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In vitro diagnostikai

PAREDZETAIS LIETOJUMS

Olerup SSP® HLA tipéSanas komplekti ir kvalitativi in vitro diagnostikas testi HLA | klases
un HLA Il klases alélu DNS tipéSanai. Produktus izmanto apmaciti specialisti medicinas
iestadés HLA fenotipa noteikSanai. Parbaudamais izejmaterials ir DNS.

KOPSAVILKUMS UN SKAIDROJUMS

Agrak cilvéka leikocitu antigénus (HLA) noteica, veicot limfocitotoksicitates testu. Tomer,
kladu biezuma un alélu lTmena izSkirtsp&jas trikuma dél Sis tests tika aizstats ar DNS
tipeéSanas metodém uz polimerazes kédes reakcijas (PKR) pamata. Metodés uz PKR
pamata PKR process lielakoties tiek izmantots tikai nepiecieSamas mérka DNS
amplifikacijas solT un lai atSkirtu dazadas aléles ir nepiecieSams pécamplifikacijas solis.
PKR-SSP metodologija (sekvencei specifisks praimers — SSP) dazadu alélu atskirSana,
gluzi otradi, notiek PKR procesa laika. Tas saisina un atvieglo pécamplifikacijas soli lidz
parastajam gela elektroforézes noteikSanas solim. SSP testa rezultati ir pozitivi vai
negativi, un tadé| sarezgita rezultatu interpretacija nav vajadziga. Tapat ari PKR-SSP
tipéSanas izskirtspéja ir augstaka par citu metozu uz PKR pamata izskirtspé&ju, jo katrs
praimeru paris nosaka divus sekvences motivus, kas atrodas cis pozicija, t. i., taja pasa
hromosoma. Turklat SSP reagentu sintétiskas dabas dé| ir uzlabojusies stabilitate un
samazinajusies starpiba starp partijam.

PROCEDURAS PRINCIPS

PKR-SSP metodologijas pamata ir princips, ka pilnigi vai gandriz pilnigi piesaistijusies
oligonukleotidu praimeri bez neparotiem 3’ galiem tiek efektivak izmantoti PKR reakcija
neka neparoti praimeri ar termostabilam DNS polimerazém bez korektlras Tpasibam.
Praimeru pari ir paredzéti, lai tos parotu ar atseviskam aléléem vai alélu grupu(-am),
atkariba no nepiecieSamas tipéSanas izSkirtspéjas pakapes. Stingri kontrolétos PKR
apstaklos piesaistiti vai gandriz pilnigi piesaistiti praimeru pari lauj notikt amplifikacijai,
t.i., rodas pozitivs rezultats, turpretim nepiesaistiti praimeru pari nelauj notikt
amplifikacijai, t. i., rodas negativs rezultats.

Péc PKR procesa amplificéti DNS fragmenti tiek sadaliti pa izmériem, piem., veicot
elektroforézi agarozes gela, vizualizéjot ar etidija bromida iekrasojoSo Skidumu un
paklaujot ultravioletas gaismas iedarbibai, dokumentéjot ar fotografiiam un veicot
interpretaciju. PKR-SSP rezultatu interpretacijas pamata ir specifiska(-u) PKR produkta(-
u) klatbatne vai neesamiba. Specifiska(-u) PKR produkta(-u) relativie izméri var palidzét
rezultdtu interpretacija. HLA paredzétu PKR-SSP metodologiju sakotnéji aprakstija
O. Olerup 1991. un 1992. gada’?.

Ta ka PKR procesu var nelabveéligi ietekmét dazadi faktori (piem., pipetéSanas kludas,
parak zema DNS koncentracija, slikta DNS kvalitate, PKR inhibitoru klatbatne,
amplifikatora neprecizitate), iekS€jas pozitivas kontroles praimeru paris tiek ieklauts
katra PKR reakcija?. lek$éjas pozitivas kontroles praimeru paris piesaistas
saglabatajiem cilvéka augSanas hormona géna rajoniem, kas atrodas visos cilvéka
DNS paraugos. HLA aléles(-lu) specifiska PKR produkta klatbatné iekséjas pozitivas
kontroles joslas produkts var bat vajs vai tas var nebut vispar. Specifisku HLA praimeru
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paru veidotie amplikoni ir 1saki par iekSejas pozitivas kontroles praimeru paru
amplikoniem, bet lielaki par neieklautajiem praimeriem (skatiet sadalu “Paredzamas
vértibas”).

REAGENTI

A. Identifikacija
Olerup Ssp® tipéSanas komplekti satur izzavétus, iepriekS optimizétus sekvencei
specifiskus praimerus HLA alélu un cilvéka augSanas hormona géna PKR
amplifikacijai, PKR Master Mix ar Taq polimerazi (“Master Mix”) un pielim&amam
PKR plévéem.

