamskompleka RNS, i z

elutganas bufer g0Xdumu (piemtram, QI Aa
kompl ekta AE bunkiamanoie d Emwe)s (bufer gOZdur
sagatavojiet at@d/adldf amuemtrr fci ju. Sa
nestja RNS gO0Xdumu ali kvotFs danyFs atb
uzgl abFj-A2®AC ttFsmperatdzr F. | zvairieties
ali kvoto dayu atkaust gafraizes)lun sasal dt ¢

b) Izmantojietl Og nestja PRNS|IWzelsObufer §0>Xduma

Piemtram, ja saskazfF ar ekstrakcijas p
200l | Szes bufer O dllman, e sptijewiRBHS) j (itle te ¢
| zes bufemrPdgdOmdurhkamras ekstrsgalgei j as | F
| zes bufergOZduma un nleask dgtaj RNEo man Iz
nepieciegams, skatXt nodayuw F8 .a2r. tlFd kFdt
i zskaidroto pipettganas sht mu:

Paraugu daudzums 1 12

LXzes bufergi piemtram, piemtram, <
Nestja RNS (1 2 ul 24 pl
Koptjais til} 202 ul 2424 ul
Tilpums uz ekstrakciju katrs 200 pl 200 pl

c) Lai veiktu ekstrakcij u, uzreizi zmantoji et tikko sagat ayv

buferdgOXZduma un nesiMaa sENS mmaiugz 3jl mwmy.g ¢
navi esptj ama.

A Nestja RNS izmantogana ir bdziski svar?3
t Ftad ar X DNS/ RNS i &gdig an aAia.mpL dlil t p alSieel
kompl ekt fF i ekyautfFs nestja RNS stabilit
dar bXbas, kas atgOiras no ekstrakcijas
rokasgr Fmat f aprakst Zt F:

a)l zgOzZdi ni et | i ofrmsleksrakdjas kom@ekth | pai  rRMFSs

i zmarmnae 1001 kompl ekt F i ekyautF el ut gan
(gal a konc el feiemaptajietll >zes bufer g0Zdum
Sadali et go nestja RNS gU0Zdumu ali kvot
vajadzIbFm un u2@ACbFjeimptertafsz F. | zvali
at k FriRiNSaal i kvoto dayu atkaust ganas wur
(> 2 reizes).
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by Pi rms katras ekst rsaaigeli J aess jFwufagrag @ du m
nestja RNS mdiekXjty frs,k(ouwat rnoelpei eci e g ams,
8.2. nodayu |l ekgtjF kontrole) saskazF
pipettganas sht mu:

Paraugu daudzums 1 12
LXzes bufer go0xzdums 800 ul 9600 pl
Nestja RNS (1 Og/ (¢ 5,6 ul 67,2 pl
Koptjais til pums 805,6 ul 9667,2 pl
Tilpums uz ekstrakciju katrs 800 pl 800 ul

c) Lai veiktu ekstrakciju, uzreiz izmantojiettikkosagata vot u | Xz es

bufergOXZduma un nesiMaa sENS mmaiugz 3gjl mmhy.g ¢
navi esptj ama.

A Lai sasniegt uartus HSVA U s tLFEK PP CR komp |l ekt a |
DNS ir ietei ©amel et glanmasS0bufer gduma.

A QlAamp UltraSens Virus komplekts y a u j vei kt parauga konc¢
Ja i zmantojat parauga materi FIl u, kas ne
pievienojiet paraugam vismaz 50% (til pt
cilvitka plazmu.

A lzmantoj ot i zol t §eatispires spart cutr okjd leurs  ar
mazgFganasdhbmi emgOpi rms el ut Janas veici
centrifugtganu QOabgrmi mdzng¢s, | B8 noze mt
etilspiru. Tas novtrg iesptjamo PCR inhibtgan

A artusHSV1/ 2 LC PCR komplektu nedr kst i zma
fenousat urogfFm i zol t Janas met odt m.

Svar Wlga Wme EZ1 DSP Virus komplekta | ietof

A NesDja zRMNaSht ogana ir bdztiski svarzIga ek

t Ftad ar X DNS/ RNS iegdzganai . Pievienoj.i
daudzumu katrai e k st ZRIOKSP Vijusskompekias k az F  ar
rokasgr $nmoartfad 2 j umi e m.

