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

QIAGEN nosaka talak noradito procesu standartus.

DNS, RNS un olbaltumvielu izdaliSana
Nukletnskabju un olbaltumvielu analizes
microRNS izpéte un RNSi

Paraugu un analizu tehnologiju automatizacija

Musu meérkis ir nodrosSinat iespéju iegut izcilus rezultatus un sasniegumus.
Lai iegUtu stkaku informaciju, apmeklgjiet vietni www.giagen.com.
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artus EBV LC PCR Kit

IzmantoSanai darba ar LightCycler instrumentu.

1. Saturs
Markéjums un saturs Art. Nr. 4501063  Art. Nr. 4501065
24 reakcijas 96 reakcijas
EBV LC Master 2 x 12 izpildes 8 x 12 izpildes
CENGNEIEBY LC/RG/TM QS 1a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 10* kopijas/pul
SENLENEIEBY LC/RG/TM QS 28 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 102 kopijas/pl
CENGNEIEBY LC/RG/TM QS 3m 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 102 kopijas/pul
CENGNEIEBY LC/RG/TM QS 4a 1 x 200 pl 1 x 200 pl
5 x 10? kopijas/ul
EBV LC ICo 1 x 1 000 pl 2 x 1 000 pl
Balta  Udens (PCR kategorija) 1 x 1 000 pl 1 x 1 000 pl
krasa

o QS (Quantitation Standard) = Kvantitativas noteikSanas standarta materials
IC (Internal Control) = lek$éjas kontroles materials

2. Uzglabasana

artus EBV LC PCR Kit komponenti ir jauzglaba no -30°C lidz -15°C
temperatdra, un tie ir stabili ITldz uz etiketes noraditajam deriguma terminam.
Nav ieteicama atkartota atkausé$ana un sasaldéSana (> 2 x), jo tas var
samazinat jutigumu. Ja reagentus ir paredzéts izmantot tikai neregulari, tie
jasasaldé alikvotas dalas. Nedrikst uzglabat +4°C temperatura ilgak neka
piecas stundas.
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. Papildus nepiecieSamie materiali un ierices
Vienreizlietojamie cimdi bez pludera
DNS izoléSanas komplekts (skatit sadalu 8.1. DNS izoléSana)
Pipetes (pielagojamas)
Sterili pipeSu uzgali ar filtriem
Maisitajs
Galda centrifga ar rotoru 2 ml reakcijas stobrinu ievietoSanai

EEEEEREAEO®

Color Compensation Set (Roche Diagnostics, kat. Nr. 2 158 850) faila
Crosstalk Color Compensation instalé$anai.

LightCycler Capillaries (20 pl)
LightCycler Cooling Block
LightCycler instruments

LightCycler Capping Tool

4. Visparejie piesardzibas pasakumi
Lietotajam vienmeér japievers uzmanibu talak noraditajiem nosacijumiem.
B Izmantojiet sterilus pipeSu uzgalus ar filtriem.

B Uzglabajiet un izdaliet pozitivu materialu (paraugu materialus, kontroles
materialus un amplikonus) atseviski no visiem citiem reagentiem un
pievienojiet to reakcijas maisijumam telpiski atdalita vieta.

B Pirms testa sakSanas riipigi atkauséjiet visus komponentus istabas
temperatara.

B Kad komponenti ir atkauséti, sajauciet un Tsu bridi centrifugéjiet tos.
B Stradajiet atri uz ledus vai izmantojiet LightCycler Cooling Block.

5. Informacija par patogéeniem

EpsSteina-Barras virusa (EBV) parnese notiek orala cela, galvenokart ar
siekalam. EBV infekcija parasti ir asimptomatiska, it 1pasi, ja inficéSanas ir
notikusi bérntba. Akatas infekcijas kliniska pazime ir infekcioza mononukleoze,
ko pavada drudzis, nogurums un angina, ka art limfmezglu un liesas
iekaisums. Daziem pacientiem Sie simptomi hroniski atkartojas. EBV infekcijas
smagas formas tiek novérotas pacientiem ar imandeficitu un T Slnu
bojajumiem.
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6. Reala laika polimerazes kédes reakcijas princips

Patogéna diagnoze ar polimerazes kédes reakciju (polymerase chain reaction,
PCR) tiek noteikta péc patogéna genoma specifiska apgabala amplifikacijas.
Reala laika polimerazes kédes reakcija (PCR) amplificétais produkts tiek
noteikts, izmantojot fluorescéjoSas krasvielas. Tas parasti tiek saistitas ar
oligonukleotidu zondém, kuras specifiski saistas ar amplificéto produktu.
Fluorescences intensitates uzraudziSana reala laika polimerazes kédes
reakcijas laika lauj identificét un kvantitativi noteikt uzkrato produktu bez
atkartotas reakcijas stobrinu atvérSanas péc PCR izpildes (Mackay, 2004).

7. Produkta apraksts

Komplekts artus EBV LC PCR Kit ietver lietoSanai sagatavotu sistému

EBV DNS noteikSanai, izmantojot polimerazes kédes reakciju (polymerase
chain reaction, PCR) LightCycler instrumenta. EBV LC Master ietver
reagentus un enzimus EBV genoma 97 bp apgabala specifiskai amplifikacijai
un specifiskd amplikona tieSai noteikSanai LightCycler instrumenta fluorimetra
kanala F2. Turklat artus EBV LC PCR Kit ietver otru heterologu amplifikacijas
sistému iesp&jamas PCR inhibicijas noteikSanai. To fluorimetra kanala F3
nosaka ka iekséjas kontroles materialu (Internal Control, IC). Analitiska

EBV PCR noteikSanas robeza (skatit sadalu 11.1. Analitiskais jutigums) netiek
samazinata. Komplektacija ir ieklauti aréji pozitivas kontroles materiali (EBV
LC/RG/TM QS 1-4), kuri lauj noteikt patogénu slodzi. Sikaku informaciju
skatiet sadala 8.3. Kvantitativa noteikSana.