Praimeru Skidumi tiek ieprieks sadaliti alikvotas un izzavéti izgrieztu plansienu PKR
paplasu 0,2 ml iedobés. Katras paplates iedobé atrodas izzavéts praimera skidums,
kas sastav no specifiska praimeru maisijuma, t. i., al€lei vai grupai specifiskiem HLA
praimeriem, k& art iekS€jas pozitivas kontroles praimeru para, kas atbilst nealélu
sekvencém un ir gatavs DNS parauga, Master Mix un H20 pievienoSanai.

Praimeri paredzéti optimalai PKR amplifikacijai, izmantojot Master Mix un ieteikto
DNS cikléSanas programmu (skatiet sadalu “Amplifikatora programmeésana”).

Ar Kkatru praimeru maisijumu amplificéto konkréto HLA alélu partijai specifiskas
interpretacijas un specifitates tabulas vai darblapu var iegit timekla vietné
www.caredx.com.

B. Bridinajumi un piesardziba lietoSana

1. Invitro diagnostikai.

2. So produktu nevar lietot ka vienigo pamatu kliniska lémuma pienemsanai.

3. Biologiskas bistamibas _bridinajums: Visi asins produkti jauzskata par
potenciali infekcioziem. Neviena zinama(-as) testéSanas metode(-as) nevar
sniegt garantiju, ka produkti, kas ieglti no cilvéka asinim, neparnésas
infekcijas izraisitajus.

4. Biologiskas bistamibas bridinajums: Etidija bromids, ko izmanto DNS
iekraso$anai, veicot elektroforézi agarozes gela, ir kancerogéns. lzmantojiet
atbilstoSus individualas aizsardzibas lidzeklus.

5. Uzmanibu! Lietojiet UV starus blok&joSus acu aizsardzibas lidzeklus un,
apskatot vai fotograféjot gelus, neskatieties tieSi UV gaismas avota.

6. Pipetes un citu aprikojumu, ko izmanto manipulacijam péc PKR, nedrikst
izmantot manipulacijam pirms PKR.

7. Detalizétu informéaciju skatiet droSibas datu lapa (www.caredx.com).

C. Lietosanas instrukcija
Skatit norades par lietoSanu.

D. Uzglabasanas instrukcijas
Uzglabajiet komplekta sastavdalas tumsa vieta un temperattra, kas noradita uz
iepakojuma etiketém.

Izlietojiet pirms deriguma termina beigdm, kas noradits uz iepakojuma etiketes.
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E. LietosSanai nepiecieSama attiriSana vai apstrade
Skatit norades par lietoSanu.

F. Nestabilitates indikacijas

1. Neizmantojiet praimeru paplates, kuras ir plaisas iedobés vai bojata iedobju
augséja mala, jo sadi var izraisit iztvaikoSanu PKR amplifikacijas laika.
Neizmantojiet PKR vacinu strémeles, kuras ir plaisas, jo $adi var izraisit
iztvaikoSanu PKR amplifikacijas laika.

2. Granulam iedobés jabut sarkanam. Ja granulu krasa ir mainijusies uz
dzeltenu, tas var liecinat par degradaciju.

3. Master Mix krasai jabut sarkanai vai violetai. Ja granulu krasa ir mainijusies
uz dzeltenu vai oranZzu, tas var liecinat par degradaciju.
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PRASIBAS ATTIECIBA UZ INSTRUMENTIEM

A.

Instruments
Jaizmanto amplifikators ar $adam minimalam specifikacijam:
+ apsildams vaks ar 104 °C gradu temperattdru darbibai bez ellas;
» paraugu bloks (no aluminija, sudraba vai apzeltita sudraba) lietoSanai ar

96 iedobju PKR plati vai 0,2 ml plansienu reakciju stobriniem;

» Olerup SSP komplekti ir validéti S$adiem amplifikatoriem.

leteicamais temperatiras izmainu atrums:

- GeneAmp 9700: GeneAmp 9700 amplifikators ir iestatits rezima 9600.
Tas atbilst parauga temperatiiras izmainu atrumam 1,6 °C/s uz augsu
un 0,8 °C uz leju.

- ProFlex 1x96 iedobju bloks: ProFlex PKR amplifikators ar bloka
temperatiras izmainu atrumu 3,0 °C/s (3,0 °C/s katra soli). Bloka
temperatiiras izmainu atrums 3,0 °C/s atbilst parauga temperatiras
izmainu atrumam 1,52 °C/s uz augsu un 1,36 °C uz leju.

- ProFlex 2x96 iedobju bloks: ProFlex PKR amplifikators ar bloka
temperatiras izmainu atrumu 3,0 °C/s (3,0 °C/s katra solr). Bloka
temperatiiras izmainu atrums 3,0 °C/s atbilst parauga temperatiras
izmainu atrumam 1,9 °C/s uz augSu un 1,6 °C uz leju.