Sv aradligsiHSV-1/2 LC PCR komplekta | ek gt j o viantlri eltiot ti e
i zol t ganas proceddzr A e(ksgktgtF~ )k o8n.t2r.olneod ay u
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8. 2. | ek GDj b kontrol e

l ekgtj F WHBWLCiCpl eet i |l pst kompl ektgan Tas VYa
kontr NISDi zBD| DGanas procedgru, gan pbr bauct
i nhi bDG&kmau >t 1. a EZ1.DSR Viruskamplekiuekstraktijai,
nepieci egamsl| pk @tviji @ slad rktarzgZll RSP Virus

kompl ekta rokaegF mhpt ms e m. QlAamprittmrafenyg ot

Virus komplektu vai QlAamp DNA Mini komplektu , pievienojiet

i zol t jluenagnt j o akdritercolbip1®I, 1lel ut ganas ti |l pu
Piemtram, izmantojot QI Aamp DNA Mi ni kK 0o mg
5001 AE bufeTa@dIdamamt, ka s§FkulnmegFk gtFijpAsevi e
kontroles.| ek gt j Fs dkaoundt zruonhse si tikaiantok aerl 3ug syanas
tlpuma. | ek gt j F kmnneolljea RNS (skatXt 8. 1. n G
i zol t gana) tikakFpi evi eno

A 1l Zzes bufer§g0Zduma un parauga materi Fl &
A tiegi | Zzesmbufer g0O0Zdum

|l ekgtj o nkeadntzrkslti pi evi enot tiegi paraugu |
pievieno | Zzes buf er g 0UZldeuknfatm, F sz ekmoi nétr zoe iser s
bufergdOXduma/nestja RNS maisZjumam | Fbdz
j Fizmanto uzreiz ( maitsahasnat eurmpgd radbtFdgrafn av a
| edusskapz tikai dahlaesk gsttjurnsd eksornia & boa sezsr a i s
zudumu un mazinfFt ekstrakcij alseledtejka i vi tF
kontroiun nestja RNS tiegi parauga materi Fl a

Pt c i zlvetklgetsj o v& @mantototik ia i I espDj ambs PCR in
pbrbaUsdlkataIt .3. Gi m nol dzk aud epki getvji Fesn okj a nettr
uz reakci plHSVILC dagterg DX dumam. Katrai PCR r1 ec:
izmantojiet 15 Ol Master Mix gU0XZduma, kas 1 r saga
mi nt tpfaksta *, un pievienojiet5 Ol att Xr X tJFPCRaariseu g a .
paredztta vairFkiem pdBauCdlaseemun!| palgt eFeni ¢
kontrolest i | pumu atbil stogi paraugu daudzumam
sagatavogana) .

artus HS\-1/2 LC PCR komplekti un artusVZV LC PCR komplekti satur
identisku | ek gt j o k oamusrEBM LIC PCR k@plekti un artus CMV
LC PCR kompl ekt dreXk gs¢ g tou rk oind e mtliis ku

*Ti l puma palilekighfasngkiventireonoegsanas rezult
netiek zemta virF PCR testa sagatavoganas
sisttmas jutxzba netiek samazinFta.
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8.3. KvantitatWvb notei kGana

Pievienotie Kvant i tat SvfFs not HSWKIAG/RGTMQStddndar t i
& HSV2 LC/RG/TM QS 184) ti ek apstr FdFti KF i epriek:
tiek izmantots tFOds) .patasi tiizlvpeumisot(us st and
LightCycler i er Zct , j Fi zmanlt,o kvAi s@#@KXMaeHS&Wt aHSIW F s
not ei kganasuns tlaBadptel badingScreen ti e j Fdefint k.
standarti ar nor FdZt wilgdhnCgrectd effcil jiet (0d Faqt
instrukciju, versi j a 3. 5, B nodRaaraa u Ru 4d a tpw niketrsa k s t

i epriekg minttF apraksta izveidoto stande
turpmfFkajfFmtmog nodroginot, | ai vienas maz Vi ¢
koncentr Fcijas ir izmantots pagreiztjF noc

iepriekg izveidotF &sdighd&ychaerZknet Ooskat?
versija3 . 5, B nodaya, 4. 2.5.eipiudm&na &Knvafhrt jta@i
standarta | XZkni). Tomtr ¢gX kvantitatXZvFs
rezultfFtu novirzes vari fFcijas dty starp ¢

Ja PCR norisD integr Dt artusai sbBOmaegkbgdzene
analizDjiet GUWst saHbGBis, si amdmas] at at bi l
KvantitatWvbs not.ei kGanas standartus