Uzmanibu! Temperaturas profils EBV noteikSanai, izmantojot

artus EBV LC PCR Kit, atbilst artus HSV-1/2 LC PCR Kit, artus VZV LC
PCR Kit un artus CMV LC PCR Kit profilam. Tapéc PCR testu Sajas artus
sistémas var veikt un analizét viena atseviska izpildé. Nemiet véra
ieteikumus par PCR analizi, kas sniegti sadala 8.3. Kvantitativa noteikSana un
9. Datu analize.
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8. Protokols

8.1. DNS izolesana

Ir pieejami vairaku razotaju DNS izoléSanas komplekti. DNS izoléSanas
procedlrai paredzéto paraugu skaits ir atkarigs no izmantota protokola.
Veiciet DNS izoléSanu saskana ar razotaja noradijumiem. leteicams izmantot
talak noraditos izoléSanas komplektus.

Parauga Nukleinskabju Kataloga Neséjvides
materials izoléeSanas komplekts numurs Razotajs RNS
Serums, QlAamp® DNA 51 304 QIAGEN Nav ieklauts
plazma, Mini Kit (50)
CSF

QlAamp UltraSens® 53 704 QIAGEN leklauts

Virus Kit (50)

Asins QIAamp DNA Blood 51104 QIAGEN Nav ieklauts
Sdnas Mini Kit (50)
Plazma EZ1® DSP Virus Kit (48)* 62 724 QIAGEN leklauts

*Jalieto kopa ar BioRobot® EZ1 DSP Workstation (kat. Nr. 9001360) un EZ1 DSP Virus Card
(kat. Nr. 9017707).

Svariga piezime par QlAamp UltraSens Virus Kit, QI Aamp DNA Blood
Mini Kit un QlIAamp DNA Mini Kit izmantoSanu.

B Neseéjvides RNS izmanto$ana ir bltisks ekstrahéSanas efektivitates un
ITdz ar to art DNS/RNS iegl$anas nosacijums. Ja izvélétais izoléSanas
komplekts neietver neséjvides RNS, nemiet véra, ka nukleinskabju
ekstrahésanai no kermena sSkidrumiem, kas nesatur Stnas, un
materialiem ar zemu DNS/RNS saturu (pieméram, CSF) ir ipasi ieteicams
pievienot neséjvidi (RNAHomopolymer Poly(A), Amersham Biosciences,
kat. Nr. 27-4110-01). Sados gadijumos veiciet talak noraditas darbibas.

a) Resuspendgjiet liofiliz€tu neséjvides RNS, izmantojot ekstrahé&Sanas
komplekta eluéSanas buferskidumu (pieméram, QlAamp DNA Mini
Kit/QlAamp DNA Blood Mini Kit AE buferskidumu) (nedrikst izmantot
lizes buferSkidumu), un sagatavojiet atSkaidijumu ar koncentraciju
1 pg/pl. Sadaliet So neséjvides RNS Skidumu vairakas alikvotas dalas
atbilsto$i vajadzibam un uzglabajiet tas —20°C temperatira. RNS
alikvotas dalas nav ieteicams vairakas reizes atkausét (> 2 reizes).

b) I1zmantojiet 1 ug neséjvides RNS uz 100 pl lizes buferskiduma. Pieméram,
ja ekstrahésanas protokola ir noradits izmantot 200 pl lizes buferskiduma,
pievienojiet 2 pl neséjvides RNS (1 pg/ul) tiesi lizes buferskidumam. Pirms
katras ekstrahéSanas procediras sak$anas jasagatavo svaigs lizes
buferSkiduma un RNS neséjvides (un attiecigaja situacija iekséjas
kontroles materiala, skatit sadalu 8.2. lek$éjas kontroles materials)
maisijums saskana ar talak noradito pipetéSanas shému.
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Paraugu skaits 1 12
Lizes buferskidums pieméram, pieméram,

200 pl 2400 pl
Neséjvides RNS (1 pg/ul) 2 ul 24 ul
Kopéjais tilpums 202 pl 2424 ul
Tilpums viena ekstrahésanas 200 pl katra 200 pl
procedura

c) lzmantojiet tikko sagatavotu lizes buferSkiduma un RNS neséjvides
maisijumu, ko talitéji izmantot ekstrahéSanas proceddra. Maisijumu
nevar uzglabat.

B Neseéjvides RNS izmantoSana ir bltisks ekstrahéSanas efektivitates un
[1dz ar to art DNS/RNS iegtSanas nosacijums. Lai paaugstinatu
komplekta QlAamp UltraSens Virus Kit ieklautas neséjvides RNS
stabilitati, més iesakam izpildit talak noradito proceddru, kas atskiras no
ekstrahésanas komplekta lietotaja rokasgramata aprakstitas proceduaras.

a) Pirms pirmas ekstrahéSanas komplekta izmantoSanas resuspendgjiet
liofilizétu neséjvides RNS komplekta ieklautaja 310 pl eluéSanas
buferskiduma (galigad koncentracija 1 pg/pl, nedrikst izmantot lizes
buferskidumu). Sadaliet So neséjvides RNS skidumu vairakas alikvotas
dalas atbilstosi vajadzibam un uzglabajiet tas —20°C temperatira. RNS
alikvotas dalas nav ieteicams vairakas reizes atkausét (> 2 reizes).

b) Pirms katras ekstrahéSanas proceduras saksanas jasagatavo svaigs
lizes bufersSkiduma un RNS neséjvides (un attiecigaja situacija iekségjas
kontroles materiala, skatit sadalu 8.2. lek$éjas kontroles materials)
maistjums saskana ar talak noradito pipetéSanas shému.

