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Numatytoji paskirtis

Jartus CMV RG PCR Kit* rinkinys yra ,in vitro" nukleino rigsciy amplifikacijos testas, skirtas
citomegaloviruso (CMV) DNR kiekiui Zmogaus plazmoje nustatyti. Siame diagnostiniy testy
rinkinyje naudojama polimeraziné grandininé reakcija (Polymerase Chain Reaction,
PCRJAP1]); rinkinys konfigiruotas naudoti su ,Rotor-Gene Q* instrumentais.

Jartus CMV RG PCR Kit* rinkinys yra skirtas naudoti kartu su klinikiniais simptomais ir kitais
laboratoriniais Zymenimis, CMV infekcijos valdymui pacientams, turintiems CMV ligos rizika.

Jartus CMV RG PCR Kit* rinkinio rezultatus batina interpretuoti visy susijusiy klinikiniy ir
laboratoriniy tyrimy rezultaty kontekste.

Lartus CMV RG PCR Kit" rinkinys néra skirtas naudoti kaip CMV nustatymo kraujyje ar kraujo
produktuose tyrimas, nei kaip diagnostinis testas esamai CMV infekcijai patvirtinti.

Aprasymas ir Veikimo Principas

Lartus CMV RG PCR Kit* rinkinio sudétyje yra paruosta naudoti sistema, skirta CMV viruso
DNR aptikti, naudojant polimerazine grandinine reakcijg (Polymerase Chain Reaction,
[PCR][APZ]), dirbant su ,Rotor-Gene Q MDx" instrumentais. ,CMV RG Master* sudétyje yra
reagenty ir fermenty, skirty specifinei MIE (Major Immediate Early Gene, MIE) geno 105 bp
regiono amplifikacijai CMV genome (tyrimas gali aptikti CMV genotipus gB1 — gB4) ir
tiesioginiam specifinio amplikono aptikimui ,Rotor-Gene Q MDx" fluorescenciniame kanale
.Cycling Green".

Jartus CMV RG PCR Kit rinkinio sudétyje taip pat yra antra heterologinés amplifikacijos
sistema, skirta galimam PCR slopinimui nustatyti. Jis aptinkamas naudojant vidine kontroling
(Internal Control, IC) medziagg ,Rotor-Gene Q MDx" instrumento fluorescenciniame kanale
,Cycling Yellow". Tiekiamos iSorinés teigiamos kontrolinés medziagos (CMV QS 1-4), kurios
leidzia nustatyti viruso DNR kiekj. Daugiau informacijos pateikta ,Kiekio nustatymas*“, 23 psl.
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Informacija apie patogeng

Zmogaus citomegalovirusas (CMV) aptinkamas infekuoty Zmoniy kraujyje, audiniuose ir
praktiskai visuose sekrecijos skysciuose. Jis gali biti perduodamas peroraliniu, lytiniu keliu,
perpilant kraujg arba transplantuojant organus, gimdoje arba perinataliS8kai (1-4). CMV
virusinés apkrovos tyrimas yra svarbi pagalba jvertinant ligos rizikg, diagnozuojant ligg ir
stebint atsaka j gydyma (5).

Uzsikretus CMV daznai sukelia besimptome infekcija, po kurios virusas lieka kiine visg
gyvenimg. Paaugliams arba suaugusiems pasireiSke simptomai yra panaSis
i mononukleozés simptomus: karS&iavimas, silpnas hepatitas ir bendras negalavimas (6).
Sunkios CMV infekcijos daznai buvo nustatytos infekcijos gimdoje atvejais ir pacientams,
kuriy imunitetas nusilpes (4,7) .

Proceduros principas

Patogeny aptikimas taikant polimerazine grandinine reakcijg (Polymerase Chain Reaction,
IPCRI[APS]) pagrjstas specifiniy patogeno genomo regiony amplifikacija. Taikant ,Real-time
PCR", amplifikuotas produktas aptinkamas naudojant fluorescencinius daZzus. Jie paprastai
yra susije su oligonukleotidiniais zondais, kurie specifiSkai jungiasi su amplifikuotu produktu.
Fluorescencijos intensyvumo PCR tyrimy serijos metu (t. y. realiu laiku) stebéjimas leidzia
aptikti besikaupiantj produktg ir nustatyti jo kiekj, po PCR tyrimy serijos pakartotinai
neatidarant reakcijos mégintuvéliy (8).
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Pateikiamos medziagos

Rinkinio turinys

sartus CMV RG PCR Kit" rinkinys (24) (96)
Katalogo numeris 4503263 4503265
Reakcijy skaicius 24 96
Mélyna LCMV RG Master* (Taq 0,1 U/ul) 2 x 12 reakeijy
Geltona ,CMV Mg-Sol“* M g_s ol 600 pl
Raudona CMV QS 1' (1 x 104 kopijy/pl) Qs 200 pl
Raudona CMV QS 2" (1 x 103 kopiju/pl) Qs 200 pl
Raudona CMV QS 3' (1 x 102 kopiju/pl) Qs 200 pl
Raudona CMV QS 4" (1 x 101 kopijy/pl) Qs 200 pl
Zalia CMV RG IC* IC 1000 pl
Balta Water (PCR grade 1000 wi

dVanduo (PCR kIasés)‘[APA])

Naudojimo instrukcijos [:II]

* Magnio tirpalas
T Kiekybinés analizés etaloninis tirpalas
* Vidiné kontroliné medziaga
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Batinos, bet nepateikiamos priemonés

Reagentai

DNR i8skyrimo rinkinys (Zr. ,DNR iSskyrimas*, 12 psl.)

Eksploataciniai reikmenys

e Sterilus pipeciy antgaliai su filtrais

® Strip Tubes and Caps, 0.1 ml“, skirti naudoti su ,72-Well Rotor" (kat. nr. 981103 arba
981106)

e Arba: ,PCR Tubes, 0.2 ml, skirti naudoti su ,36-Well Rotor* (kat. nr. 981005 arba
981008)

Jranga

e Pipetés (reguliuojamos)”

e Sikuriné maisyklé”

e Staliné centrifuga” su rotoriumi 2 ml reakcijos mégintuvéliams

® _Rotor-Gene Q MDx“ instrumentas’ su fluorescenciniais kanalais, skirtais
.Cycling Green" ir ,,Cycling Yellow"

®  Rotor-Gene Q" programiné jranga 2.3.5 versija arba naujesné

® Vésinimo blokas (,Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes"“, kat.nr. 9018901 arba

sLoading Block 96 x 0.2 ml Tubes”, kat. nr. 9018905)

* Prie$ naudodami jsitikinkite, kad visi instrumentai patikrinti ir sukalibruoti pagal gamintojo rekomendacijas.
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Jspéjimai ir atsargumo priemonés
Saugos informacija

Dirbdami su cheminémis medziagomis, visada déveékite tinkamg laboratorinj chalatg,
muvékite vienkartines pirstines ir uzsidékite apsauginius akinius. Daugiau informacijos rasite
atitinkamuose saugos duomeny lapuose (SDL). Jie pateikiami patogiu ir kompaktiSku PDF
formatu internete www.giagen.com/safety — Cia galite rasti, perzidréti ir iSspausdinti
kiekvieno QIAGEN rinkinio ir jy komponenty SDL.

Méginiy ir tyrimy atliekas iSmeskite laikydamiesi vietiniy saugos reikalavimy.
Atsargumo priemonés
Visada laikykités toliau pateikiamy nurodymuy.

® Naudokite sterilius pipeciy antgalius su filtrais.
Teigiamas medZiagas (bandinius, teigiamas kontrolines medZziagas ir amplikonus)
laikykite ir ekstrahuokite atskirai nuo visy kity reagenty, dékite juos j reakcijos misinj
erdviSkai atskirtoje patalpoje.

® PrieS pradédami tyrimg visus komponentus gerai atSildykite kambario temperatiroje
(15-25 °C).

o AtSilde sumaisykite komponentus (pakartotinai jsiurbdami ir lasindami pipete arba
naudodami impulsine stkurine maisykle) ir trumpai centrifuguokite.

e Dirbkite greitai, komponentus laikykite ant ledo arba vésinimo bloke (72/96 Sulinéliy

ikélimo bloke).
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Reagenty laikymas ir naudojimas

Jartus CMV RG PCR Kit* rinkinio komponentus reikia laikyti temperatiroje nuo —30 iki
—15 °C; jie yra stabilGs iki ant etiketés nurodytos tinkamumo naudoti datos. Nederéty jy
pakartotinai atSildyti ir uzSaldyti (>2x), nes tai gali sumazinti tyrimo jautruma. Jei reagentai
bus naudojami retkarciais, juos reikia uzSaldyti alikvotinémis dalimis. Laikyti 2-8 °C
temperatiroje reikia ne ilgiau kaip 5 valandas.