UzmanWKivant itat ZvFs noterkdahbaet st akhkBakopi

konvertttu ar standarta | Zkni i egdzt Fs vitr
kopijFs/ ml, izmantojiet ¢gFdu vienFdoj umu:

RezultFts (k¢ RezultFts (kop./Ol) x

Parauga tilpums (ml)

Ldzdzu, zemiet virfF, ka iepriekg sniegtajfF
sFkotparauga til pumu Tas | Fievtitro, |Ja pe
piimsnuk | eZnskfFbes ekstrakcijas (piemtram, s
centrifugtganu vai palielinot tilpumu at k
rezultfFtF | Xdz izoltjumam nepieciegamaj ar
Svar WHlor Fdriugsuimit + mu kvant i tlaghtCyclarjiaeir Zacntal Z
irpi eej ami I nt ewwwgiagan.conm/Rrddurcts/BylLabFocus/MDX

(Tehni skb piezWme kv amnhightCycetlUi.a/l.5avai not ei kG
LightCycler2 . 0 J).er Wc D

8. 4. PCR sagatavoGana

PFrliecinieties, vai dzest ganas bl oks, K F
(LightCycleri er Zces piederumi) ir iepriekg atd:
temperatdzrai . | eblight€yclerjki aepti IVRrluanmsok ai t u dze
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bl oka adapteros. PFrliecinieties, vali PCF
KvantitatXvFs not €éHSK1J &/RG/EM @Stld & HaV2t s

LC/RG/ITMQS14) , kF ar 2 viena WWategr,ePCRgrasle kontr ol
Lai izveidotu standarta | Zkni, katrai PCF
piedFvifFvastitat ZvFs not e(H8W BGIRGSTMOQE Bd-ndar t u
4 & HSV2 LC/RG/TM QS 164). Pirms katras | i et oganas rei zes Vi s
pilnZbfF j Fatkaust, jJ Fsamaisa (atkFrtoti [
vai Ftri sajaucot virpuymi kserz) un ZZsu ¢k

Ja vtitlatiebekgimjantllkaintmooniit or Dt u DNS i zol
procedgruudilt pbrkeapDj amotPFCRaiunhirbPGawvu e
i zol t jumam (skaltekgt8j.R2 )k.onn@draojdAuegad>j umf, |
i zmantojiet turpmFk izskaidroto pipettgar
atttl ojumnmutt)skat =t

Paraugu daudzums 1 12
1. Master Mixsagat av o Ga HSV LC Master 15 ul 180 ul
HSV LCIC ol Ooul

Koptjais 115l 180 ul
2 . PCR testa sa Master Mix 15yl katrs 15 pl
Paraugs 5ul katrs 5yl
Koptjais 120ul katrs 20 pl

12 atusHS+1/ 2 LC PCR komplekta rokasgrF



Ja vilati ekekgimjaao tikadintPrCoR ii nhi bDG®nas pbr
j Fpi evi eHs¥LCtMastegg OZ2dumam. Gaj F gadZXZj umfF, |
i zmantojiet turpmFk izskaidroto pipettgar
atttl ojuruwtt)skat =t
Paraugu daudzums 1 12
1. Master Mix HSV LC Master 15 ul 180 pl
HSV LCIC 0,5 pl 6 pl
Koptjais 155ul* 186 pl*
2. PCR testa s Master Mix 15 pl*  katrs 15 pl*
Paraugs 5ul katrs 5 ul

Koptjais 20yl katrs 20 pl

*Til puma palilekighfFdangkiventireonl oegsafptag metziue k zemta v
PCR testa sagatavoganas | ai kF. Detekttganas si s

Ar pipeti iepiliniet 15 plMaster Mi x katra kapil Fra pl ast ma
Tad pievienojiet5 Ol eluttfF parauga pPMSnazviermmant oj i
Kvantit at ZVFs not ei k ¢(dSVaILC/R&EMTM QI184r&t HSV?2
LC/RG/ITMQS184) kF pozit v @l k dzlWates PGR grade )1

kF negat vu kontroli. Nosl tdziet kapil Fr
plastmasas rezervufra uz kapil Fru, 10 sek
ar kapil Friem galda centri fdkgF ar maksi mf