Paraugu skaits 1 12
Lysis Buffer AC 800 pl 9600
Neséjvides RNS (1 pg/ul) 5,6 ul 67,2 ul
Kopéjais tilpums 805,6 pl 9667,2 pl
Tilpums viena ekstrahéSanas procedira 800 pl katra 800 pl
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c) lzmantojiet tikko sagatavotu lizes buferSkiduma un RNS neséjvides
maisijumu, ko talitéji izmantot ekstrahéSanas proceddra. Maisijumu
nevar uzglabat.

B Laiiegltu augstako artus EBV LC PCR Kit jutigumu, ir ieteicams DNS
eluét 50 pl eluésanas buferSkiduma.

B Komplekta QlAamp UltraSens Virus Kit izmantoSana pielauj parauga
koncentraciju. Ja tiek izmantots cits parauga materials, as nav serums
vai plazma, pievienojiet paraugam vismaz 50% (tilpumkoncentracija)
negativas cilvéka plazmas.

B Asins paraugu nemsanas stobrini ar antikoagulantiem var radit PCR
inhibiciju. TaCu, izmantojot iepriekS noraditos izoléSanas komplektus, Sie
inhibitori tiek likvidéti. Nav ieteicams izmantot heparinizétas asinis.

W Jatiek izmantoti protokoli, kuros ieklauti etanolu saturoSi skaloSanas
buferskidumi, pirms eluéSanas veiciet papildu centrifugéSanas darbibu
(trt's minates, 13 000 apgr./min.), lai atdalitu atlikuSo etanolu. Tadéjadi tiek
novérsta iesp&jama PCR inhibicija.

B Komplektu artus EBV LC PCR Kit nedrikst izmantot ar fenolu saturo§am
izoléSanas metodém.

Svariga piezime par EZ1 DSP Virus Kit lietoSanu.

B Neseéjvides RNS izmantoSana ir bltisks ekstrahéSanas efektivitates un
lidz ar to art DNS/RNS iegtSanas nosacijums. Pievienojiet katra
ekstrahésanas procedura attiecigo neséjvides RNS daudzumu saskana ar
noradijumiem EZ1 DSP Virus Kit rokasgramata (EZ1 DSP Virus Kit
Handbook).

Svarigi! Komplekta artus EBV LC PCR Kit iek$€jas kontroles materialu var
izmantot tieSi izoléSanas procedira (skatit sadalu 8.2. lekSéjas kontroles
materials).
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8.2. lekséjas kontroles materials

lekséjas kontroles materials (EBV LC IC) ir ieklauts komplektacija. To
izmantojot, lietotajs var gan kontrolét DNS izoléSanas procediiru, gan
parbaudit iespéjamo PCR inhibiciju (skatit 1. att.). Izmantojot komplektu
EZ1 DSP Virus Kit ekstrahéS$anai, iek§€jas kontroles materials ir japievieno
saskana ar noradijumiem EZ1 DSP Virus Kit rokasgramata (EZ1 DSP Virus
Kit Handbook). Izmantojot komplektu QlAamp UltraSens Virus Kit, QlIAamp
DNA Blood Mini Kit vai QlAamp DNA Mini Kit, pievienojiet iek§éjas
kontroles materialu izoléSanas Skidumam attieciba 0,1 pl uz 1 pl eluéSanas
tilpumu. Pieméram, izmantojot komplektu QlAamp DNA Mini Kit, DNS
eluésana notiek 50 pl AE buferskiduma. Tapéc sakotnéji ir japievieno 5 pl
iek$éjas kontroles materiala. Izmantotais iekséjas kontroles materiala
daudzums ir atkarigs tikai no eluéSanas tilpuma. lekSéjas kontroles materials
un neséjvides RNS (skatit sadalu 8.1. DNS izoléSana) ir japievieno tikai

B lizes buferSkiduma un parauga materiala maisijumam vai
W tieSi zes buferSkidumam.

lek$éjas kontroles materialu parauga materialam nedrikst pievienot tiesi.
Pievienojot to lizes buferskidumam, nemiet véra, ka iekSéjas kontroles
materiala un lizes buferSkiduma/neséjvides RNS maisijums ir jasagatavo
svaigs, un tas ir jaizmanto nekavéjoties (maisijuma uzglabasana istabas
temperatara vai ledusskapr tikai daZzas stundas var izraisit iek§éjas kontroles
materiala darbibas klimi un var samazinat ekstrahéSanas efektivitati). /lekséjas
kontroles materialu un neséjvides RNS nedrikst pievienot parauga materialam
tiesSi.

lek$€jas kontroles materialu var ari izmantot, lai ipasi parbauditu iespéjamo
PCR inhibiciju (skatit 2. att.). Saja gadijuma pievienoijiet 0,5 pl iek$éjas
kontroles materiala uz vienu reakciju tieSi 15 pl EBV LC Master. Katra PCR
reakcija izmantojiet 15 pyl Master maisijuma, kas sagatavots, ka aprakstits
ieprieks,* un pievienojiet 5 pl izdalita parauga. Ja tiek sagatavota PCR izpilde
vairakiem paraugiem, palieliniet EBV LC Master un iek§éjas kontroles
materiala tilpumu atbilstoSi paraugu skaitam (skatit sadalu 8.4. PCR
sagatavosSana).

artus EBV LC PCR Kits un artus CMV LC PCR Kits satur vienadu iekSéjas
kontroles materiala (IC) daudzumu. artus HSV-1/2 LC PCR Kits un

artus VZV LC PCR Kits arT satur vienadu iek§éjas kontroles materiala
daudzumu.