Bandiniy naudojimas ir laikymas

Pastaba. Su visais méginiais turi bati elgiamasi kaip su potencialiai uzkre¢iama medziaga.

Pastaba. Atlikti analitiniai tyrimai Sio rinkinio veikimui patikrinti vadina EDTA plazmg
tinkamiausia meéginio medziaga CMV aptikti. Todél rekomenduojame su ,artus CMV RG
PCR Kit“ rinkiniu naudoti $ig medziaga.

Jartus CMV RG PCR Kit* rinkinio patvirtinimas buvo atliktas naudojant Zmogaus EDTA
plazmos méginius. Kitos méginiy medziagos néra patvirtintos. RuoS§dami méginj naudokite
tik rekomenduojama nukleidinés rigsties iSskyrimo rinkinj (Zr. ,DNR iSskyrimas*®, 12 psl.).

Naudojant tam tikras méginiy medzZiagas batina grieztai laikytis specialiy paémimo,
gabenimo ir laikymo instrukcijy.

Bandinio Paémimas

Kiekvieng kartg imant kraujg pazeidziamos kraujagyslés (arterijos, venos ar kapiliarai). Turi
bdti naudojama tik nekenksminga ir sterili medzZiaga. Imant kraujg reikia pasirapinti
tinkamomis vienkartinémis medziagoms. Duriant j veng negalima naudoti per plony
kapiliarams skirty adaty. Kraujas i$ venos turi bati imamas atitinkamose alktnés linkio, dilbio
arba kitos rankos pusés vietose. Kraujas turi bati imamas naudojant standartinius bandiniy
émimo vamzdelius (raudonas kamstelis, ,Sarstedt® ar atitinkamas kito gamintojo
mégintuvélis). Turi bati paimta 5-10 ml tdrio kraujo | EDTA mégintuvélj. Paémus méginj
mégintuvéliai turi bati i$ karto sumaisyti apverciant (8x, neplakti).

Pastaba. Negalima naudoti heparinizuoty méginiy.
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Méginio laikymas

Visas kraujas turi bati atskirtas j plazmos ir Igsteliy komponentus 20 minuciy centrifuguojant
800-1600 x g 6 valandy laikotarpiu (9,10). Atskirta plazma yra perpilama | sterilius
polipropileno mégintuvélius. Tyrimo jautrumas gali sumazéti, jei méginiai daznai uzsaldomi

darbo eigos metu arba laikomi ilgesnj laiko tarpa.
Méginiy gabenimas

Méginiy medziaga visada turi bati gabenama nediztancioje gabenimui skirtoje talpoje. Tokiu
bldu galima iSvengti potencialaus infekcijos pavojaus dél méginio nuotékio. Méginiai turi bati
gabenami laikantis vietiniy ir Salyje galiojaniy patogeninés medziagos gabenimo

instrukcijy.”

Méginiai turi bati iSsiysti per 6 valandas. Nerekomenduojama laikyti méginiy jy émimo vietoje.
Méginius galima siysti pastu, laikantis teisés aktuose pateikty patogeniniy medziagy gabenimo
instrukcijy. Méginius rekomenduojama siysti per kurjeriy tarnyba. Kraujo méginiai turi bati iSsiysti
atvésinti (2-8 °C), o atskirta kraujo plazma giliai uzSaldyta (nuo -30 iki —15 °C).

" International Air Transport Association (Tarptautiné oro transporto asociacija) (IATA). Pavojingy prekiy taisyklés.
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Procedira
DNR iSskyrimas

1 Lentelé nurodyti ,QIAGEN" rinkiniai yra patvirtinti naudoti viruso DNR gryninimui i$
nurodyty Zmogaus méginiy tipy su ,artus CMV RG PCR Kit* rinkiniu. Vykdykite viruso DNR
gryninimg pagal atitinkamo rinkinio vadove pateiktus nurodymus.

1 Lentelé. Gryninimo rinkiniai, patvirtinti naudoti su ,,artus CMV RG PCR Kit" rinkiniu

Méginio Méginio Nukleorigsties iSskyrimo

medZiaga dydis rinkinys Katalogo numeris  Nesanéioji RNR

EDTA plazma 500 pl ,QlAamp® DSP Virus Kit* 60704 Komplekte
rinkinys

EDTA plazma 400 i EZ1® DSP Virus Kit* 62724 Komplekte

Rinkinys (48)

Pastaba. Ekstrahavimo efektyvumui ir DNR/RNR rezultatams uZtikrinti labai svarbu naudoti
neSancigjg RNR. Siekiant padidinti neSiklio RNR, pateikto su ,QlAamp DSP Virus Kit"
komplektu stabilumg rekomenduojame laikytis nurodymy dél pakartotinio nesiklio RNR
skiedimo ir laikymo, pateikty ,QlAamp DSP Virus Kit" rinkinio instrukcijy vadove (,Reagenty
ir buferiy paruoSimas").

Pastaba. ,artus CMV RG PCR Kit* rinkinio vidine kontroline medziagg galima naudoti
tiesiogiai pacios iSskyrimo procediros metu. Pasirlpinkite, kad j atskyrimo procedirg baty
jtrauktas vienas neigiamas plazmos méginys. Atitinkamas vidinés kontrolinés medzZiagos

signalas yra naudojamas kaip atskyrimo vertinimo pagrindas (Zr. ,Vidiné kontroliné

medziagaVidiné-kentroline-medziaga" skyrelyje Zemiau).
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Vidiné kontroliné medziaga

Kartu su Siuo rinkiniu teikiama vidiné kontroliné medziaga (,CMV RG IC"). Tai leidzZia
naudotojui ir kontroliuoti DNR iSskyrimo procedirg ir patikrinti, ar néra galimo PCR
slopinimo. Tai darykite jdédami vidinés kontrolinés medziagos j iSskirta medziagg santykiu
0,1 pl kiekvienam 1 pl elivavimo tdrio. Pavyzdziui, naudojant ,QlAamp DSP Virus Kit" rinkinj,
DNR eliuojama 60 pl eliuavimo buferiu (AVE). I8 pradziy reikia pridéti 6 pl vidinés kontrolinés
medziagos. Naudojamos vidinés kontrolinés medziagos kiekis priklauso tik nuo eliuavimo

tdrio.

Pastaba. Vidinés kontrolinés medziagos ir nesiklio RNR (zr. ,DNR iSskyrimas*, 12 psl.) reikia

pridéti tik j lizés buferio ir méginio medziagos misinj arba tiesiai j lizés bufer;.

Vidinés kontrolinés medZiagos negalima déti tiesiai j méginio medzZiaga. Jei dedama j lizés
buferj, atkreipkite démesj | tai, kad vidinés kontrolinés medziagos ir lizés buferio-
neSanciosios RNR miSinj batina ruosti Svieziai ir i$ karto naudoti (laikant misinj kambario
temperatiroje arba Saldytuve tik kelias valandas, galima vidinés kontrolinés medziagos

triktis ir ekstrahavimo efektyvumo sumazéjimas).

Pastaba. Vidinés kontrolinés medziagos ir neSanciosios RNR negalima déti tiesiai j méginio
medziaga.

Tam, kad iSgryninima baty galima laikyti sékmingu, neigiamo plazmos méginio, kuris buvo
apdorotas iSgryninimo metu (,QlAamp DSP Virus Kit“ rinkinys), vidinés kontrolinés
medziagos Cr reik8mé turi pasiekti Cr = 2713 (slenkstiné reikSmé: 0,03) naudojant ,Rotor-
Gene Q" jrangg (Zr. psl. 26 dél detalesnés informacijos). Nustatyta sklaida pagrjsta
instrumenty keitimu ir gryninimu. Didesnis nuokrypis nurodo gryninimo problemg. Tokiu
atveju gryninimas gali bati patikrintas ir, jei reikia, patvirtintas dar kartg. Jei turite papildomy
klausimy arba jei susiduriate su problemomis, susisiekite su QIAGEN techninés priezitros
skyriumi.
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Pasirinktinai, viding kontroling medzZiagg galima naudoti tik galimam PCR slopinimui tikrinti.

Tai darykite jdédami vidine kontroline medziaga tiesiai j ,CMV RG Master” ir ,CMV Mg-Sol“,

kaip apraSyta protokolo veiksme 2b (15 psl.).

Protokolas: PCR ir duomeny analizé

Svarbi informacija prie$ pradedant

PrieS pradédami vykdyti protokolg, skirkite laiko susipazinti su ,Rotor-Gene Q*
instrumentu. Norédami gauti daugiau informacijos, zitrékite atitihkamg jrangos vartotojo
vadova.

Uztikrinkite, kad j vieng PCR procedirg baty jtrauktas bent vienas kiekybinés analizés
etaloninis tirpalas ir viena neigiama kontroliné medziaga (vanduo, PCR klasés).
Kiekvienos PCR procediros standartinei kreivei sukurti naudokite visus 4 pateiktus
kiekybinés analizés etaloninius tirpalus (CMV QS 1-4).