(2000 apgr./min).
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|l ek GD] bs pkewvti eolod@a WUGsaatas procedgr ai

l.att. Shematiska darba pldima attzrXganas proceod

*PFrliecinieties, vai ¢gO0Zdumi ir pilnZbfF atkaust
| ek GDj bs pkewt e atusHastar § OZ d mma

14 atusHS+1/ 2 LC PCR komplekta rokasgrF



2. att. Shematiska darba pldzsma PCR inhibtganas
*PFrliecinieties, vai ¢gO0Zdumi ir pilnZbfF atkaust

atusHSV1/ 2 LC PCR komplekta rokasgr Fmat a 182/ 2015



8.5.LightCycleri er Wlces programmDGana

Lai notei ktu Herpes si mpl ex avt2deruassa pONT,i i
s avlghtCycler i er 2ct, i evirojot piecas Bar pmFk
7. att.).

A.KarstfF starta enzZma sfFkotntjF aktiviz
B.oTouch Downdé solis, 4. att.

C.DNS amplifikFcija, 5. att.

DKuganas | Xkne, 6. att.

E.Dzest gana, 7. att.

Pagu ambu pi Analysis Mode tCycle Program Data un

Temperature Targetsi est at Zj umi em. Atttlos ¢gie iesi
mel naj os r fFmj os. Det allightCydea i enEoesfFci j a
programmt ganu LpigehajCyned er | i etot Fja instr

1 Cycle Program Dat hakEiEods 2
— [— 4 Quantification —
%}—1'!1 Melting Curves

Temperature largets

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

Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|_ |—Acquisiti0n Mode

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

3.att. Kar st fF starta enzXma sFkotntjF aktiviztgana.
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1 ICycle Pragram Data e p
— [— o Quantification fu—
M,—wlﬂ Melting Curves

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

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

4.att . OTouch Downod sol i s.

ICycle Program Data

1— o] Quantification
Orde[_«ofy
‘Temperature largets

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

”Step Size ('C)

Step Delay (cycles)
|—Acquisiti0n Mode

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

ITemperature |argets

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

Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
I_ [—Acquisition Mode

3 4
6.att. Kuganas | Zkne.
Cycle Program Dat Analvsis Mode NS
g E I?
?emperature Targets
Target Temperature ('C)
Incubation Time (hrs:min:sec)
Temperature Transition Rate ('C/{ s)
Secondary Target Temperature (°C)
Step Size ('C)
Step Delay (cycles)
|> ’/ rAcquisitionMode
@i Fenwoil [0 o Tl @
3 —
7.att. Dzest gana.
9 . Datu anal Wz e
Vei cot daudzkr Fsu anal Zzi, rodas trauct | L
LightCycler i er paoegr ammat da f atrodas Cblai | s ar r
Compensation File |, kas kompenst gos trauctjumus.
pirms, ptc vai PCR nor i sGheoselCEC Klg vai akt i vi z
Select CC Data. Jafails Color CompensationFile nav i nstalitts,
izveidoj i et t o sLasgkhazCy cdrer | i etnmtrfFjda& jiunmd termu k

Pt color CompensationFile akti vizt ganas par FdfFs atse
fluori metra kangFl| atas HS\t1/2 LE RCRkomplék&i. A
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il egdzt o PCR rezultfFtu anategzedi sphvej aeteepg
F2/Back-F1 anal Xti skaj ai HSIVe PLIR)] fusn REBMN tBraclke s
Lai veiktu norigu kvantitatZvo anal Xzi, s
Kvantitatvf Adetheilkdand pnezWUmD kvantit at
LightCycler 1.14.2/1.5 vaiLightCycler2 . 0 iiemtllerDset a Vvi et nt
www.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX .

Ja PCR norisD integr Dt aartueai sbWmaegkbgtzenec
analizDjiet GWs daHbdbs sistDmas atsevi GT
Kvantitat Wv bstandadus.e | kaGsa naatst i ecas ar W uz ab
anal Wzl .pad&drSay/ugu kvantitatWvbs notei kGanas
| Wk nD, kas i Zlwstandadtiem (]ISVA LC/REGM QSd4). HSV-2

Il zmant oj i et standarta | WkuzHSV-2Istanslarti zvei dot
an alHBY2LC/RG/TM QS @4).

l r iesptjami gFdi rezultFti
1. SignFls ir wuztverts fIlI-Rlori metra kanFl F
Anal Wzes rezultbts iIr pozit Wvs: Paraug

Gaj F gadXZjumF signFl aFLbzkarfFlghnmaF3/ Ba
obl i gFtuag,stjaos aHSV DNS sfFkotntjas koncel
signFls -FF2/kBarckl F) var hekegbkijFepikontfi al
fluorescences signfFla vai fluorescence
F1 kanfFl F (konkurence).