Piezime. Ja temperatiras izmainu atrums ir lielaks par aprakstito, var

tikt ietekméti tipésSanas rezultati. Ladzu, nemiet véra, ka ietekme uz

tipésSanu dazadiem nevalidétajiem amplifikatoriem, atkariba no
iestatijumiem, var but dazada.

temperatiras diapazons 4,0 °C — 99,9 °C

temperatiras precizitate 0,25 °C diapazona no 35 °C lidz 99,9 °C

paraugu bloka temperatiras vienméerigums <0,75 °C diapazona no 55 °C

fdz 95 °C

temperatiras kalibréSana izsekojama Iidz atsauces standartam (t. i., NIST)

leprogramméjiet amplifikatoru, izmantojot PKR cikléSanas parametrus, kas
noraditi talak B sadala.

Specifisku informaciju par amplifikatoru skatiet razotaja lietotaja rokasgramata.
Amplifikatoriem jabat kalibrétiem atbilstoSi ASHI (Amerikas Histosaderibas un
imunogenétikas biedribas) vai EFI (Eiropas Imunogenétikas federacijas)
akreditacijas noteikumiem.

leprogramméjiet amplifikatoru pirms talak aprakstito lietoSanas norazu izpildes.
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B. PKR cikléeSanas parametri
1. 1cikls 94 °C 2 min. denaturacija
2. 10 cikli 94 °C 10 sek.  denaturacija
65 °C 60 sek. hibridizacija un elongacija
3. 20 cikli 94 °C 10 sek.  denaturacija

61 °C 50 sek. hibridizacija
72 °C 30 sek. elongéacija

4. Beigas —glabasana Telpas temp. ja mazak par 8 stundam
4°C ja ilgak par 8 stundam

Kopéjais reakcijas apjoms katra iedobé — 10 pl.

Sadus PKR cikla parametrus izmanto visiem Olerup SSP® komplektiem.

PARAUGU PANEMSANA UN SAGATAVOSANA

SSP tipéSanai ir nepiecieSams ekstrahéts un loti tirs DNS. PKR-SSP HLA tipéSanai
izmantojamie DNS paraugi atkartoti jasuspendé dH20. Lai nodroSinatu optimalu joslas
vizualizaciju elektroforézes laika, attiecibai Azso2so, mérot ar UV spektrofotometru,
jabat 1,6 — 2,0.

lesakam automatizétu DNS ekstrahéS$anu, izmantojot asins sistemu QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System. Ka izejmaterialu jaizmanto ACD asinis.

Vai arT DNS var ekstrahét, izmantojot jebkuru vélamo metodi, kas nodroSina tiru DNS.
Izmantojot alternativas metodes, DNS koncentracija japielago uz 30 ng/ul. Ar Sim
metodém nedrikst izmantot heparinizétas asinis.

leteicama DNS koncentracija, izmantojot:
ar EZ1 ekstrah&tu DNS — 15 ng/pl.
ar citam metodem ekstrahétu DNS — 30 ng/ul.

Ja koncentracija parsniedz 50 ng/ul, palielinas nespecifisku amplifikaciju un vaju
papildu joslu risks, it Tpasi veicot HLA | klases augstas iz8kirtspé&jas SSP tipéSanu.
NepiecieSamibas gadijuma ekstrahéto DNS atSkaidiet dH20.

DNS paraugi ir atkartoti jasuspendé Skidumos, kas satur helatu veidoSanas
agentus, pieméram, EDTA, koncentracija virs 0,5 mM.

DNS paraugus var izmantot talit péc ekstrahéSanas vai uzglabat +4 °C temperatdra lidz
2 nedélam bez nelabvéligas ietekmes uz rezultatiem. DNS paraugus var glabat
-20 °C vai aukstaka temperatira 9 meénesus. ligstosi uzglabatu ekstrahétu DNS
paraugu tiribas pakape un koncentracija pirms HLA tipéSanas ir japarbauda, lai
parliecinatos, ka ta ir pienemama.

DNS paraugi janosita +4 °C vai aukstdka temperatira, lai saglabatu to
viengabalainibu transportéSanas laika.
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PROCEDURA
A. lepakojuma esosSie materiali
1. Olerup SSP® praimeru paplates.
2. Master Mix (atbilsto$s apjoms komplekta paplatém). To pasu Master Mix
izmanto visiem Olerup SSP® komplektiem.
3. Pieliméjamas PKR pléves (atbilstoSs skaits komplekta paplatém).

B. NepiecieSamie materiali, kas netiek piegadati
1. DNS izdalisanas komplekts/aprikojums
2. UV spektrofotometrs
3. PipetéSanas ierices. lesakam elektronisko vienkanala dozatoru, kas spéj
dozet 10 pl alikvotas, lai pievienotu DNA-Master Mix-dH20 maistjumu
paplates iedobés.
Vienreizlietojamie pipetes uzgali
Polipropiléna stobrini
Virpulmaisitajs
MikrocentrifGga
PKR paplasu stativs
Amplifikators ar apsildamu vaku, kas paredzéts PKR ar 96 iedobju formatu,
temperatiras gradientu sildiSanas bloka < 0,75 °C, un paplati/turétaju 0,2 ml
plansienu reakcijas iedobém
10. Mikrovilnu krasns vai sildvirsma agarozes skidumu sildisanai
11. Elektroforézes klases agaroze, piem., FMC Seakem LE
12. 0,5 x TBE buferskidums; 1 x TBE buferSkidums ir 89 mM tris-borats, 2 mM
dinatrija EDTA, pH 8,0
13. Etidija bromida pilinataja pudele produkta Nr. 103.301-10 vai GelRed pilinataja
pudele, produkta Nr. 103.302-05
14. PipetéSanas ierice uzneSanai uz gela. lesakam 8 kanalu pipeti uznesSanai uz
gela, 5-25 ul reguléjams apjoms
15. DNS izméra markieris diapazonam 50 — 1000 bp, piem., 100 bazes paru garuma