* Sagatavojot PCR testu, tilpuma pieaugums iek$éjas kontroles materiala pievienoSanas dél
netiek nemts véra. NoteikSanas sistémas jutigums netiek ietekmeéts.

|
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8.3. Kvantitativa noteikSana

Komplektacija ieklautie kvantitativas noteikSanas standarta materiali (EBV
LC/RG/TM QS 1-4) tiek uzskatiti par ieprieks izdalitiem paraugiem, un tiek
izmantots vienads to tilpums (5 pl). Lai LightCycler instrumenta varétu generét
standarta likni, jaizmanto visi Cetri kvantitativas noteikSanas standarta
materiali, un tie jadefiné ekrana Sample Loading Screen (ekrans Paraugu
ievietoSana) (skattt LightCycler lietotaja rokasgramatas (LightCycler Operator’s
Manual) versijas 3.5. nodalu B, 2.4. Parauga datu ievade). Saskana ar ieprieks
sniegtajiem noradijumiem generéto standarta likni var izmantot arf nakamajam
izpildém ar nosacijumu, ka pasreizéja izpildé tiek izmantots vismaz viens
vienas konkrétas koncentracijas standarta materials. Saja noldka ir jaimporté
iepriek$ generéta standarta Itkne (skatit LightCycler operatora rokasgramatas
(LightCycler Operator’s Manual) versijas 3.5. nodalu B, 4.2.5. Kvantitativa
noteik§ana, izmantojot papildu standarta Iikni). Tomér §is kvantitativas
noteik§anas metodes izmantoSana var radit rezultatu novirzes, kuras rada
izmainas starp dazadam PCR izpildém.

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

Uzmanibu! Kvantitativas noteik§anas standarta materiali tiek definéti ar
meérvienibu kopijas/pl. Lai parveidotu vértibas, kas noteiktas, izmantojot
standarta Iikni, kd parauga materiala kopijas/ml, ir jaizmanto talak noraditais
vienadojums.

Rezultats (kopijas/ml) = Rezultats (kopijas/ul) x EluéSanas tilpums (pl)

Parauga tilpums (ml)

Nemiet véra, ka saskana ar visparé&jiem noteikumiem iepriekS noraditaja
vienadojuma ir jaievada sakotnéja parauga tilpuma vértiba. Tas ir janem veér3,
ja parauga tilpums tiek mainits pirms nukleinskabju ekstrahéSanas (pieméram,
tilpuma samazinasSanas centrifugéSanas dé| vai tilpuma paaugstinasana
izoléSanai nepiecieSama tilpuma parplanosSanas dél).

Svarigi! Noradijumi par artus sistému kvalitativo analizi LightCycler
instrumenta ir pieejami vietné

www.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX (Tehniska piezimes par
kvantitativo noteikSanu LightCycler 1.1/1.2/1.5 vai LightCycler 2.0
instrumenta).
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8.4. PCR sagatavoSana

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

Ja vélaties izmantot iekSéjas kontroles materialu DNS izoléSanas proceduras
kontrolei vai iespéjamas PCR inhibicijas parbaudei, tas jau ir pievienots
izoléSanas $kidumam (skatit sadalu 8.2. lek$éjas kontroles materials). Sada
gadijuma izmantojiet talak noradtto pipetéSanas shému (shematisko parskatu
skatit 1. att.).

Paraugu skaits 1 12

1. Master maisijuma EBV LC Master 15 pl 180 pl

sagatavoSana
EBVLCIC Ol O ul
Kopé€jais 15 pl 180 pl
tilpums

2. PCR testa sagatavoSana Master maisijums 15 ul 15 pl no katra
Paraugs 5ul 5 plno katra
Kopéjais 20 pl 20 pl no
tilpums katra

Ja vélaties iekSéjas kontroles materialu izmantot tikai, lai parbauditu

PCR inhibiciju, tas ir japievieno tiesi materialam EBV LC Master. Sada
gadijuma izmantojiet talak noradito pipetéSanas shému (shematisko parskatu
skatit 2. att.).

|
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Paraugu skaits 1 12

1. Master maisijuma EBV LC Master 15 pl 180 pl

sagatavoSana
EBVLCIC 0,5 6 ul
Kopéjais 15,5 pl* 186 pl*
tilpums

2. PCR testa sagatavoSana Master 15 pl* 15 pl no
maisijums katra*
Paraugs 5ul 5 plno katra
Kopé€jais 20 ul 20 pl no
tilpums katra

Pipetéjiet Master maisijuma 15 pl katra kapilara plastmasas tvertné. Péc tam
pievienojiet eluéta parauga DNS 5 pl. Lidz ar to k& pozitivs kontroles materials
ir jaizmanto 5 pl vismaz viena kvantitativas noteikSanas standarta materiala
(EBV LC/RG/TM QS 1-4) un ka negativs kontroles materials 5 pl Gdens

(PCR kategorijas udens). Noslédziet kapilarus. Lai parnestu maisijumu no
kapilaru plastmasas tvertnes kapilara, centrifugé€jiet adapterus ar kapilariem
galda centrifiga desmit sekundes ar maksimalo atrumu 400 x g

(2 000 apgr./min.).