HSV-1unHSM2 ampl i konus i espDka@Ganasferenc
temperat gras (-kKlapnogramsmasm2liing eauwe); HSV-1
kuGanas temperat gr2866AC69ACkabéeélbbHB8Y d
ekstrakcijas apstbk2iem un to attieclWg
vDrtWbas var 82A@GPiTroomarisr @rbgs vienbda
apakGtipi em.

2. Fl uori metra kaFlFInFa vk 2u/zBtavcekr t s si gnFl s.
| ek gt j Fs skiogntFlosl epsar F-&EEFs kBBFBficCK
ParaugF nav nosakfFms HSV DNS. Rezult Ft
negat 2vu.

Negat Xvas HSV PCRertglaedkgjtu nifFs skzogmwt Flosl e s
i zsltdz PCR inhibtganas iesptju.

3.SignFls nav uzt ¥& neF8/BackeF IF 2K eBrafelkf .
Di agnozi nevar wuzstbdUWt.

| nformfFcija par kydzdu avotiem un to ri
nodayF Probltmu novtrgana.
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8.att. Kvantitat v Fs
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20 artus HS\V+1 / 2

kontrole (nef¢

not gHSKN G/RGETMQSLd&)n damp lui fi kFci j u.

kontrol e

LC PCR kompl ekt a

(negat>Xva kontrol e).
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10.att. Kvanti tat ZvFs not dHSK2JG/RGEMQStLldn ddet ekt t gana
fluorimetra ké&rnfEl NTEC2/ baeezk matri cas kontrole (nec¢
B
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0,01+

0,009—

L

Fluorescence (F3/Back-F1)

-0,001— ; ; ; r 2 q . 4 . " " " . " " 4
20 25 30 35 40
Cycle Number

11.att. | ek gt j Fs (kloQ)t rdoelteesk t t gan k& ahF U p r-IFlAvieBaikask
veicot Kvantitat XvfFs not HSKZHE/RGEEM @Stldndampui fi kFci j u.
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T 014

FIuorescanceo[FZIBack-F
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i

0,06—

' ' ' ' ' ' TP S p——————— po——- N —————— —
54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 a2
Temperature [°C)

' ra— ' ' ' ) ' ' ' ' |
58 60 62 64 66 68 70 72 74 76
Temperature (‘C)

12. att. HSV-1un HSV-2 di f erenci Fcij as

pi em2/Bask-FL | uori metr a
( pr ogr aMaltimg Curve ).

10. Probl Dmu novDr Gana

Nav signbla ar p 0 ZHSVIUNCHRG/TM Q3 &dr & HIVA  (
LC/RG/ITMQS ®4) fl uori metBak-Fkanbl b F2

A - PCR datu anal Szei izvtitl ttais fluori metrtr

C Anal tiskajai HSV PRC datu anal Xzei iz

F2/Back-Flunl ek gt j Fs FO®Rtfrlodoersi metra-kanfFl u
F1.

~

A Nepareiza LightCycler i er ces t esppfédar at dzr a
programmt gana.

CSal sdziniet temperatdzras profilu

ar pr
LightCycler i er ces programmt gana) .

A Nepareiza PCR reakcijas konfigurFcija.

CPFrbaudi et darba soyus ar pipettganas

nodayu 8.4. PCR)s a@atnaewpadaan egamZbas g:
atkFrtojiet PCR.

A UzglabFganas nosacZ3j umi vi enalil vV ai vair
sastfFvdayfFm neatbilst norFdXjumiem 2. r
atus HSM1/ 2 LC PCR kompl ekta derXZguma tern
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CPFrbaudiet reacensunozatapfFmasnaun der =
termi zu (skatZt komplekta eti Oeti ) un,
jaunu komplektu.

Vbjl B8k GDj bs sk gmtbrl sl evsa i nav kaghbbafFBI Back
unvienlakusnav signbl a kkhinbl b F2/ Back

A PCR apst Fkyprotokomra.t bi | st

CPFrbaudi et PCR apstFkyus (skatXt iepri
gadZjumfF atkfFrtojiet PCR ar pareiziem

A-PCR ir inhibtta.