K3 reikia atlikti prie$ pradedant

e Jsitikinkite, kad vésinimo blokas (,Rotor-Gene Q" instrumento priedas) yra atvésintas iki
2-8 °C temperaturos.

® Pries kiekvieng naudojimg visus reagentus reikia visiSkai atSildyti, sumaisyti (pakartotinai
laSinant pipete j virS8y ir Zemyn arba naudojant pulsing sdkuring maisykle) ir trumpai
centrifuguoti.

Procedira

1.

|dékite reikiamg PCR mégintuvéliy skaiciy j vésinimo bloko adapterius.

2. Jei vidine kontroline medziagg naudojate DNR i$skyrimo proceddrai stebéti ir galimam

PCR slopinimui tikrinti, vykdykite veiksmag 2a. Jei vidine kontroline medziagg naudojate
tik galimam PCR slopinimui tikrinti, vykdykite veiksma 2b.

14
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Pastaba. Primygtinai rekomenduojama pridéti viding kontroline medziaga | ,CMV RG
Master* ir ,CMV Mg-Sol“, naudojamg kiekybinés analizés etaloniniams tirpalams.
Kiekybinés analizés etaloniniams tirpalams pridékite vidinés kontrolinés medZiagos
tiesiai j ,CMV RG Master” ir ,CMV Mg-Sol“, kaip apraSyta protokolo 2b veiksme, ir
naudokite §j pagrindinj miSinj kiekvienam kiekybinés analizés etaloniniam tirpalui
(CMV QS 1-4).
2a. Vidiné kontroliné medziaga jau pridéta iSskyrimui atlikti (Zr., Vidiné kontroliné
medziaga, 13psl.). Tokiu atveju paruoskite pagrindinj misinj pagal 2 Lentele (kitame
puslapyje).
Reakcijos miSinyje paprastai yra visi PCR reikalingi komponentai, iSskyrus mégin;.

2 Lentelé. Pagrindinio misinio ruosimas (vidiné kontroliné medziaga naudojama DNR iSskyrimui stebéti ir
galimam PCR slopinimui tikrinti)

Méginiy skaicius 1 12
,CMV RG Master*” 25 pl 300 pl
,CMV Mg-Sol* 5ul 60 pl
L,CMV RG IC* ol opl
Bendrasis taris 30 ul 360 pl

2b. Vidine kontroline medziaga reikia déti tiesiai j ,CMV RG Master* ir ,CMV Mg-Sol*
misinj. Tokiu atveju paruoskite pagrindinj miSinj pagal 3 Lentele.
Reakcijos miSinyje paprastai yra visi PCR reikalingi komponentai, iSskyrus mégin;.

3 Lentelé. Pagrindinio misinio ruoSimas (vidiné kontroliné medziaga naudojama tik galimam PCR slopinimui
tikrinti)

Méginiy skaicius 1 12
,CMV RG Master* 25 pl 300 pl
+,CMV Mg-Sol* 5ul 60 pl
L,CMV RG IC* 2ul 24 pl
Bendrasis taris 32 pl* 384 pl*

* Tario padidéjimo pridéjus vidine kontroling medziaga ruoSiant PCR tyrimg nepaisoma. Aptikimo sistemos jautris
nesumazéja.
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3. | kiekvieng PCR mégintuvél;j jpilkite 30 pl pagrindinio misinio, tada jpilkite 20 pl eliuuoto
méginio DNR (Zr. 4 Lentele). Atitinkamai 20 pl ne maziau kaip vieno i$ kiekio nustatymo
etaloniniy tirpaly (,CMV QS 1-4") reikia naudoti kaip teigiamg kontroling medziagg, o
20 pl vandens (vandens, PCR klasés) — kaip neigiamg kontroline medziaga.

4 Lentelé. PasiruoSimas PCR tyrimui

Méginiy skaicius 1 12
Pagrindinis misinys 30 ul Po 30 pl
Méginys 20 pl Po 20 pl
Bendrasis taris 50 pl Po 50 pl
Méginiy skaicius 1 12

4. Uzdarykite PCR mégintuvélius. |sitikinkite, kad ant rotoriaus virS8aus uZdétas
fiksuojamasis Ziedas (,Rotor-Gene“ instrumento priedas), kad proceddros metu

mégintuvéliai netycia neatsidaryty.

5. CMV viruso DNR aptikimui sukurkite temperataros profilj, laikydamiesi Siy veiksmuy.

Bendryjy tyrimo parametry nustatymas 1Pav., 2 Pav., ir 3 Pav.
Pradinis ,karstojo paleidimo” fermento aktyvinimas 4 Pav.
DNR amplifikacija (nuleidimo PCR) 5 Pav.
Fluorescencinio kanalo jautrio reguliavimas 6 Pav.
Procediros pradzia 7 Pav.

Visos specifikacijos paremtos ,Rotor-Gene Q“ programinés jrangos 2.3.5 ar naujesne
versija. Daugiau informacijos apie tai, kaip suprogramuoti ,Rotor-Gene* instrumenta,
pateikiama atitinkamame naudotojo vadove. lliustracijose Sie nustatymai pateikiami

parySkintame juodame rémelyje. lliustracijos pateiktos ,Rotor-Gene Q" instrumentams.
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6. Atidarykite dialogo langg ,New Run Wizard“ (naujos procedlros vedlys) (1 Pav.).
Pazymékite laukelj Locking Ring Attached (fiksuojamasis Zziedas uzdétas)
ir spustelékite Next (toliau).

Wel to the Ad d Run Wizard!

Skip Wizard | e |

1 Pav. Dialogo langas ,,New Run Wizard“ (Naujos procediiros vedlys).

7. Pasirinkite PCR reakcijos tarj 50 ir spustelékite ,Next" (toliau) (2 Pav.).
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New Run Wizard

clicking Next when you are ready to move to the next page.

Operator : |Q iagen

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields,

Notes :

¢, O =
‘n) - eaction 50 =

Sample Layout : | it B j

x|

This box displays

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

SkipWizad | ccBack || New>> |

2 Pav. Bendruyjy tyrimo parametry nustatymas.

8. Kitame dialogo lange ,New Run Wizard“ (naujos procediros vedlys) spustelékite

mygtuka , Edit Profile® (redaguoti profilj) (3 Pav.) ir suprogramuokite temperatdros

profilj, kaip parodyta 3 Pav. — 5 Pav..
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New Run Wizard

T

emperature Profile :

Channel Setup :

Name ] Source | Detector | Gain |

x|

This box displays

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

Create New... ]
Green  470nm  510nm & Edit I
Yellow 530nm  555nm 5 —
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove |
Reset Defaults |
| |
SkipWizard | <cBack J  Nem>»> |

m . € H
New Open  Save As

9
Help

The nun will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be perfoimed :

Insert after...
Inzert before. .

Remove |

Hold Temperature : g5 deg.
Hold Tirne :

10 o0 Ju

4 Pav. Pradinis , karStojo paleidimo“ fermento aktyvinimas.
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1 Edit Profile X

s, ¥ W @
e Open Save As Help
The run vall take i by 108 mirwstefs] to lete. The graph below represents the un to be performed

Chick on a cycle below to modify it :

Insest after...
1 Insest before...
Remave
This cpcle repeats [§ 45 Jtime(s)

2_ Chick on one of the stdbs below to modify &, of press + of - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

72 deg. for 20 secs / 5

65 deg for 30 secs

* =6

5 Pav. DNR amplifikacija. Prisijungimo veiksme bitinai aktyvinkite 10 cikly nuleidimo funkcija.

9. Fluorescenciniy kanaly aptikimo intervalg reikia nustatyti pagal fluorescencijos
intensyvumg PCR mégintuvéliuose. Dialogo lange ,New Run Wizard"“ (naujos
procedaros vedlys) spustelékite Gain Optimisation (gavimo optimizavimas) (zr. 3 Pav.,
ankstesniame puslapyje), kad atidarytuméte dialogo langg ,Auto-Gain Optimisation
Setup” (automatinio gavimo optimizavimo nustatymas). Nustatykite 65 °C kalibravimo
temperatira, kad atitikty amplifikacijos programos kaitinimo temperatirg (6 Pav., kitame
puslapyje).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
e different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are
acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

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

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

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

Green 1 5FI 10FI -10 10

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

< >

2 "I Start I Manual.. Close Help

6 Pav. Fluorescencinio kanalo jautrio reguliavimas.

10. Atliekant kanaly kalibravimg nustatytos stiprinimo reik§meés automatiskai jraSomos ir
iSvardijamos programavimo procediros paskutiniame meniu lange (7 Pav., kitame
puslapyje). Spustelékite Start Run (pradéti proceddra).
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New Run Wizard
Summary :

Setting I Yalue I

Green Gain 4

Yellow Gain 8

Rotar 72well Rotor
1,23

Sample Layout
Reaction Volume (in microliters) 50

=11

Save Template

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

Skip Wizard << Back

7 Pav. Procediiros pradzia.
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Rezultaty vertinimas

Kiekio nustatymas

Pridéti kiekio nustatymo etaloniniai tirpalai (,CMV QS 1-4“) traktuojami kaip anksciau
gryninti méginiai ir naudojamas tas pats 20 pl tiris naudojamas tiesiai PCR reakcijoje (néra
reikalingas papildomas ekstrahavimas). Standartinei kreivei ,Rotor-Gene Q" instrumentuose
sukurti, reikia naudoti visus 4 kiekio nustatymo etaloninius tirpalus ir apibrézZti juos dialogo
lange ,Edit Samples” (Méginiy redagavimas) kaip etaloninius tirpalus su nurodytomis

koncentracijomis (Zr. instrumento naudotojo vadovg).