" Sagatavojot PCR testu, tilpuma pieaugums iek§éjas kontroles materiala pievieno$anas dé|
netiek nemts véra. NoteikSanas sistémas jutigums netiek ietekméts.

|
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lekséjas kontroles materiala pievienosana izdaliSanas procedura

1. att. IzdaliS8anas procediras un PCR inhibicijas kontroles shematiska darbplisma.
*NodroSiniet, lai Skidumi ir lTdz galam atkauséti, labi sajaukti un Tsu bridi centrifugéti.
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lekséjas kontroles materiala pievienoSana artus Master

2. att. PCR inhibicijas kontroles shematiska darbplisma.
*NodroSiniet, lai Skidumi ir [Tdz galam atkauséti, labi sajaukti un Tsu bridi centrifugéti.
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8.5. LightCycler instrumentu programmeésana

Lai noteiktu EBV DNS, izveidojiet LightCycler instrumenta temperatiras
profilu, izpildot talak noraditas piecas darbibas (skatit 3.—7. att.).

. 3. att. Sakotnéja karstas sakSanas enzima aktiviz€Sana.

SN

A

B. 4. att. Saskares darbiba.

C. 5. att. DNS amplifikacija.

D. 6. att. KuSanas likne (izveles).
E. 7. att. DzeséSana.

Pievérsiet ipasu uzmanibu vienuma Analysis Mode (Analizes rezims),

Cycle Program Data (Cikla programmas dati) un Temperature Targets
(Temperatiras mérka vértibas) iestatijumiem. Attélos Sie iestatijumi ir redzami
melna treknraksta rami. Papildu informaciju par LightCycler instrumenta
programmeésanu skatiet LightCycler operatora rokasgramata (LightCycler
Operator’s Manual). D darbiba PCR programma ir izveles darbiba, un ta ir
javeic tikai, lai, izmantojot artus HSV-1/2 LC PCR Kit, atsSkirtu HSV 1 un 2.

Cycle Program Data

Cycles|| 1 g

Temperature Targets

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

Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
|7 Step Delay (cycles)

|—Acqw3|t|an Mode

Analysis Mode

Quantification
Melting Curves

= o Janfs oo 50 o H@D)|

3. att. Sakotnéja karstas sakSanas enzima aktivizé$ana.
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Cycle Program Data

1 Qcies]mg

emperature |argets

Analysis Mode

Quantification
Melting Curves

— Target Temperature (°C)
— Incubation Time (hrs:min:sec)

Temperature Transition Rate ("C/ s)
Secondary Target Temperature (°C)

Step Size ('C)
|7 Step Delay (cycles)

|—A|:quisition Mode

95 35 [seo00f80 [3o00 [S0  BINONE |5 QEED

520,00 [gl55 1.0 |5

[ NONE |7 @D

4. att. Saskares darbiba.

Cycle Program Data

Analysis Mode| None
Quantification

delting 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

Qs 55 [eo00 B [5ino [5o |/ None | GEED

Q)55 520 [Sloooffo (oo [Fo  [Yisincie [F (RN

™ EEE:

J0_Jsoo Jao [/ vove (5@

5. att. DNS amplifikacija.
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Coele Prograrm Dote Analysis Mode None“ _
1 Cyeles|| 1[5 Quantification 2

emperature largets

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

Step Size ('C)
r Step Delay (cycles)

I—Acquisition hMode

Sooo o [Soo0 [So (5[ NONE |5 GEED
@50 575 [a000 B0 [500 |50 |5/ NONE 5 QEED

0 fgloo 5o

6. att. KuSanas likne.

Cycle Program Data|

Analysis Mode

1 Cycles|| 12 Quantification 2

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)

|—Acqu191tlon Mode

F2000(80 [2000 (80 (8] NONE |§ﬁ|

7. att. DzesésSana.
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9. Datu analize

Vairaku krasu analizé starp fluorimetra kanaliem rodas interferences.
LightCycler instrumenta programmatdra ietver failu ar nosaukumu Color
Compensation File, kas nodroSina So interferenCu kompensaciju. Aktivizéjot
failu Choose CCC File (Izvéleties CCC failu) vai pogu Select CC Data (Atlasit
CC datus), atveriet So failu pirms vai péc PCR vai tas laika. Ja fails Color
Compensation File nav instaléts, generéjiet failu, ievérojot noradijumus
LightCycler operatora rokasgramata (LightCycler Operator’'s Manual). Kad fails
Color Compensation File ir aktivizéts, fluorimetra kanala F1, F2 un F3 paradas
atseviski signali. Lai analizétu PCR rezultatus, kas iegiti ar artus EBV LC PCR
Kit, atlasiet attiecigi fluorescences displeja opciju F2/Back (Atpakal)-F1
analitiska EBV PCR un F3/Back (Atpakal)-F1 iekséjas kontroles materiala
PCR. Lai veiktu kvantitativas noteik§anas izpildes datu analizi, ievérojiet
noradijumus, kas sniegti sadala 8.3. Kvantitativa noteikSana un dokumenta
“Tehniskas piezimes par kvantitativo noteikSanu, izmantojot LightCycler
1.1/1.2/1.5 vai LightCycler 2.0 instrumentu” vietné
www.giagen.com/Products/BylLabFocus/MDX.

Ja PCR izpildé ir integréta vairak neka viena artus sistéma herpes virusa
noteikSanai, analizéjiet So atSkirigo sistému datus, atseviski izmantojot
attiecigos kvantitativas noteiksanas standarta materialus. Atlasiet
attiecigi analizei nepiecieSamas rotora pozicijas.

lespé&jami ir talak noraditie rezultati.