CPFrliecinieties, vai izmantojat rekome

(skat >t 8.1. nodayu DNSrioratt gaha) Fia
nor FdXZj umus.

CPFrliecinieties, vali DNS izoltganas | a
rekomendttF papildu centrifugt gana, | a
etilspirta atlikumus (skatXt 8. 1. noda

A DNS ekstrakcijas laikF ir pazaudtta.

C Ja ekstrakcijai tika pievienota | ek gt j F ,kektyt pFe kontro
signfFla trdZkums var nor FdXt wuz DNS paz
PFrliecinieties, vai izmantojat r ekome
(skatXt 8.1. nodayu DNS izoltgana) wun
nor FdZj umus.

A UzglabFganas nosacXjumi vienai vai vair
sast fFvdayfFm neatbilst norFdZj umiem 2. r
atus HSM1/ 2 LC PCR kompl ekta der XZguma tern

CPFrbaudiet reaocentu uzglabFganas nosac
term({gkat 2t komplekta eti Oeti) un, | a
jaunu komplektu.

Signbl i ar negatWvu kontrold anadFlUt i skbs
A PCR sagatavoganas | ai kF radfFs kontaminf
CAtkFrtojiet PCR ar jauniem reaocentiem

CJlda i pams, nosl tdziet PCR mtoenes tiegi
parauga pievienoganas.

CPozitXvo kontroli vienmtr pipettjiet p
CPFrIiecinieties, vV al darba vieta un i e

A  Ekstrakcijas laikF radfFs kontaminFcija.

1
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CAtkFrtojiet test istiakciiufnACR,izmantpjat e k
jaunus reaocentus.

CPFrliecinieties, vali darba vieta un ie
Ja Jums rodas jaut Fj umi vali probl t mas,
dienestu.

11. Tehniskie parametri

11. 1. Anal Wtiskb jut Wba

Lai noteiktu artus HSV1/2 LC PCRkompl ekt a anal Zti sko |
uzst FdZtlam HBM2V st andarta atgUai dX] ¥ohae st
nomi nFlam O0,0115 kopOlj asun elkawniavdlzdn tais,
artus HS\V-1/2 LC PCRkomp |l ekt u. Testt gana ti ka Ve
di enfFs, i zmant oj ot astozus replikFtus. R
anal zi . Probita anal zes gr af i s&tatitsl fFa.t t |
artus HSVV1/2LCPCRk omp |l ekt a analluzHSV-2@k FeHEBKt t §ana
robeha konskopjgaiut (p =i0r 03). Tas nozXmt, ka
kopijas detektt ganas varbdz Zba.

Probita anal Wz ev:WrHiesidi®ider)s i mp | e x

0.02331 2 1 copyipl (95%)

Proportions

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

13. att. artus HSV1/ 2 LC PCR kompl ekt #ddSvalpal 2ti skfF jut ZzZba |

*Standarts ir kl ontts PCR produkt s, kura koncent
fluorescences spektroskopijas ceyF.
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Probita anal Wze: Heligm@sler)si mpl ex v Wruss 2

0.03291 2 1 copy/pl (95%)

Proportions

-3,00 100 20

0
log (dose)

14 . att.artus HSV1/ 2 LC PCR kompl ekt #dSVa2hal 2t i skF jut Zba |

11.2. Specifiskums
artus HSV:1/2 LC PCRkomp |l ekt a speci fiskumu pir mkFi

nodrogina praimeru un zonhu, kF ar z sti
Prai mer. un zondes anfFgaekaernaers| Sadssdpgal
pFrbaudxti uz Il esptj amfFm homol ooi j Fm
publicttajFm sekvenct m. TFdtj Fdi ir nodr

i denti fictjamZba.

Tur kIl Ft specifiskums tika apstiprinfFts &
cerebrosfpignA druma paraugi em. Par augi ner
ar HSV LC Master i ekyautajiem HSV speci fiskaji
zondt m.

Lai noteiktu artus HSW-1/2 LC PCRkompl ekt a speci fi skumu,
tabul Fabala) minttfF kontrol es kustengko t i ka
reaktivitFfFti. Neviens no pFrbaudXxtajiem
reakt vs.