Pastaba. Siekiant uZtikrinti tikslig kiekybine analize, primygtinai rekomenduojama pridéti vidine
kontroline medziagg j ,CMV RG Master* ir ,CMV Mg-Sol, naudojamg kiekybinés analizés
etaloniniams tirpalams. Siuo tikslu pridékite vidinés kontrolinés medziagos tiesiai j ,CMV RG
Master" ir ,CMV Mg-Sol“, kaip apraSyta protokolo veiksme 2b (15 psl.), ir naudokite §j pagrindinj
misinj kiekvienam kiekybinés analizés etaloniniam tirpalui (CMV QS 1-4).

Pastaba. Kiekybinés analizés etaloniniai tirpalai apibréZiami kaip kopijos/ul. Sig lygtj reikia
taikyti norint konvertuoti standartine kreive nustatytus dydzius | kopijas/ml méginio

medZiagos:

kopijos Rezultatas (kopijos/pl) x eliuavimo tiiris (pl
Rezultatas( P ) = ( ‘?J. .“)_ - (ul)
ml Méginio tiris (ml)
TeoriSkai aukS€iau pateiktoje lygtyje reikia nurodyti pradinj méginio tdrj. | tai reikia atsizvelgti,
jei prie§ nukleorigsciy ekstrahavimg pakito méginio tdris (pvz., tlris sumazéjo
centrifuguojant arba padidéjo pridéjus iSskyrimui reikalingg tarj).
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Pastaba. Kiekybinés analizés etaloniniai tirpalai buvo sukalibruoti pagal 1-gjj tarptautinj
zmogaus citomegaloviruso standartg (NIBSC kodas: 09/162) kaip nustaté Pasaulio
sveikatos organizacija (PSO).

Norédami konvertuoti kopijos/ml j lU/ml, naudojant ,QlAamp DSP Virus Kit“ rinkinj:

PSO (IU/ml)=2,933 x , artus CMV* (kopijos/ml)

Pastaba. QlAamp darbo eigoje kiekybiSkai jvertinti méginiai turi bati tiesiniame QS diapazone

nuo 1 x 10* iki 1 x 10* kopijy/pl. Kiekis negali bati uztikrintas uz Sio diapazono riby.

Norédami konvertuoti kopijos/ml j IU/ml, naudojant ,EZ1 DSP Virus Kit“ rinkinj kartu su ,EZ1
Advanced XL“ prietaisu:

PSO (IU/ml)=0,794 x ,,artus CMV* (kopijos/ml)

Pastaba. EZ1 darbo eigoje kiekybiskai jvertinti meéginiai turi bati tiesiniame diapazone nuo
3,16E+02 iki 1,00E+08 kopijy/ul. Kiekis negali bati uztikrintas uz Sio diapazono riby.

Rezultatai

Teigiamy ir neigiamy PCR reakcijy pavyzdziai pateikti 8 Pav. 9 Pav., (kitame puslapyje).
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8 Pav. Kiekybinés analizés etaloniniy tirpaly aptikimas (CMV QS 1-4) fluorescenciniame kanale , Cycling

Green“.
NTC: kontroliné medziaga be matricos (neigiama kontroliné medziaga).

0,3
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QS 1-QS4+NTC
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9 Pav. Vidinés kontrolinés medziagos (Internal Control, IC) aptikimas fluorescenciniame kanale , Cycling

Yellow", taikant kiekybinés analizés etaloniniy tirpaly vienalaike amplifikacija (CMV QS 1-4). NTC: kontroliné
medziaga be matricos (neigiama kontroliné medziaga).
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Signalas aptinkamas fluorescenciniame kanale ,Cycling Green".

Analizés rezultatas buvo teigiamas: méginyje yra CMV viruso DNR.

Tokiu atveju signalo aptikimas kanale ,Cycling Yellow* nebdtinas, nes didelés CMV DNR
(teigiamas signalas kanale ,Cycling Green* koncentracijos gali sglygoti vidinés kontrolinés
medziagos fluorescencinio signalo kanale ,Cycling Yellow* sumazeéjimg arba nebuvimag
(konkurencija).

Fluorescenciniame kanale ,Cycling Green*“ signalo neaptinkama. Tuo pat metu signalas i$
vidinés kontrolinés medziagos atsiranda ,Cycling Yellow" kanale.

CMV DNR méginyje neaptinkama. Rezultatas gali biti laikomas neigiamu.

Neigiamo CMV viruso PCR atveju aptiktas vidinés kontrolinés medziagos signalas atmeta
PCR slopinimo galimybe.

Signalas neaptinkamas fluorescenciniuose kanaluose ,Cycling Green* arba
,Cycling Yellow".

Nepavyko gauti rezultaty.

Informacijos apie klaidy Saltinius ir Salinimg pateikiama skyriuje , Trik¢iy Salinimo vadovas®,
42 psl.
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Kokybés kontrolé

Vadovaujantis QIAGEN ISO sertifikuota Kokybés valdymo sistema, kiekviena ,artus CMV
RG PCR Kit" rinkinio partija iSbandoma pagal nustatytas specifikacijas, siekiant nuolat

iSlaikyti produkty kokybe.
Apribojimai
Reagentai skirti tik ,in vitro* diagnostikai.

Produktg turi naudoti personalas, specialiai iSmokytas atlikti ,in vitro® diagnostines

proceduras.

Optimaliems PCR rezultatams uZtikrinti reikia grieZtai laikytis atitinkamo prietaiso naudotojo

vadovo nurodymy.

Reikia atkreipti démes;j j tinkamumo datas, iSspausdintas ant dézutés ir visy komponenty

etike€iy. Nenaudokite komponenty, kuriy galiojimo laikas baigési.

Nors mutacijos pasireiSkia retai, taciau dél jy ypac¢ atspariose viruso genomo, su kuriuo
naudojami rinkinio pradmenys ir (arba) zondai, srityse gali nepavykti nustatyti kiekio arba
aptikti viruso. Tyrimo pagrjstumo ir veikimo duomenys reguliariai perzitrimi.
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Eksploataciniy savybiy charakteristikos
Analitinis jautris

Buvo jvertinta ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio analitiné aptikimo riba ir analitiné aptikimo
riba jvertinant gryninimg (jautrio ribos). Analitiné aptikimo riba jvertinus gryninimg nustatoma
naudojant CMV teigiamus klinikinius bandinius kartu su konkreciu ekstrahavimo badu. Ir
prieSingai, analitiné aptikimo riba nustatoma nepriklausomai nuo pasirinkto ekstrahavimo
metodo, naudojant Zinomos koncentracijos CMV viruso DNR.

Siekiant nustatyti analitinj ,artus CMV RG PCR Kit“ rinkinio jautrj, CMV genomo DNR
skiedimo serija buvo nustatyta nuo 10 iki nominaliy 0,00316 kopiju/ul ir buvo analizuojama
LRotor-Gene" instrumentuose derinant su ,artus CMV RG PCR Kit" rinkiniu. Per 3 skirtingas
dienas atlikti 8 kartotiniai tyrimai. Rezultatai buvo nustatomi taikant statistine ,probit“ analize.
Grafiné ,Rotor-Gene 6000“ ,probit‘ analizés iliustracija pateikta 10 Pav. (kitame puslapyje).
Jartus CMV RG PCR Kit* rinkinio, naudojamo kartu su ,Rotor-Gene Q MDx/Q/6000" ir ,Rotor-
Gene 3000, analitinio aptikimo riba yra 0,36 kopiju/ul (p = 0,05) ir, atitinkamai, 0,24 kopijy/ul
(p = 0,05). Tai reiSkia, kad yra 95 % tikimybé, kad bus aptiktos 0,36 kopijos/ul arba 0,24
kopijos/pl.
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10 Pav. ,,Probit“ analizé. CMV (,,Rotor-Gene 6000"). ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio, naudojamo su , Rotor-
Gene 6000, analitinis jautris.