1. Fluorimetra kanala F2/Back (Atpakal)-F1 ir noteikts signals.
Analizes rezultats ir pozitivs: paraugs satur EBV DNS.
Sada gadijuma signala noteikana F3/Back (Atpakal)-F1 kanala nav
batiska, jo augstas sakotnéjas EBV DNS koncentracijas vértibas (pozitivs
signals F2/Back (Atpakal)-F1 kanala) var radit samazinatu iekséjas
kontroles materiala fluorescences signalu F3/Back (Atpakal)-F1 kanala vai
ta trakumu (konkurence).

2. Fluorimetra kanalad F2/Back (Atpakal)-F1 nav noteikts neviens signals.
Vienlaicigi iek$éjas kontroles materiala signals paradas F3/Back (Atpakal)-
F1 kanala.
Parauga EBV DNS nav noteikts. To var uzskatit par negativu.
Ja EBV PCR rezultats ir negativs, noteiktais iek§éjas kontroles materiala
signals izslédz PCR inhibicijas iespéju.

3. F2/Back (Atpakal)-F1 vai F3/Back (Atpakal)-F1 kanala nav noteikts neviens
signals.
Diagnozi nevar noteikt.
Informacija par klidu avotiem un to risingjumiem ir pieejama ari sadala 10.
Problému novérsana.
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Pozitivas un negativas PCR reakcijas pieméri ir sniegti 8. un 9. att.
B 0,08
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0,06~
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Fluorescence (F2/BACK (Atpakal)
o
o
w
1

-0,005— | ' | ' |

' | 1 ' '
0 5 10 15 20 25 30 &5 40
Cikla numurs

8. att. Kvantitativas noteikSanas standarta materiala noteikSana (EBV LC/RG/TM QS 1-4)

fluorimetra kanala F2/Back (Atpakal)-F1. NTC (non template control): nav matricas kontroles
(negativa kontrole).

B#0,011

0,01~

0,009~

0,008

" 0,007—

0,006~

o
o
o
ol
1

0,004

Fluorescence (F3/BACK (Atpakal)

0,003—

0,002

0,001~

00—

-0,001~

| I
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Cikla numurs

vo— =

9. att. lek$éjas kontroles materiala (IC) noteikSanas fluorimetra kanala F3/Back (Atpakal)-F1
ar vienlaicigu kvantitativas noteikSanas standarta materialu amplifikaciju (EBV
LC/RG/TM QS 1-4). NTC (non-template control): nav matricas kontroles (negativa kontrole).
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10. Problemu novéersana

Fluorimetra kanala F2/Back (Atpakal)-F1 nav signala ar pozitivas
kontroles materialiem (EBV LC/RG/TM QS 1-4):

B PCR datu analizei atlasrtais fluorimetra kanals neatbilst protokolam.

=» Datu analizei atlasiet fluorimetra kanalu F2/Back (Atpakal)-F1 analitiska
EBV PCR un fluorimetra kanalu F3/Back (Atpakal)-F1/ iek$éjas
kontroles materiala PCR.

B Nepareizi programmeéts LightCycler instrumenta temperatiras profils.

=» Salidziniet temperatdras profilu ar protokolu (skatit sadalu
8.5. LightCycler instrumenta programmésana).

B Nepareiza PCR reakcijas konfiguracija.

=» Parbaudiet veiktas darbibas, izmantojot pipetéSanas shému (skatit
sadalu 8.4. PCR sagatavosSana), un, ja nepiecieSams, atkartojiet PCR.

M Viena vai vairaku komplekta komponentu uzglabasanas apstakli neatbilda
2. sadala. “Uzglabasana” sniegtajiem noradijumiem vai ir beidzies artus
EBV LC PCR Kit deriguma termins.

=» Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstak|us un deriguma terminu
(skatit komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu
komplektu.

Vajs ieksSéjas kontroles materiala signals fluorimetra kanala F3/Back
(Atpakal)-F1 vai ta triikst un vienlaicigi triikst signala kanala F2/Back
(Atpakal)-F1.

B PCR veik8anas apstak|i neatbilst protokolam.

-» Parbaudiet PCR veikSanas apstaklus (skatit ieprieks) un, ja
nepiecieSams, atkartojiet PCR, izmantojot labotos iestatijumus.

B Ir radusies PCR inhibicija.

=» Parbaudiet, vai ir izmantota ieteikta izoléSanas metode (skatit
sadalu 8.1. DNS izoléSana), un rupigi ievérojiet razotaja noradijumus.

=» Parbaudiet, vai DNS izoléSanas laika pirms eluéSanas ir veikta ieteikta
papildu centrifugéSanas darbiba, lai atdalitu atlikuSo etanolu (skatit
sadalu 8.1. DNS izolésana).

B EkstrahésSanas laikd DNS ir zaudéts.

=» Ja ekstrahé&Sanas proceddra ir pievienots iek§€éjas kontroles materials,
iek$€jas kontroles materiala signala traikums var noradit uz DNS
zudumu ekstrahésanas laika. Parbaudiet, vai ir izmantota ieteikta
izoleSanas metode (skatit sadalu 8.1. DNS izoléSana), un rapigi
ieveérojiet razotaja noradijumus.
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M Viena vai vairaku komplekta komponentu uzglabasanas apstakli neatbilda
2. sadala. “Uzglabasana” sniegtajiem noradijumiem vai ir beidzies artus
EBV LC PCR Kit deriguma termins.

=» Parbaudiet reagentu uzglabasanas apstak|us un deriguma terminu
(skatit komplekta etiketi) un, ja nepiecieSams, izmantojiet jaunu
komplektu.