1
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1.t abul a. Kompl ekta specifiskuma pbrbaude

reaYDjoGiem slimWbas izraisWtbjiem.
HSV-1/2 | ek GDj b

Kontroles grupa (F2/Back-F1) (F3/Back-F1)

Cilvika herpes vZru 0 +

zoster vZruss)

Cilvtka her pes v-Barra 5 +
VZruss)

Cilvtka herpes vZZru o} +
(Citomegal ovZruss)

Cilvitka herpes vZru 0 +
Cilvtka herpes vZZru o} +
Cilvitka herpes vZru 0 +
Cilvitka herpes vXru o} +

sarkomu asocittais

11. 3. Preci zitbte

artus HSv-1/ 2 LC PCR komplekta precizitfFtes
testa novirzii. Kopt j o noviwizeanaweiamal 2z es rezul t

(daudzu paraugurez ul t Ftu mai nXgums t Fdali pagali k
eksperimenta ietvaros), dahfFdu anal Shu r e(daudzatfstuu v ar i
rezul t Ftu mai nXgums, kas ir | e g dzt i ar
i nstrumentiem un ko ir vei kugi dahFdi o
dahFdu partiju anal hu(deedualut Fttaust warri &z
mai nZgums, i zmant oj otl edadft fckasd apgdr ttiijkaas )i. z
notei ktu sl imXbas i zraileXgkj o PORCIr Oil €
standartnovirzi, varicemuj u un vari Fcijas
artus HSM12LCPCRkompl ekt a precizitfFtes dati ti
zemFkFs konc&wtamfFcitjpaagsvFs not e(@B4;ddras st
kopijas/ Ol) . Testt gana t i ka vei kt a, i
PrecizitfFtes dat.i at @potaiped OumfFampl pamkF
virtIbFm (Ct: sl i eabulud.atabolu)kTsr, kisktat Bt a2t i t
rezul t Ftu preci zitFtes dati k F Kkopij as

atbilstogFs Cttabule/b. rtt &&bbualsa ) ( 3.Pamat oj ot i es
rezul t Fti em, katra dotfF parauga VvispFrtjpF
koncentr Fci ju i-0)ull,96% (@t, HSU-R);vai 205686 (konc.,
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HSV-1) un 22,42% (konc., HSV-2), | ek gt j Fs hkotneirlod &msai 1,
(Ct; HSV-1) un 1,04% (Ct; HSV-2 ) . Go pvadmatZfpuir noteikto
Vi su atsevi gOu vitrtZbu kopums.

2.tabula. HSV-1 pr eci zi t btes dati uz Ct vDrt Wbu
Vari bc
koeficients [%]
Standartnovirze Vari t
Vi enas 2 0,27 0,07 1,13

rezul tfFtu v
HSV1 LC/RG/TM QS 4

Vienas ana | X~ 0,03 0,00 0,23
rezultfFtu v

l ekgtj F kon

DahFdu a 0,39 0,15 1,66
rezul tfFtu v

HSV1 LC/RG/TM QS 4

DahFdu a 0,12 0,01 0,99
rezul tFtu v

l ekgtj F kon

DahFdu part 0,41 0,17 1,72
rezul t Ftu v

HSV1 LC/RG/TM QS 4

DahFdu part 0,17 0,03 1,40
rezultfFtu v

l ekgtj F kon

KoptjF vari 0,39 0,15 1,67
HSV1 LC/RG/TM QS 4
Koptj F var.i 0,15 0,02 1,23

l ekgtj F kon
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3.tabula. HSV-1 pr eci zi t bt es kdvaatnit,i thaa lUbvti cetm & s zwZ
(kopijbs/ Ol)

Var i bci
koeficients [%]
Standartnovirze Var i -

Vi enas anal Zze 1,76 3,08 17,34
vari Fcij a:

HSV1 LC/RG/TM QS 4

DahFdu anal Zht 2.02 4.08 19,82
vari Fcij a:

HSV1 LC/RG/TM QS 4

DahFdu paanratliZjht 237 5.64 23,10
rezul t Ftu var:i

HSV1 LC/RG/TM QS 4

KoptjF vari Fci 211 4,46 20,66
HSV1 LC/RG/TM QS 4
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4.tabula. HSV-2 preci zi t btes dat. uz Ct vDrt Wbu
Vari bc
koeficients [%]