Lartus CMV RG PCR Kit" rinkinio analitinis jautris jvertinant gryninimg (,QlAamp DSP Virus
Kit* rinkinys) ,Rotor-Gene" instrumentuose buvo nustatytas naudojant serijg CMV virusy
medziagos skiedimy nuo 1000 iki vardinés 0,316 CMV kopijy/ml, praturtinty klinikiniy
plazmos méginiy. Buvo atliktas jy DNR ekstrahavimas naudojant ,QlAamp DSP Virus Kit*
rinkinj (ekstrahuotas tdris: 0,5 ml, eliuavimo tdris: 60 pl). Kiekvienas i$§ 8 skiediniy buvo
iSanalizuotas naudojant ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinj 3 skirtingas dienas 8 kartotiniais
tyrimais. Rezultatai buvo nustatomi taikant statistine ,probit® analize. Grafiné ,probit*
analizés iliustracija pateikta 11 pav (kitame puslapyje). Naudojant ,Rotor-Gene 3000,
analitiné ,artusCMV RG PCR Kit* rinkinio aptikimo riba jvertinus gryninimg lygi yra
57,1 kopijos/ml (p =0,05). Tai reiSkia, kad yra 95 % tikimybé, kad bus aptiktos
57,1 kopijos/ml.
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11 Pav. ,,Probit“ analizé. CMV (,,Rotor-Gene 3000“). ,artus CMV RG PCR Kit“ rinkinio, naudojamo su , Rotor-
Gene 3000, analitinis jautris jvertinus gryninima (,,QlIAamp DSP Virus Kit“ rinkinys, QIAGEN).

Analitinis jautris jvertinus gryninimg naudojant ,EZ1 DSP Virus Kit* rinkinj (ekstrahavimo
taris: 0,4 ml, elivavimo taris: 60 pl) naudojant ,artus CMV RG PCR Kit* rinkinio ,EZ1
Advanced XL" instrumentg su ,Rotor-Gene 6000“ yra 68,75 kopijos/ml (p = 0,05). Tai reiskia,
kad yra 95 % tikimybé, kad bus aptiktos 68,75 kopijos/ml.

Tiesinis diapazonas

Tiesinis diapazonas jvertinus gryninimg naudojant ,EZ1 DSP Virus Kit* rinkinj (ekstrahavimo
taris: 0,4ml, elivavimo tdris: 60 pl) buvo nustatytas naudojant ,EZ1 Advanced XL®
instrumentg analizuojant nuo 4 iki 6 CMV viruso medziagos pakartojimy skiedimo serijose
nuo 3,16E+01 iki 1,00E+08 kopiju/ml.

Grafiné ,probit* analizés iliustracija pateikta 12 pav (kitame puslapyje).
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LOG10 apskaic¢iuota CMV koncentracija palyginus su LOG10 vardine CMV
koncentracija (,artus CMV RG PCR Kit" rinkinys)
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__Linijinis (Vidurkis) _ Poli. (Vidurkis) __ Poli. Vidurkis

12 Pav. ,artus CMV RG PCR Kit“ rinkinio duomeny rinkinio polinominé regresija, atsizvelgiant j gryninima
(»,EZ1 DSP Virus Kit“rinkinys) ant ,EZ1 Advanced XL* instrumento. Jtraukiami tiesinés, kvadratinés ir
kubinés regresijos modeliai.

Linijinis ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio diapazonas, atsizvelgiant j gryninimg naudojant
,EZ1 DSP Virus Kit* rinkinj (ekstrakcijos tdris: 0,4ml, eliuavimo taris: 60 pl), naudojant ,EZ1
Advanced XL instrumentg, yra nuo 3,16E+02 iki 1,00E+08 kopijy/ml.

Pastaba. Linijinis ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio diapazonas, atsizvelgiant j gryninimg
naudojant ,QlAamp DSP Virus Kit* rinkinj (ekstrakcijos tdris: 0,4 ml, eliuavimo taris: 60ul),
yra nuo 1,00E+01 iki 1,00E+04 kopijy/pl.

SpecifiSkumas

JQartus CMV RG PCR Kit“ rinkinio specifiSkumas yra visy pirma ir geriausiai uZztikrinamas
parenkant pradmenis ir zondus, taip pat parenkant grieztas reakcijos sglygas. Pradmenys ir
zondai buvo patikrinti, ar néra galimos homologijos visoms geny bankuose paskelbtoms sekoms,
taikant sekos lyginamajg analize. Taigi visy reikiamy Stamy aptikimas buvo uztikrinamas.
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Be to, specifiSkumas buvo patvirtinamas naudojant 100 skirtingy CMV virusui neigiamy
plazmos méginiy. 99 i$ Siy méginiy neteiké jokiy signaly naudojant CMV virusui specifinius
pradmenis ir zondus, kurie buvo tiekiami su ,CMV RG Master“.

Pastaba. 1 méginys, generaves signalg CMV specifiniuose pradmenyse, ir zondai, kurie taip
pat parodé CMV teigiamg rezultatg ,artus CMV LC* ir ,TM RG PCR* rinkiniuose, greiciausiai
yra teigiami. Galutinis specifiSkumas, pagrjstas 100 individualiy donory méginiy tyrimu, buvo
patvirtintas kaip 99,00 % (99/100).

Galimas ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio kryZminis reaktyvumas buvo bandomas naudojant
kontroling grupe, nurodytg 5 Lenteléje. Né vienas i§ bandyty patogeny nebuvo
reaktyvus. -Kryzminis misriy infekcijy reaktyvumas nepasireiske.

5 Lentelé . Rinkinio specifiSkumo tyrimas naudojant galimai kryzmiskai reaktyvius patogenus

CMV Vidinés kontrolés medziaga
(,Cycling Green“ arba (,Cycling Yellow" arba

Kontroliné grupé »Cycling A.FAM") »Cycling A.JOE")

Zmogaus herpeso virusas 1 (1 tipo paprastasis _ +

herpeso virusas)

Zmogaus _herpeso virusas 2 (2 tipo paprastasis _ +

herpeso virusas)

Zmogaus herpeso virusas 3 (véjaraupiy-puslelinés _ +

virusas)

Zmogaus herpeso virusas 4 _ +

(EpSteino-Baro virusas)

Zmogaus herpeso virusas 6A - +

Zmogaus herpeso virusas 6B - +

Zmogaus herpeso virusas 7 - +

Zmogaus herpeso virusas 8 _ +

(su Kaposi sarkoma susijes herpeso virusas)

Hepatito A virusas - +

Hepatito B virusas - +

Hepatito C virusas - +

(lentelés tesinys kitame puslapyje)
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5 Lentelé (tesinys iS ankstesnio puslapio)

CMV Vidinés kontrolés medziaga
(,Cycling Green“ arba (,Cycling Yellow" arba

Kontroliné grupeé »Cycling A.FAM") »Cycling A.JOE")

Zmogaus imunodeficito virusas 1 - +

Zmogaus T Igsteliy leukemijos virusas 1 - +

Zmogaus T Igsteliy leukemijos virusas 2 - +

Vakary Nilo virusas - +

Enterovirusas - +

Parvovirusas B19 - i

Tikslumas

Lartus CMV RG PCR Kit" rinkinio preciziSkumo duomenys gauti ,Rotor-Gene" instrumentais;
jie leidzia nustatyti bendrg tyrimo variantiSkumg. Bendragjg dispersijg sudaro kintamumas
tyrimo viduje- (keliy tos pacios koncentracijos méginiy kintamumas vieno eksperimento
metu), kintamumas tarp tyrimy- (keliy tyrimo rezultaty kintamumas, kai tyrimg skirtingi
operatoriai atlieka skirtingais to paties tipo instrumentais vienoje laboratorijoje) ir
kintamumas tarp partijy- (keliy tyrimo rezultaty, naudojant skirtingas partijas, kintamumas).
Gauti duomenys buvo naudojami patogenui specifiS§kos ir vidinés kontrolinés medziagos
PCR standartiniam nuokrypiui, dispersijai ir variacijos koeficientui nustatyti.