markieris, DNS izmé&ra markieris, produkta Nr. 103.202-100 vai DNS izméra markieris Tsajiem
gela cikliem 103.203-100

16. Elektroforézes aparats / baroSanas bloks
17. UV transiluminators
18. Fotografiju vai attélu dokumentacijas sistema

©ooNOOA

C. Procedira soli pa solim
Skatit norades par lietoSanu.
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NORADES PAR LIETOSANU
A. Parauga sagatavosSana

1.

2.

3.

Attiriet genoma DNS no leikocitu parauga, izmantojot izvéléto metodi,
skatiet augstak sadalu “Paraugu panemsana un sagatavosana”.

Specifisku informaciju par parauga sagatavoSanu un uzglabasanu, skatiet
augstak sadala “Paraugu panemsana un sagatavosana’.

Attiritajam DNS paraugam veiciet PKR amplifikaciju, izmantojot Olerup SSP®
tipeSanas paplati, vai uzglabajiet DNS paraugu Iidz bisiet gatavi veikt
tipesanu.

B. Reagentu/aprikojuma sagatavo$ana

1.

leprogrammaéjiet amplifikatoru uz Olerup SSP® PKR programmu, skatiet
augstak sadalu “Prasibas attieciba uz instrumentiem — PKR cikléSanas
parametri”.

Sagatavojiet elektroforézes gelu, skatiet talak C sadalu — “SagatavoSanas
gela elektroforezei”.

C. Sagatavosanas gela elektroforezei
Olerup SSP® gela sistéma 96 (produkta Nr. 103.101-01)
1. SagatavoSana

¢ Nolimenojiet lieSanas kameru 1 gelam (produkta Nr. 103.101-31) vai lieSanas
kameru 3 geliem (produkta Nr. 103.101-33), izmantojot burbula limenradi un
trijkaji ar requléjamu augstumu.

e levietojiet gela paplati(-es) lieSanas kamera.

2. 2% (w/v) agarozes gela sagatavoSana

Izmantojiet augstas kvalitates elektroforézes klases gelu, kas spéj iz8kirt 50 —

2000 DNS bazes paru fragmentus.

e 5ml10 x TBE (tris-borata EDTA) buferSkidumam pievienojiet 150 ml
destileta idens un 2 g agarozes 500 ml stikla pudelé.

e |zSKkidiniet agarozi, varot to mikrovilnu krasnt lidz izveidojas 100 ml
viendabigs Skidums.

e Laujiet atSkaidita gela Skidumam atdzist [tldz 60 °C, piem., sildiSanas
skapr.

e Pirms lieSanas iekrasojiet gelu ar etidija bromidu (10 mg/ml) — 5 pl uz
100 ml gela skiduma. Vienkarsibas labad izmantojiet musu etidija
bromida pilinataju pudeli (produkta Nr. 103.301-10). Piezime. Etidija bromids
ir kancerogéns. Izmantojiet atbilstoSus individualas aizsardzibas
lidzek]us.

o lelejiet 100 ml gela Skiduma lieSanas kameras gela paplaté. Novietojiet 6
gela kemmes (produkts Nr. 103.101-21) gela paplates spraugas.

e Laujiet gelam sacietét 15 minates.

o lelejiet gela tvertné 750 ml 0,5 x TBE buferSkiduma. lemérciet gela paplati
gela kastité un uzmanigi iznemiet 6 gela kemmes, pacelot tas.

Izmantojot alternativas elektroforézes sistémas, ieveérojiet razotaja instrukcijas. Lai
izmantotu ar Olerup SSP® HLA tipéSanas komplektiem, So sistemu PKR produktu
izSkirtspé&jai jabat no 50 l1dz 1100 bazes pariem péc izméra.
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D. Pakapeniska procediira
1. lznemiet no noraditas(-am) uzglabasanas temperatiras(-am): atbilstoSu DNS
paraugu skaitu, praimeru paplati(-es) un izvélétajam DNS paraugam(-
iem)/praimeru paplatei(-em) nepiecieSamo Master Mix apjomu. Atkauséjiet
istabas temperattra (20-25 °C).

To pasu Master Mix izmanto visiem Olerup SSP® komplektiem.