Analitiskas PCR fluorimetra kanala F2/Back (Atpakal)-F1 negativas
kontroles materialu signali.

B PCR sagatavo$anas laika ir radusies kontaminacija.
=>» Atkartojiet PCR, atkartojumos izmantojot jaunus reagentus.

=» Ja iespéjams, noslédziet PCR stobrinus uzreiz péc testéjama parauga
pievienosSanas.

=» Obligati pipetéjiet pozitivas kontroles materialus pédéjos.

=» NodroSiniet, lai regulari tiek veikta darba vietas un instrumentus
dekontaminésana.

B EkstrahéSanas laika ir radusies kontaminacija.

=» Atkartojiet testéjama parauga ekstrahéSanas un PCR proceddru,
izmantojot jaunus reagentus.

=» NodroSiniet, lai regulari tiek veikta darba vietas un instrumentus
dekontaminésana.

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

11. Specifikacija

11.1. Analitiskais jutigums

Lai noteiktu komplekta artus EBV LC PCR Kit analttisko jutigumu, tika
sagatavota atSkaidiSanas sérija no 50 Iidz nominali 0,005 EBV kopiju
ekvivalenti*/ul un analizéta, izmantojot komplektu artus EBV LC PCR Kit.
TestéSana tika veikta tris dazadas dienas, izmantojot astonus atkartojumus.
Rezultati tika noteikti péc probita analizes. Probita analizes grafiskais
attélojums ir redzams 10. att. Komplekta artus EBV LC PCR Kit analitiskas
noteikSanas robeza ir 5,78 kopijas/ul (p = 0,05). Tas nozimé&, ka pastav 95%
varbutiba, ka tiks noteiktas 5,78 kopijas/pl.

" Standarta materials ir klonéts PCR produkts, kura koncentracija ir noteikta ar absorbcijas un
fluorescences spektroskopiju.

|
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Probita analize: EpSteina-Barras viruss (LightCycler)

0,76167 2 5,78 kopijas/ul (95%)

Proporcijas

0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
log (deva)

10. att. Komplekta artus EBV LC PCR Kit analitiskais jutigums.

11.2. Specifiskums

Komplekta artus EBV LC PCR Kit specifiskumu vispirms un galvenokart
nodroSina praimeru un zonzu izvéle, ka ar precizu reakcijas apstaklu
ievéroSana. Tika parbaudits, vai praimeriem un zondém nav iesp&jamu
homologiju attieciba uz visam génu banka publicétajam sekvencém,
izmantojot sekvencCu salidzindSanas analizi. Tadéjadi tiek nodrosSinata visu
attiecigo genotipu noteikSana.

Turklat specifiskums tika apstiprinats ar seSiem dazadiem EBV negativiem
seruma paraugiem. Tie negeneréja nevienu signalu ar EBV specifiskiem
praimeriem un zondém, kas ir ieklauti EBV LC Master komplektacija.

Lai noteiktu artus EBV LC PCR Kit specifiskumu, nakamaja tabula (skatit
1. tab.) noradita kontroles grupa tika testéta krusteniskas reaktivitates
noteikSanai. Neviens no testétajiem patogéniem nebija reagéjoss.
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1. tabula. Komplekta specifiskuma testésana ar potencialiem
krusteniskas reaktivitates patogéniem

lekSéjas

EBV kontroles

(F2/Back materials

(Atpakal)- (F3/Back

Kontroles grupa F1) (Atpakal)-F1)

Cilvéka herpes viruss 1 (Herpes simplex viruss 1) - +
Cilvéka herpes viruss 2 (Herpes simplex viruss 2) - +
Cilvéka herpes viruss 3 (Varicella zoster viruss) - +
Cilvéka herpes viruss 5 (citomegalovirus) - +
Cilvéka T Sanu leikémijas viruss 1 - +
Cilvéka T Sanu leikémijas viruss 2 - +

11.3. Precizitate

Komplekta artus EBV LC PCR Kit precizitates dati lauj noteikt testa kopéjo
mainigumu. Kopé&jo mainigumu veido starptestu mainigums (vienas
koncentracijas paraugu vairaku rezultatu mainigums viena eksperimenta),
iekSéjais testa mainigums (dazadu operatoru viena laboratorija vienada tipa
dazados instrumentos generétu vairaku testu rezultatu mainigums) un
iekSejais serijas mainigums (testa vairaku rezultatu mainigums, izmantojot
vairakas seérijas). legutos datus izmantoja, lai noteiktu konkrétu patogénu un
iekséjas kontroles materiala PCR standartnovirzes, mainiguma un novirzes
koeficienta vertibas.

Komplekta artus EBV LC PCR Kit precizitates dati tika apkopoti, izmantojot
zemakas koncentracijas kvantitativas noteikSanas standarta materialu (QS 4;
50 kopijas/pl). TestéSanu veica, izmantojot astonus atkartojumus. Precizitates
dati tika aprékinati, izmantojot amplifikacijas liknes Ct vértibas (Ct:
robezvertibas cikls, skatit 2. tab.). Papildus tika noteikti kopiju/ul kvantitativo
rezultatu precizitates dati, izmantojot Ct vertibas (skatit 3. tab.). Nemot vera
Sos rezultatus, visu konkréto paraugu ar noradito koncentraciju visparéja
statistisko datu starpiba iekséjas kontroles materiala 1,02% (Ct) noteikSanai ir
1,17% (Ct) vai 14,54% (konc.). Sis vértibas ir atkarigas no noteikto mainigo
lielumu visu atseviSko vértibu kopuma.

|
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2. tabula. Precizitates dati saskana ar Ct vértibam

Standartnovirze Variacijas
Variacija koeficients [%)]