Jartus CMV RG PCR* preciziSkumo duomenys gauti taikant mazZiausios koncentracijos
kiekio nustatymo etaloninj tirpalg (QS 4; 10 kopijuy/ul). Bandymas buvo atliekamas 8
kartotiniais tyrimais. PreciziSkumo duomenys buvo apskaiciuojami remiantis Ct reikSmémis,
taikomomis amplifikacijos kreivems (Cr: slenksc€io ciklas, zr. 6 Lentele, kitame puslapyje).
Taip pat kopiju/ul kiekybinés analizés rezultaty preciziSkumo duomenys buvo nustatomi
naudojant atitinkamas Cr reikSmes (zr. 7 Lentele, kitame puslapyje). Remiantis Siais
rezultatais, bet kurio nurodytos koncentracijos méginio vidinés kontrolinés medziagos
aptikimo bendra statistiné sklaida yra 1,21 % (Cr) arba 14,38 % (koncentracija) ir 1,93 %
(Cr). Sios reik§més pagristos visy atskiry nustatyto kintamumo reik$miy visuma.

artus CMV RG PCR Kit  03/2021 33



6 Lentelé. Tikslumo duomenys pagal Cr reikSmes

Kintamumo
Standartinis nuokrypis Dispersija koeficientas (%)
Kintamumas tyrimo 057
viduje: CMV QS 4 0.17 0,03 '
Kintamumas tyrimo
viduje: Vidiné kontroliné 0,31 0,10 1,16
medZiaga
Kintamumas tarp tyrimy: 127
CMV 0S 4 0,38 0,14 ,
Kintamumas tarp tyrimy:
Vidiné kontroliné 0,47 0,22 1,77
medZiaga
Kintamumas tarp partijuy: 1.10
CMV QS 4 0,33 0,11 )
Kintamumas tarp partijy:
Vidiné kontroliné 0,53 0,28 2,02
medziaga
Bendroji dispersija: CMV 121
Qs 4 0,36 0,13 )
Bendrqll Filsper?lja: Vidine 051 0.26 1,93
kontroliné medziaga
7 Lentelé . Tikslumo duomenys pagal kiekybinés analizés rezultatus (kopiju/pl)
Kintamumo
Standartinis nuokrypis Dispersija koeficientas (%)
Kintamumas tyrimo 13.30
viduje: CMV QS 4 1,34 1.80 '
Kintamumas tarp tyrimuy: 15.25
CMV QS 4 1,54 2,38 )
Kintamumas tarp partijy: 14.41
CMV QS 4 1,46 2,12 ,
Bendroji dispersija: CMV 145 211 14,38

Qs 4
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Trukdancios medziagos

CMV DNR buvo jdéta | neigiamg plazmg skirtingose komerciSkai prieinamose kraujo
surinkimo sistemose su skirtingais antikoaguliantais. Apskaiciuota koncentracija (kopijos/ml,
Crvidurkis, standartinis nuokrypis, dispersija ir CV % pateiktos 8 Lenteléje). Standartinis
nuokrypis ir variacijos koeficientas priklauso 5 %, taigi yra ir tolerancijos ribose. Nebuvo
nustatytas reikSmingas poveikis PCR dél jvairiy medziagy.

8 Lentelé . Komercinés kraujo surinkimo sistemos ir antikoagulianty duomenys

Cr

< Koncentracija Cr . Cr Cr

Medziaga - . . Standartinis . "
(kopiju/ml) vidurkis nuokrypis Dispersija CV (%)

Kalio EDTA, Becton 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36
Dickinson®
Kalio EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97
Sarstedt
Kalio EDTA, Greiner 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58
Bio-One®
Kalio EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52
Springe (nuoroda)
Kalio EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47
Sarstedt (nuoroda)
Kalio EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(néStumas)

Endogeninés medziagos (9 Lentelé, kitame puslapyje) buvo jmaiSytos | CMV teigiamus
EDTA plazmos méginius 3 x LOD ir 10 x LOD. Visi méginiai buvo sékmingai aptikti ir jokiy
trukdziy nepastebéta su méginiais, kuriuose yra padidéjes endogeniniy inhibitoriy (bilirubino,
hemoglobino, trigliceridy ir albumino) kiekis.
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9 Lentelé. Tirtos endogeninés medziagos

Trukdanéios medziagos

Trukdanéiy medziagy koncentracija

Bilirubinas
Hemoglobinas
Trigliceridas

Albuminas

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

Paprasti vaistai, vartojami transplantacijos salygomis, buvo iSbandyti 3x virSijus didZiausig

koncentracijg po gydomojo vaisto vartojimo, kaip rekomenduojama CLSI® gairése EP07-A2

(11) (zr. 10 Lentelé). Kiekviena iS Siy medziagy buvo jdéta j CMV-neigiamus ir

CMV-teigiamus méginius, kurie buvo tiriami 4 pakartojimais.

Visos iSbandytos egzogeninés medziagos neparodé reikSmingos jtakos ,artus CMV RG

PCR Kit* rinkinio veikimui.

10 Lentelé. Sarasas vaisty, iSbandyty kaip egzogeninés medziagos

Trukdanéios medziagos

Tyrimo Koncentracija

Antibiotikai
Sulfametoksazolas
Trimetoprimas
Claforan® (Cefotaksimas)

Tazobac® (Piperacilinas+Tazobaktamas)

Tikarcilinas

Augmentin® (Amoksicilinas + Klavulano ragstis)

Vankomicinas
PrieSgrybeliniai

Flukonazolas
Imunosupresiniai vaistai

Rapamicinas

Natrio mikofenolatas

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

Piperacilinas: 1 g/l
Tazobaktamas:125 mg/I

1g/

Amoksicilinas:125 mg/l
Klavulano ragstis: 25 mg/l

125 mg/l

1 mg/l

100 mg/l
80 mg/l
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Patikimumas

Patikimumo tikrinimas leidZia nustatyti bendrg ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio klaidy daznj. |
100 CMV neigiamy plazmos méginiy buvo jdéta galutinés 170 kopiju/ml (mazdaug triskart uz
analitinio jautrio ribg didesné koncentracija) koncentracijos CMV. Po ekstrahavimo naudojant
,QIAamp DSP Virus Kit* rinkinj Sie méginiai buvo analizuojami naudojant ,artus CMV RG PCR
Kit* rinkinj. Visy CMV meginiy klaidy daznis buvo 0 %. Be to, vidinés kontrolinés medziagos
patikimumas buvo vertinamas gryninant ir analizuojant 100 CMV-neigiamy plazmos méginiy.
Taigi ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio patikimumas yra >99 %.

Atkartojamumas

Atkartojamumo rezultatai leidzia reguliariai jvertinti ,artus CMV RG PCR Kit“ rinkinio veikimag
ir palyginti efektyvumg su kitais produktais. Jie gaunami dalyvaujant nustatytose
kvalifikacijos patikrinimo programose.

Be dalyvavimo nustatytose kvalifikacijos programose, 10 nariy CMV skydelis (11 Lentelé)
buvo i8bandytas 3 iSorinése laboratorijose, naudojant ,EZ1 DSP Virus Kit* rinkinj, kartu su
+,EZ1 Advanced XL" instrumentu, siekiant iSvalyti nukleortgstj, ir ,artus RG PCR Kit* rinkinj,
kad baty galima istirti DNR eliuatg.

11 Lentelé. CMV Skydelio Elementy Santrauka

Skydelio numeris (Skydelio Nario tipas)  Skydelio Narys Skiedimo Efektas

1001 (1) Neigiamas 1 neigiamas telkinys
1002 (1) Neigiamas 2 neigiamas telkinys
1003 (2) Labai neigiamas 50 % teigiamas
1004 (2) Labai neigiamas 50 % teigiamas
1005 (3) Mazai teigiamas 200 kopijy/ml

1006 (3) Mazai teigiamas 200 kopiju/ml

1007 (4) VidutiniSkai teigiamas 2 000 kopiju/ml
1008 (4) VidutiniSkai teigiamas 2 000 kopiju/ml
1009 (5) Labai teigiamas 200 000 kopijy/ml
1010 (5) Labai teigiamas 200 000 kopijy/ml
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10 nariy grupe po 2 egzempliorius kiekvieng dieng 6 dienas kiekvienoje laboratorijoje tyré
2 operatoriai, naudodami 3 reagenty rinkinio partijas. Taigi 20 méginiy, padauginty i$
2 operatoriy 6 dienas 3 vietose, yra 720 duomeny tasky.