2. Tslaicigi pamaisiet DNS paraugu(-s) ar virpulmaisitaju.
3. levietojiet praimeru paplati(-es) PKR paplasu stativa.
4. Zemas un augstas izSkirtspéjas komplekti

Pirms alikvotu panemsSanas samaisiet Master Mix, izmantojot virpulmaisitaju.
Izmantojot manualo vienkanala pipeti, 0,5 ml vai 1,5 ml stobrina pievienojiet
istabas temperatiras Master Mix un dH20. (AtbilstoSos daudzumus skatiet
talak 1. tabula.)

Uzlieciet stobrinam vacinu un maisiet virpulmaisitaja 5 sekundes.
Vibrocentrifugéjiet stobrinu mikrocentrifiga, lai viss Skidrums no stobrina
saniem notecétu uz leju.

Izmantojot manualo vienkanala pipeti, praimeru paplates negativas
kontroles iedobé, t. i., iedobe ar negativas kontroles praimeru pariem,
pievienojiet 8 ul Master Mix — dH20 maisijuma un 2 pl dH20.

Izmantojot manualo vienkanala pipeti, pievienojiet istabas temperatiras
DNS paraugu atlikusaja Master Mix — dH20 maisijuma. (AtbilstoSos
daudzumus skatiet talak 1. tabula.)

Uzlieciet stobrinam vacinu un maisiet virpulmaisitaja 5 sekundes.
Vibrocentrifugéjiet stobrinu mikrocentrifiga, lai viss Skidrums no stobrina
saniem notecétu uz leju.

Izmantojot elektronisko vienkanala dozatoru, katra iedobég, iznemot
praimeru paplates negativas kontroles iedobi, ievietojiet parauga reakcijas
maisijuma 10 pl alikvotu.
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1. tabula. Katram testam nepiecieSamie sastavdalu apjomi dazadiem iedobju skaitiem,
izmantojot Master Mix.

ledobju | Master Mix DNS dH20 ledobju | Master Mix DNS dH20
skaits apjoms (ul) parauga apjoms skaits apjoms (ul) parauga apjoms
viena apjoms (ul) | (ul) viena apjoms (ul) | (ul)
testa testa
2 12 8 20 25 87 58 145
3 15 10 25 26 90 60 150
4 18 12 30 27 93 62 155
5 21 14 35 28 96 64 160
6 24 16 40 29 99 66 165
7 27 18 45 30 102 68 170
8 30 20 50 31 105 70 175
9 33 22 55 32 108 72 180
10 36 24 60 36 126 84 210
11 39 26 65 40 138 92 230
12 42 28 70 44 150 100 250
13 45 30 75 48 162 108 270
14 48 32 80 52 174 116 290
15 51 34 85 56 186 124 310
16 54 36 90 60 198 132 330
17 60 40 100 64 210 140 350
18 63 42 105 68 228 152 380
19 66 44 110 72 240 160 400
20 69 46 115 76 252 168 420
21 72 48 120 80 264 176 440
22 75 50 125 84 276 184 460
23 78 52 130 88 288 192 480
24 81 54 135 92 300 200 500
96 312 208 520

Augstak noraditajos ieteicamajos apjomos ir ieklauts apjoms pipesu variaciju un
Skidruma zudumu uz stobrinu iekSéjam sieninam kompensésanai.

5. Kombinétie komplekti A-B-DR, A-B-C, A-B-DR-DQ un DQA-DQB-DR
Enhanced un HLA-C augstas izSkirtspéjas komplekts biezi sastopamam
aléelem
e Samaisiet Master Mix ar virpulmaisitaju.
¢ |zmantojot manualo vienkanala pipeti, pievienojiet istabas temperatiras

520 pl dH20 nodrosinataja 1,5 ml stobrina, kura jau atrodas 312 pl Master
Mix.

e Uzlieciet stobrinam vacinu un maisiet virpulmaisitaja 5 sekundes.
Vibrocentrifugéjiet stobrinu mikrocentrifaga, lai viss Skidrums no stobrina
saniem notecétu uz leju.

¢ |zmantojot manualo vienkanala pipeti, negativas kontroles iedobé Nr. 96,

t. i., iedobe ar negativas kontroles praimeru pariem, pievienojiet 8 ul
Master Mix — dH20 maisijuma un 2 pl dH20.

e |zmantojot manualo vienkanala pipeti, pievienojiet istabas temperattras

206 pl DNS paraugu atlikusaja Master Mix — dH20 maisijuma.
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o Uzlieciet stobrinam vacinu un maisiet virpulmaisitaja 5 sekundes.
Vibrocentrifugéjiet stobrinu mikrocentrifaga, lai viss Skidrums no stobrina
saniem notecétu uz leju.

e |zmantojot elektronisko vienkanala dozatoru, katra praimera paplates
iedobég, iznemot negativas kontroles iedobi Nr. 96, ievietojiet parauga
reakcijas maisijuma 10 pl alikvotu.

Svarigi!
Parliecinieties, ka paraugs tiek uzklats virs praimeriem (izzavéti katras praimeru
paplates iedobes apaksa), lai izvairitos no iedobju savstarpéjas piesarnosanas.
Pieskarieties iedobes iekS€&jai sieninai ar pipetes uzgali, lai lautu paraugam
noslidéet uz iedobes apaksu. Parliecinieties, ka visi paraugi ir nosédusies katras
iedobes apaksa. Ja n€, viegli pasitiet ar paplati pa galda virsmu, lai visi paraugi
nesédinatos iedobes apaksa pirms PKR uzsaksanas.