Herpessimplex v Wr 2 Standartnovirze Vari t

Vi enas anal 0,22 0,05 0,90

rezul tfFtu v

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Vi enas anal 0,04 0,00 0,33

rezultfFtu v

l ekgtj F kon

DahFdu anal 0,62 0,38 251

rezul tfFtu v

HSV2 LC/RG/TM QS 4

DahFdu anal 0,12 0,01 0,98

rezul tfFtu v

| etkjgF kont r «

DahFdu part 0,38 0,14 1,52

rezul tfFtu v

HSV2 LC/RG/TM QS 4

DahFdu par:t 0,14 0,02 1,12

rezultfFtu v

l ekgtj F kon

KoptjF vari 0,48 0,23 1,95

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Koptj F vari 0,13 0,02 1,04

l ekgtj F kon

atus HSM1/ 2 LC PCR

kompl ekt a

rokasgr Fmat a
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5.tabula. HSV-2 preci zi t btes dati, bal stoties uz
(kopijbs/ Ol)

Vari bec
koeficients [%)]
Herpessimplex v Wr 2 Standartnovirze Vari t
Vi enas anal : 1,39 1,94 13,82
rezul t Ftu ve
HSV2 LC/RG/TM QS 4
DahFdu anal 2,86 8,20 27,46

()} Na

rezultfFtu v
HSV2 LC/RG/TM QS 4

DahFdu part|i 1,96 3,85 19,27
rezul t fFtu v

HSV2 LC/RG/TM QS 4

Koptj F varif 2.30 5,31 22,42
HSV2 LC/RG/TM QS 4

[g}}

11.4. Robustums

Robustuma pFr baude yYauj arus H8V1RELEC kopt ] o

PCRkompl ekta atteilu biehumu. 30 HSV nega:
gOi druma par augos kopijagfuaHSV -4 koatlgstDAS 3

el utganas tilpuma (anal Zti skFs jutZbas rc
koncenjtafFciPtc ekstrakcijas ar QI Aamp DNA
(Ql AGEN; skatXt 8.1. nodayu DNS izoltganse
izmantojot artus HS\-1/2 LC PCR komplektu. HSV -2 anal X z i veica |
(30 cerebrospinFl F §g0Oi dr um2kontmlessDiNg). , 3 k¢
Visiem HSV-1un HSV-2 par augi em kydzdu i ntensitfFte ¢

| ek gt j Fs rkoobnusrtouness ti ka novtrttts, attzro
negat vus cerebrospi nFIK pdQiFd rkwndzd up a rna uegt
vei doj a 0 %. | nhi b&tca g .a sarEei®d1lR BC nov it r

PCRkompl ekta ro®¥stums ir O

1
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11.5. AtraHoGanas sp?Dja

Atrahoganas spt | artus A 1/2 LCYE@RiKomplekta k t

regul Fru darbXbas virttganu, kF arz efekt
produktiem. Gi e datti ,jrpiiedaiz oties izveidotajFs
programmfFs.

11. 6. Di agnosti kas vDrt Dj ums

Go b radud HSV-1/2 LCPCRkompl ekt s i r pakyauts vairfkF
pttZzZjumiem

12. Produkta i zmantoGanas i er

Visi reaocenti ir paredaztttrio ida nmagmtoosd a rkaFi

> >

Produktu ir atyauts i zmantot ti kai per s
apmfFcxts un trentts in vitro diagnosti k

oginFtu optimFlus PCR rezultFtu
ijas nor FdXZj) umi

>

Lai nod
i nstruk

>

uz kastes un visu sastfFvdayu eti Oett m.

r
c
Nepieciegamst puzmanXbu der Zguma ter mi za
e
Kkur Fm ir beidzies derXguma termizg.

13. DroGWbas informbcija

artus HSV\1/2LCPCRkompl ekt a drogzbas informFcija
attiecXZgajsFsdadtruw glZablaf o gEdPRS) datu | apas +tr
kompakt F PDF formFtF i mwpdiagea.comfsedety . t i egs ai

14. Kvali tbtes kontrol e

SaskazfF ar QI AGEN I SO 9001 wun | SO 13485 s
kontrol es s iadus H8WL/2 LKRCR komplekta partija ir
pFrbaudXZta uz iepriekg noteiktFm specifik
past FvZgu produkta kvalitFti

1
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16. Simboli
Der2gs | 2dz

Partijas numurs

Rahdgs F

Kataloga numurs

Materi Fl a numur s

BNl SEHLE

Rokasgr Fmat a

Il n vitro diagnostikas medicZr
Etilspirts

Gl obFl ais tirdzniecXZbas ident

Satur atbilstogu daudzumu <N>
<N>

~

Temperatdizras i erobehoj ums

KvantitatEvkganas standarts
l ekgtj F kontrole
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