Nustatyta, kad méginiy, kuriy koncentracija yra nuo 200 kopiju/ml iki 200 000 kopiju/ml,
bendras ,artus CMV RGQ MDx" testo atkartojamumas yra €12 % CV (12 Lentelé)

12 Lentelé. Bendra suvestiné (kiekvieno skydelio nario tipas) — nustatyti vidurkiai

Variacijos
Stebimy Standartinis  koeficiento

skydelio_nario_tipas  skaicius Vidurkis Mediana  Nuokrypis (CV) procentas Minimalus
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00

2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10

3 144 191 1,95 0,226 11,83 0,98

4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16

5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

Bendroji log10 1U/ml ver€iy procentinio nuokrypio ir standartinio nuokrypio suvestiné
kiekvienai i$ 5 skydy partijai, laboratorijai, operatoriui, dienai, tarp skirtingy analiziy ir vienoje

analizéje pateikiama 13 Lenteléje (kitame puslapyje).
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13 Lentelé. Bendra dispersijos ir standartinio nuokrypio santrauka

Méginys 1 2 3 4 5
R - labai mazai vidutiniskai labai
Méginio tipas o
9 P nelgiamas - peigiamas teigiamas teigiamas teigiamas
Stebimas vidurkis log10 IU/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 5,03
Testy skaicius 144 144 144 144 144
% dispersija
Blatas S.D. (Standartinis Nuokrypis)
" 0 3.10 0 0 3,00
Partija !
! 0 0,113 0 0 0,016
Laboratorija 0 0 0 Uisy 0
0 0 0 0,016 0
; 43 4,6 0 18,8 15,4
Operatorius ' ! L
P 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Dispersijos Diena 0 0 8,60 6,00 48,10
Komponentas 0 0 0,067 0,042 0,065
Tarp skirtingy 0 0 4,40 10,90 7,90
analiziy 0 0 0,048 0,057 0,026
Vienoje 95,7 92,3 87 63,40 25,60
analizéje 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
15 viso 100 100 100 100 100
0,158 0,635 0,227 0,171 0,004

Diagnostinis Jvertinimas

Jartus CMV RG PCR* rinkinys buvo jvertintas atliekant tyrimg, kuriame ,artus CMV RG PCR
Kit* rinkinys buvo lyginamas su ,COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® testu. Buvo

pavyzdiniai méginiai pries tai buvo iSanalizuoti kaip teigiami arba neigiami naudojant COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR jprastos diagnostikos metu.
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CMV DNR, skirta testuoti ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinj, buvo atskirta naudojant ,QlAamp
DSP Virus Kit* rinkinj, naudojant ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio vidine kontroline
medziaga, pridéjus prie atskyrimo, ir analizé buvo atlikta naudojant ,Rotor-Gene 3000
.COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test" skirti méginiai buvo apdoroti ir iSanalizuoti
laikantis gamintojo instrukcijy, pateikty jdétiniame pakuotés lapelyje.

Visi 11 méginiy, kurie testuojant ,COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test" buvo nustatyti
kaip teigiami, taip pat buvo teigiami naudojant ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinj. 123 i§ 145
méginiy, kurie testuojant ,COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test* buvo nustatyti kaip
neigiami, taip pat buvo neigiami naudojant ,artus CMV RG PCR Kit* rinkinj. Buvo gauti 22
neatitinkantys rezultatai (14 Lentelé).

14 Lentelé. Lyginamojo patvirtinimo tyrimo rezultatai

»COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test"

+ _ IS viso
33
,artus CMV RG PCR * 1 22
Kit" rinkinys _ 0 123 123

Jeigu ,COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test" rezultatai naudojami kaip etaloniniai, visy
Lartus CMV RG PCR Kit" rinkinio méginiy diagnostinis jautris yra 100 %, o diagnostikos
specifiSkumas yra 84,8 %.

Dar kartg iStyrus 22 neatitinkancius méginius buvo patvirtinti ,artus PCR" rinkiniy rezultatai.
Todél gali bati vertinama, kad neatitikimas pagrjstas didesniu ,artus CMV RG PCR Kit*
rinkinio jautriu.
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TrikCiy Salinimo vadovas

Sis trik&iy $alinimo vadovas gali biti naudingas $alinant atsiradusias problemas. Daugiau
informacijos rasite madsy techninés pagalbos centro svetainés puslapyje ,DaZniausiai
uzduodami klausimai“ (Frequently Asked Questions, FAQ) adresu
www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Pastabos ir pasialymai

Jokio signalo naudojant teigiamas kontrolines medZziagas (CMV QS 1-4) fluorescenciniame kanale
»Cycling Green*

a) PCR duomeny analizei pasirinktas Duomeny analizei pasirinkite fluorescencinj kanalg ,Cycling
fluorescencinis kanalas neatitinka Green* analitinei CMV PCR ir fluorescencinj kanalg ,Cycling
protokolo Yellow" — vidinés kontrolinés medziagos PCR.

b) Netinkamai suprogramuotas ,Rotor-Gene*  Palyginkite temperataros profilj su protokolu. Zr. ,Protokolas:
instrumento temperataros profilis PCR ir duomeny analizé*, 14 psl.

c) Neteisinga PCR konfigaracija Patikrinkite savo darbo veiksmus naudodami laSinimo pipete
schema ir, jei reikia, pakartokite PCR. Zr. ,Protokolas: PCR ir
duomeny analizé®, 14 psl.

d) Vieno ar keliy rinkinio komponenty laikymo  Patikrinkite reagenty laikymo salygas ir tinkamumo laikg
sglygos neatitiko nurodymy, pateikty (zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite nauja rinkinj.
skyriuje ,Reagenty laikymas ir
naudojimas*,10 puslapyje)

e) Baigési ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio Patikrinkite reagenty laikymo saglygas ir tinkamumo laikg
tinkamumo laikas (zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite naujg rinkinj.

Silpnas neigiamo plazmos méginio, iSgryninto naudojant ,,QlAamp DSP Virus Kit“ rinkinj (Ct = 27 + 3;
0,03 slenkstiné reik§mé), vidinés kontrolinés medziagos signalas arba jo néra ,,Cycling Yellow*
fluorescenciniame kanale ir, tuo paciu, néra signalo ,,Cycling Green*“ kanale

a) PCR salygos neatitinka protokolo Patikrinkite PCR salygas (Zr. auk$¢iau) ir, jei reikia, pakartokite
PCR taikydami teisingas nuostatas.

b) PCR buvo slopinama |sitikinkite, kad naudojate rekomenduojama i§skyrimo metoda,
ir atidZiai laikykités gamintojo nurodymuy.

c) Ekstrahuojant prarasta DNR Jei vidiné kontroliné medziaga buvo jdéta j ekstrahuojama
medziaga, vidinés kontrolinés medziagos signalo nebuvimas gali
rodyti DNR praradimg ekstrahavimo metu. Jsitikinkite, kad
naudojate rekomenduojamg ekstrahavimo bada (Zr. skyriy ,DNR
iSskyrimas*“, 12 psl.) ir atidziai laikykités gamintojo nurodymy.
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Pastabos ir pasialymai

d) Vieno ar keliy rinkinio komponenty laikymo
sglygos neatitiko nurodymu, pateikty
skyriuje ,Reagenty laikymas ir

naudojimas“,10 puslapyje)

e) Baigeési ,artus CMV RG PCR Kit" rinkinio

tinkamumo laikas

Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir tinkamumo laikg
(zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite nauja rinkinj.

Patikrinkite reagenty laikymo sglygas ir tinkamumo laikg
(zr. rinkinio etikete) ir, jei reikia, naudokite nauja rinkinj.

Signalai naudojant neigiamas kontrolines medzZiagas analitinés PCR fluorescenciniame kanale ,,Cycling

Green*

a) RuoSiant PCR atsirado tarSa

b) Ekstrahuojant atsirado tarSa

Pakartokite PCR, naudodami naujus reagentus kartotiniais
tyrimais.

Jei galima, jdéje reikiamg bandyti méginj, i$ karto uzdarykite
PCR mégintuvélius.

Uztikrinkite, kad teigiamos kontrolinés medziagos baty
laSinamos paskutinés.

Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai baty reguliariai
dezinfekuojami.

Pakartokite tiriamo méginio ekstrahavimg ir PCR, naudodami
naujus reagentus.

Uztikrinkite, kad darbo vieta ir instrumentai baty reguliariai
dezinfekuojami.
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Simboliai

W Sudétyje yra pakankamas reagenty kiekis <N> tyrimams (-y)
<N> atlikti

E Tinka naudoti iki

|VD .In vitro" diagnostikos medicinos prietaisas

REF Katalogo numeris

LOT Partijos numeris

MAT MedZiagos numeris
COMP Komponentai
CONT Sudétyje yra
NUmM Numeris

Visuotinis prekés numeris

Temperataros apribojimai

Gamintojas

Zr. naudojimo instrukcijas

=] .
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Uzsakymo informacija

Produktas Turinys Kat. nr.
artus CMV RG 24 reakcijoms: pagrindinis misinys, magnio tirpalas, 4503263
PCR Kit (24) 4 kiekybinés analizés etaloniniai tirpalai, vidiné kontroliné

medziaga, vanduo (PCR klasés)

artus CMV RG 96 reakcijoms: pagrindinis miSinys, magnio tirpalas, 4 4503265
PCR Kit (96) kiekybinés analizés etaloniniai tirpalai, vidineé kontroliné
medziaga, vanduo (PCR klasés)

»EZ1 DSP Virus Kit" rinkinys — automatiniam, vienalaikiam viruso
DNR ir RNR gryninimui iS 1-14 serumo, plazmos arba CSF méginiy