6.

8.

9.

Parklajiet praimeru paplati(-es) ar nodroSinatajam pieliméjamam PKR plévém.
Parliecinieties, ka visas reakcijas iedobes ir pilnigi parklatas, lai PKR
amplifikacijas laikd nepielautu zudumus iztvaikoSanas dél. Uz pielim&jamam
PKR plévém var uzlikt spiedoso spilventinu Olerup SSP® Compression Pad
(produkta Nr. 103.505-06), lai nepielautu iztvaikoSanos termiskas cikléSanas laika.
levietojiet praimeru paplati(-es) amplifikatora ar piemérotu stobrina-paplates
adapteru. Nepielaujiet vairak nekd 5 minasu aizkavi starp PKR iestatiSanu
un termisko ciklésanu.

levadiet savu Olerup SSP® programmas numuru. Noradiet 10 ul reakcijas
apjomu.

Saciet PKR programmu. Programma ilgst aptuveni 1 stundu un 20 minates.

10.1znemiet praimeru paplati(-es) no amplifikatora. Parbaudiet PKR paplati, lai

parllecmatos ka katra PKR iedobé ir aptuveni vienads slgldruma daudzums.
Veiciet paraugu elektroforézi, skatiet talak E sadalu — “Gela elektroforéze”.
Interpretéjiet tip€Sanas rezultatus, izmantojot partijai specifiskas
interpretacijas un specifitates tabulas vai darblapu, skatiet talak sadalu
‘Paredzamas vértibas”.
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E. Gela elektroforéze

1. Péc PKR reakcijas pabeigSanas pagrieziet praimeru paplati un gela kasttti.
ledobju seciba ir no kreisas puses uz labo un no augSas uz apaksu.

2. Uzmanigi nonemiet strémelu vacinus, neizlejot PKR produktus.

3. Péc kartas uznesiet PKR produktus 2% agarozes gela. (Papildu buferSkidumu
uzneSanai uz gela nav japievieno.) UzneSanai uz gela ieteicams izmantot
8 kanalu pipeti.

4. Uznesiet DNS izméra markieri (100 bazes paru garuma markieri, DNS izméra markieri,

produkta Nr. 103.202-100 vai DNS izméra markieri Tsajiem gela cikliem 103.203-100) viena

iedobé katra rinda.

Aizveriet gela kastiti ar gela kastites vacinu.

Veiciet gela elektroforézi 0,5 x TBE buferSkiduma, bez buferSkiduma

recirkulacijas, 15—20 minatés ar atrumu 8-10 V/cm.

7. Parvietojiet gela paplati ar gelu uz UV transiluminatoru.

8. Nofotograféjiet gelu ar vai bez gela paplates.

9. Atziméjiet fotografiju atbilstosi laboratorijas noteikumiem.

o o1

KVALITATES KONTROLE

ASHI HLA testéSanas vadlinijas noradits, ka katrd PKR iestatijuma jabut ieklautai
negativas (piesarnojuma) kontroles iedobei. (Parskatitie standarti akreditétam
laboratorija, Amerikas Histosaderibas un imunogenétikas biedriba, apstiprindja CMS:
2021. gada 16. februart). Negativas kontroles iedobe ir ieklauta visos komplektos,
iznemot HLA-B*27 — vienibas devas un HLA-B*27 vienas iedobes komplektus.

Skatiet sadalu “Gela elektroforéze”, 14. lappuse.

REZULTATI
Partijai specifisku Stnu Inijas validacijas lapam un analizes sertifikdtam var pieklat
tieSsaiste: www.caredx.com.

PROCEDURAS IEROBEZOJUMI

1. PKR-SSP procesa veikSanai ir nepiecieSami stingri kontroléti testa noteikumi, lai
nodrosinatu piemérotu atskirigu amplifikaciju. Ir stingri jaievéro lietoSanas
instrukcija aprakstita proceddra.

2. Ekstrahétais DNS paraugs ir veidne specifiskam PKR amplifikacijas procesam.
Lai nodroSinatu optimalu joslas vizualizaciju elektroforézes laika, attirita DNS
attiecibai Azso/280 jabat no 1,6 I1dz 2,0.

3. Visiem instrumentiem, piem., amplifikatoram, pipetéSanas iericém, jabat
kalibrétiem atbilstoSi razotaja ieteikumiem.

4. Partijai specifiska informacija ir sniegta produkta lietoSanas instrukcija: Partijai
specifiska informacija un partijai specifiska darblapa.