Starptestu mainigums 0,20 0,04 0,90
EBV LC/RG/TM QS 4
Starptestu mainigums 0,04 0,00 0,28
lek$éjas kontroles
materials
lekS€jais testa mainigums 0,27 0,07 1,24
EBV LC/RG/TM QS 4
leks€gjais testa mainigums 0,11 0,01 0,72
lek$éjas kontroles
materials
lekS€jais sérijas mainigums 0,47 0,07 1,44
EBV LC/RG/TM QS 4
lekSejais sérijas mainigums 0,19 0,03 1,23
lek$éjas kontroles materials
Kopé&jais mainigums 0,26 0,07 1,71
EBV LC/RG/TM QS 4
Kopégjais mainigums 0,15 0,02 1,02
lek$éjas kontroles materials
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3. tabula. Precizitates dati saskana ar kvantitativajiem rezultatiem
(kopijas/pul)

Standartnovirze Variacijas
Variacija koeficients [%)]

Starptestu mainigums 1,36 1,85 13,48
EBV LC/RG/TM QS 4

leksgjais testa mainigums 1,68 2,83 16,61
EBV LC/RG/TM QS 4

lekS€jais sérijas mainigums 41,33 1,77 13,19
EBV LC/RG/TM QS

Kopé&jais mainigums 1,47 2,16 14,54
EBV LC/RG/TM QS 4

11.4. Atkartojamiba

Atkartojamibas dati |auj regulari novertét artus EBV LC PCR Kit veiktspéju, ka
ari salidzinat ta efektivitati ar citiem produktiem. Sie dati tiek iegati, piedaloties
izveidotajas kvalifikacijas programmas.

11.5. Diagnostiska izvértéSana

Pasreiz notiek vairaki izverteSanas pétijumi ar komplektu artus EBV LC PCR Kit.

12. Produkta izmantoSanas ierobezojumi
B Visus reagentus jaizmanto tikai in vitro diagnostika.

B Produktu drikst lietot tikai in vitro diagnostikas procediru veikSana 1pasi
apmacita persona, kas sanémusi attiecigus noradijumus.

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

B Pieversiet uzmanibu deriguma terminiem, kas noraditi uz kastites un visu
komponentu etiketém. Komponentus, kam beidzies deriguma termins,
izmantot nedrikst.

13. Bridinajumi un piesardzibas pasakumi

Ar komplektu artus EBV LC PCR Kit saistito droSibas informaciju skatiet
attiecigaja droSibas datu lapa (safety data sheet, SDS). SDS érta un kompakta
PDF formata ir pieejamas tieSsaisté vietné www.giagen.com/safety.
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14. Kvalitates kontrole

Saskana ar standarta ISO 9001 un ISO 13485 sertifikacijas QIAGEN kopéjas
kvalitates vadibas sistemu katra komplekta artus EBV LC PCR Kit partija ir
parbaudita, salidzinot ar iepriek$ noteiktiem parametriem, lai nodroSinatu
pastavigu produkta kvalitati.

15. Atsauces

16. Simbolu skaidrojums

Izlietot ITdz

Lot Sérijas kods
Razotajs
Kataloga numurs

Materiala numurs
Rokasgramata

In vitro diagnostikas medicinas ierice

g% R

GTIN Globalais tirdzniecibas identifikacijas numurs (GTIN)

W Saturs ir pietiekams <N> testiem

<N>

_/ﬂ/‘ Temperatiras ierobezojums

Qs Kvantitativas noteikSanas standarta materials
iIC lekséjas kontroles materials
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ST lappuse atstata tuksa ar noliiku
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artus EBV LC PCR Kit

Pre¢u zZimes un pazinojumi

QIAGEN®, QIAamp?®, artus®, BioRobot®, EZ1®, UltraSens® (QIAGEN Group); LightCycler® (Roche Group).

Nedrikst uzskatit, ka $aja dokumenta minétos registrétos nosaukumus, preu zimes u.c. neaizsarga likums, pat ja pretéjais nav Tpasi noradits.

Komplekts artus EBV LC PCR Kit, darbstacija BioRobot EZ1 Workstation un komplekts EZ1 DSP Virus Kit un karte Card ar CE mark&jumu atbilst
Eiropas Direktivas 98/79/EK par medicinas iericém, ko lieto in vitro diagnostika, prasibam. Visas valstls nav pieejami.

QlAamp komplektus ir paredzéti tikai visparigas nozimes izmanto$anai laboratorijas. Neviena prasiba vai parstaviba neparedz informacijas
diagnozes noteik$anai, profilaksei vai slimibas arstéSanai snieg$anu.

artus PCR komplektu pircéjs sanem ierobeZotu licenci to lietoSanai polimerazes kédes reakcijas (polymerase chain reaction, PCR) procesos
cilvéku un dzivnieku izcelsmes paraugu in vitro diagnostika kopa ar termoprocesoru, kura izmantoSana PCR procesa automatizétaja izpilde ir
ieklauta licences avansa maksajuma, kas veikts vai nu ar maksajumu Applied Biosystems, vai art produkta, t. i., apstiprinata termoprocesora,
iegades bridi. Uz PCR procesu attiecas ASV patentu Nr. 5,219,727 un 5,322,770, un 5,210,015, un 5,176,995, un 6,040,166, un 6,197,563, un
5,994,056, un 6,171,785, un 5,487,972, un 5,804,375, un 5,407,800, un 5,310,652, un 5,994,056 arzemju l1dzveértigi patenti, kas pieder F.
Hoffmann-La Roche Ltd.

© 2015 QIAGEN, visas tiesibas aizsargatas.
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