EZ1 DSP 48 viruso nukleortgs¢iy preparatams: uzpildytos reagenty 62724
Virus Kit (48) kasetés, vienkartiniai antgaliy laikikliai, vienkartiniai filtry

antgaliai, méginiy mégintuvéliai, eliuavimo mégintuvéliai,

buferiniai tirpalai, neSancioji RNR

»QIAamp DSP Virus Kit" rinkinys — viruso nukleoriigStims gryninti iS
Zmogaus plazmos ,in vitro" diagnostikos tikslais

QlAamp DSP 50 paruosimy: ,QlAamp MinElute® Spin Columns*, 60704
Virus Kit buferiai, reagentai, mégintuvéliai, kolonéliy pléstuvai ir
,VacConnectors*

»Rotor-Gene Q MDx" ir priedai

Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis su 5 kanalais (zaliu, geltonu, 9002022
MDx 5plex oranZiniu, raudonu, tamsiai raudonu), neSiojamasis
Platform kompiuteris, programiné jranga, priedai: apima 1 mety

garantijg dalims ir darbui, montavimas ir mokymai nejtraukti

Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis su 5 kanalais (Zaliu, geltonu, 9002023
MDx 5plex oranZziniu, raudonu, tamsiai raudonu), neSiojamasis
System kompiuteris, programiné jranga, priedai: apima 1 mety

garantija, taikoma dalims ir darbui, montavimui ir mokymams
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Produktas Turinys Kat. nr.
Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis ir didelés skiriamosios gebos 9002032
MDx 5plex lydumo analizatorius su 5 kanalais (Zaliu, geltonu,

HRM Platform  OranZiniu, raudonu, tamsiai raudonu), taip pat HRM
kanalas, neSiojamasis kompiuteris, programiné jranga,
priedai: apima 1 mety garantijg dalims ir darbui,
montavimas ir mokymai nejtraukti
Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis ir didelés skiriamosios gebos 9002033
MDx 5plex lydumo analizatorius su 5 kanalais (Zaliu, geltonu, oranZiniu,
HRM System raudonu, tamsiai raudonu), taip pat HRM kanalas,
neSiojamasis kompiuteris, programiné jranga, priedai: apima 1
mety garantijg, taikomg dalims ir darbui, montavimui ir
mokymams
Rotor-Gene Q  Real-time PCR instrumentas su 6 kanalais (mélynu, Zaliu, 9002042
MDx 6plex geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai raudonu), jskaitant
Platform nesiojamajj kompiuterj, programine jranga, priedus: apima 1
mety garantijg dalims ir darbui, montavimas ir mokymai
nejtraukti
Rotor-Gene Q  Real-time PCR instrumentas su 6 kanalais (mélynu, zaliu, 9002043
MDx 6plex geltonu, oranziniu, raudonu, tamsiai raudonu), jskaitant
System nesiojamajj kompiuterj, programine jranga, priedus: apima 1
mety garantijg, taikoma dalims ir darbui, montavimui ir
mokymams
Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis su 2 kanalais (zaliu, geltonu), 9002002
MDx 2plex nesiojamasis kompiuteris, programiné jranga, priedai:
Platform apima 1 mety garantijg dalims ir darbui, montavimas ir
apmokymai nejtraukti
Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis su 2 kanalais (zZaliu, geltonu), 9002003

MDx 2plex nesiojamasis kompiuteris, programiné jranga, priedai:
System apima 1 mety garantijg dalims ir darbui, montavimui ir
apmokymams
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Produktas Turinys Kat. nr.
Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis ir didelés skiriamosios gebos 9002012
MDx 2plex lydumo analizatorius su 2 kanalais (Zaliu, geltonu), taip pat
HRM Platform  HRM kanalas, neSiojamasis kompiuteris, programiné

jranga, priedai: apima 1 mety garantijg dalims ir darbui,
montavimas ir apmokymai nejtraukti
Rotor-Gene Q  Real-time PCR cikly valdiklis ir didelés skiriamosios gebos 9002013
MDx 2plex lydumo analizatorius su 2 kanalais (zaliu, geltonu), taip pat
HRM System HRM kanalas, neSiojamasis kompiuteris, programiné
jranga, priedai: apima 1 mety garantijg dalims ir darbui,
montavimui ir apmokymams
Loading Block  Aliuminio blokas rankiniam reakcijos nustatymui su vieno 9018901
72 x0,.1[AP5]  kanalo pipete 72 x 0,1 ml mégintuvéliuose
ml Tubes
Loading Block  Aliuminio blokas rankiniam reakcijos nustatymui 9018905
96 x standartiniame 8 x 12 rinkinyje, naudojant 96 x 0,2 ml
0..2 [AP&]mI mégintuvélius
Tubes
Strip Tubes 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir dangteliai 1000 reakcijy 981103
and Caps,
0..1 [AP7]mI
(250)
Strip Tubes 10 x 250 juosteliy po 4 mégintuvélius ir dangteliai 981106
and Caps, 10 000 reakcijy
0..1 [AP8]m
(2500)
PCR Tubes, 1000 plonasieniy mégintuvéliy, skirty 1000 reakcijy 981005
0..2 [APS]mI
(1000)
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Produktas Turinys Kat. nr.
PCR Tubes, 10 x 1000 plonasieniy mégintuvéliy, skirty 10 [AP11]000 981008
0.2 [AP10]mI  reakcijy
(10000)
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Naujausia informacija apie licencijavimg ir tam tikry gaminiy garantiniy jsipareigojimy
ribojimg pateikta atitinkamame QIAGEN rinkinio vadove arba naudotojo vadove. QIAGEN
rinkiniy vadovai arba naudotojo vadovai pasiekiami svetainéje www.giagen.com arba galite

ju papraSyti QIAGEN techninés priezidros skyriaus ar vietinio platintojo.
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Dokumento perzidry istorija

Perziarétas leidimas Keitimai

R6, 2021 m. kovas Tiesinis diapazonas, Trukdancios medziagos, ir
Atkartojamumas skyriy pridéjimas.
Skyriy Numatytoji paskirtis ir Kiekio nustatymas
atnaujinimai.
Nuorody j QIAGEN instrumentus, kurie
nebepalaikomi, paSalinimas.

»artus CMV RG PCR Kit“ ribotosios licencijos sutartis

Naudodamas $j produktg pirkéjas ar naudotojas sutinka su Siomis sglygomis:

1. Produktg galima naudoti tik vadovaujantis protokolais, pateiktais su $iuo produktu, Siuo vadovu ir tik su rinkinyje esanciais komponentais. QIAGEN nesuteikia
jokios intelektinés nuosavybés licencijos naudoti ar jtraukti pridétus $io rinkinio komponentus su j §j rinkinj nejeinanciais komponentais, iSskyrus aprasytus
protokoluose, pateiktuose su Siuo produktu, Siame vadove ir papildomuose protokoluose, kuriuos galima rasti www.giagen.com. QIAGEN naudotojams
pateikiami keli papildomi protokolai. Sie protokolai nebuvo kruopséiai patikrinti arba optimizuoti QIAGEN. QIAGEN neteikia garantijy, kad Sie protokolai
nepazeidzia treciyjy Saliy teisiy.

I18skyrus licencijose nurodytus atvejus, ,QIAGEN* nesuteikia garantijos, kad Sis rinkinys ir (arba) jo naudojimas nepazeis treciyjy $aliy teisiy.

Rinkiniui ir jo komponentams suteikta licencija naudoti vieng karta; pakartotinai naudoti, atnaujinti ar perparduoti negalima.

LQIAGEN* ai3kiai atsisako bet kokiy kity isreiksty ar numanomy licencijy, i$skyrus aiskiai nurodytas licencijas.

o~ WS

Rinkinio pirkéjas ir naudotojas sutinka nesiimti ir neleisti niekam kitam imtis veiksmy, kurie galéty paskatinti arba palengvinti virSuje nurodytus draudziamus
veiksmus. ,QIAGEN" gali priversti vykdyti Sios Ribotosios licencinés sutarties draudimus bet kuriame teisme ir atgauti visas tyrimo ir teismo i$laidas, jskaitant
iSlaidas advokatams, pateikusi ieSkinj dél Sios Ribotosios licencinés sutarties vykdymo arba su $iuo rinkiniu ir (arba) jo komponentais susijusiy teisiy j savo
intelekting nuosavybe.

Atnaujintas licencijos salygas rasite www.giagen.com.

Sio gaminio jsigijimas leidzia pirkéjui jj naudoti Zmogaus meéginiy ,in vitro* diagnostikos tikslais. Joks bendras patentas ar kita licencija, i&skyrus $ig konkregig jsigijimo
suteikiamg teisg, nesuteikiama.

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

HB-0046-008 1123965 R6 2021-03 © 2021 ,QIAGEN", visos teisés saugomos.
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