5. Pamatojoties uz veikto testéSanu, ar trim (3) ekstrahéSanas metodém tika
noveértétas Sadas vielas noraditajas koncentracijas, un ietekme uz testa veiktspéju
netika atklata.

| | Traucéjosa viela |
1580-LBL v02 Olerup SSP® HLA tipésanas komplekti ar Taq polimerazi In vitro diagnostikai
Parskatits 2023. gada septembris c € Lappuse 12 no 28

0197



:é CareDx

LietoSanas instrukcija

Olerup SSP® HLA tipéSanas komplekti ar Taq polimerazi

Ekstrahésanas Traucéjosa
metode koncentracija*
Bilirubins 200 mg/l
EZ1 DSP DNA | Hemoglobins 200 g/
Blood System | Triglicerids 30 g/l
Olbaltums 110 g/l
Bilirubins 200 mg/l
QIAamp DSP | Hemoglobins 200 g/
DNA Blood Kit | Triglicerids 18,2 g/l
Olbaltums 77 -96 g/l
Gentra Bilirubins 200 mg/l
Hemoglobins 200 g/
PureGene ————
metode Triglicerids 18,2 g/l
Olbaltums 119 — 146 g/l

6. PKR plates ir fiziski saderigas ar lielako dalu tirgd pieejamo amplifikatoru. Skatiet
talak noradito amplifikatora plastmasas saderibas tabulu.
Piezime. Tabulai ir tikai orientéjoSa rakstura nozime. Validétos amplifikatorus,
ladzu, skatiet sadala “Prasibas attieciba uz instrumentiem — Instruments”.

Saderibas tabula
Amplifikators

GeneAmp 9700

ProFlex 96 iedobes

ProFlex 2x96 iedobes

Veriti 0,2 ml 96 iedobju bloks
GeneAmp 2700, 2720, 9600
SureCycler 8800
RoboCycler

Gradient Cycler

Uno, Uno I

T1 amplifikators
TGradient/TAdvanced
TRobot

TProfessional

MJ Mini

T100

iCycler, MyCycler

C1000, S1000

PTC-2(xx)

PTC-100 ar 96 iedobju bloku
Mastercycler Gradient
Mastercycler EP Gradient, Pro, Nexus

Razotajs
Applied Biosystems

Agilent (Stratagene)

Biometra

Bio-Rad

Eppendorf

1580-LBL v02 Olerup SSP® HLA tipésanas komplekti ar Taq polimerazi
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MWG Primus 96
TheQ Lifecycler
Thermo Scientific Arktik
Techne Flexigene, TC-412, TC-4000

Genius, Touchgene, TC-512, TC-5000

TC-PLUS, Prime, PrimeG, Prime Elite

Thermo Scientific Hybaid PCR Express, Px2, PxE

MultiBlock System & MBS

Omnigene, Omn-E

Gene Technologies GS1, GS4, GSX

Takara TP 3000

PAREDZAMAS VERTIBAS
A. Datu analize
Uzmanigi izpétiet gela fotografiju un nosakiet pozitivas joslas.
1. Ja specifiska(-s) HLA aléle(-s) tika amplificéta(-s), gela josla bids redzama
atrak migrejoSa, 1saka josla. Tas norada uz pozitivu testa rezultatu.

a.
b.

Pierakstiet specifisku PKR produktu klatbatni un neesamibu.
Interpretéjot gela rezultatus, ir lietderigi novérot specifisku PKR produktu
relativos garumus, kuri ir doti partijai specifiskas produktu lietoSanas
instrukcijas. Vairakam linijam ir divi vai vairaki iesp&jami specifisku PKR
produktu garumi. Sts iedobes satur vairakus praimeru parus, kas generé
dazadu izméru PKR produktus atkaribd no DNS parauga HLA aléles(-
€m).

Atrodiet atbilstoSu gela joslu izkartojumu ar specifiskiem PKR produktiem
partijai specifiskajas interpretacijas un specifitates tabulas, lai ieglitu DNS
parauga HLA tipésanu.

2. lekSejas pozitivas kontroles joslai, kura ir Ienak migréjoSa un garaka, jabut
redzamai visas gela linijas, iznemot negativas kontroles gela joslu, tadejadi
liecinot par veiksmigu amplifikacijas kontroli. Pozitivas gela linijas iek$éjas
pozitivas kontroles josla var bat vaja vai tas var nebat vispar.

a.

Pierakstiet iekS&jas pozitivas kontroles joslu klatbGtni un relativos
garumus. DaZada izméra kontroles joslas palidzés pareizi orientét
tipeéSanu, ka art identificet komplektu.

lekSéjas pozitivas kontroles joslas bez specifiskiem PKR produktiem

neesamiba norada, ka PKR reakcija nav notikusi.

I. Ja HLA aléles var noteikt nenotikusas(-o) PKR reakcijas(-u) klatbatné
un nenotikusa(-s) PKR reakcija(-s) nemaina aléles piederibu, tests
nav jaatkarto.

ii. Ja tomeér nenotikusa(-s) PKR reakcija(-s) var mainit HLA aléles
piederibu, tip€Sana ir obligati jaatkarto.

3. Specifisku PKR produktu vai iekS€jas pozitivas kontroles joslas klatbatne
negativas kontroles josla(-s) norada uz piesarnojumu ar PKR produktu(-iem)
un padara visus testa rezultatus par nederigiem. Negativas kontroles linija(-
s) var noverot praimeru oligomeérus, kuru izmérs ir 40-60 bazes pari. Tas nav
uzskatams par piesarnojumu.
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B. Gela interpretacija

Pozitiva Negativa Nenotikusi
reakcija reakcija PKR reakcija
ledobe | | | ] |
lekséejas
poziﬁvés I

kontroles josla

Specifiska josla  =—

Praimeru josla

1. DNS izméra markieri (100 bazes paru garuma markieri, DNS izméra markieri, produkta
Nr. 103.202-100 vai DNS izméra markieri isajiem gela cikliem 103.203-100) jaievieto
viena iedobé katra gela rinda vai atbilstoSi vietéjas laboratorijas
akreditacijas noteikumiem.

2. Var tikt iegutas joslas, kas garakas par iek$€jas pozitivas kontroles joslu, bet
tas tipéSanas rezultatu interpretacija ir jaignore.

3. Neizlietotie praimeri veidos difizu joslu, kas Tsaka par 50 bazes pariem.

4. Var tikt noveroti praimeru oligoméru artefakti. Tie ir garaki neka praimeru josla,
bet 1saki neka specifiskas joslas.

SPECIFISKS DARBIBAS RAKSTUROJUMS

Komplekta partijas kvalitates kontrole

Katrs praimeru Skidums tiek testéts attieciba pret 48 DNS paraugu paneli no IHWC
labi raksturotam Sidnu [Tnijam, skatiet partijai specifisku(-as) $Unu Inijas validacijas
lapu(-as) produkta lietoSanas instrukcija — Partijai specifiska informacija.

1. metozu salidzinaSanas pétijums

Tas bija daudzcentru pétijums, kura tika novértéta Olerup SSP® DR zemas
izSkirtspéjas tipéSanas komplekta un One Lambda Micro SSP™ HLA DNS
tipeSanas paplates sakritiba tris kliniskajas laboratorijas ASV.

Olerup SSP® DR zemas iz$kirtspéjas tipéSanas komplekta un One Lambda Micro
SSP™ HLA DNS tipéSanas paplates analizétie tipéSanas rezultati paradija 98,4%
(123 /125; 95% CI: 94,3 — 99,8) sakritibu, bet divi neviennozimigie Olerup rezultati
tika novertéti ka pretrunigi. Sakritiba bija 100% (123 / 123; 95% CI: 97,1 — 100),
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kad Olerup neviennozimigie rezultati nebija ieklauti analiz€, kas atspogulo normalu
klinisko praksi.

2. metozu salidzinaSanas pétijums

ST pétljuma mérkis bija demonstrét HLA aléles (A, B, C, DQ) zemas izSkirtsp&jas
tipéSanas rezultatu sakritibu, rezultatus ieglstot ar pétamajiem Olerup SSP® HLA
tipeSanas komplektiem un references One Lambda LABType SSO komplektiem. ACD
pilnasinu asins paraugi tika panemti no 95 pacientiem 3 kliniskajos centros ASV. Tika
veikta DNS ekstrahéSana, un rezultata iegutais attiritais DNS tika testéts ar petamo
Olerup SSP® un references One Lambda LabType SSO HLA metodi.

| klases alélu visparéja sakritiba bija 99,6% (278 / 279; 95% CI: 98,0 — 100). Il klase
alélu sakritiba bija 100% (94 / 94; 95% CI: 96,2 — 100).

1. tabula
Olerup SSP® un One Lambda SSO rezultatu
visparéja sakritiba | klases un Il klases aléleém.

Kopa
HLA n/N % sakritiba
lokuss (95% CI)
100
A 95/ 95 (96,2 — 100)
100
B 90/90 (96,0 — 100)
98,9
C 93/94 (94,2 — 100)
Visi
99,6
| klase_s 2781279 (98,0 - 100)
lokusi
Il klases
. 100
lokusi 94 /94
96,2 — 100
(DQ) ( )

Komplekta rezultata reproducéjamibas pétijums.

Saja pétljuma Olerup SSP® HLA tipéSanas rezultati tika salidzinati starp trim HLA
testeSanas laboratorijam, izmantojot 10 labi raksturotu DNS paraugu paneli, kura
konsensa rezultati ir ieklauti UCLA HLA DNS banka HLA | klasei (A, B un C), plasi
izplatitam Il klases alélem (DRB1*, DRB3*/DRB4*/DRB5* un DQB1*) un mazak
pétitam Il klases alélem (DQA1*, DPA1* un DPB1%).
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2.tabula. Olerup SSP® HLA komplekta reproducéjamibas pétijuma rezultatu
kopsavilkums

TipésSanas precizitate %
n/N
HLA aléles veids 95% tic. intervals (LL, UL)
Neviennozimigais Neviennozimigais
rezultats, kas tika rezultats, kas tika
novértéts ka novértéts ka nenoteikts
pretrunigs un tika izslégts no
analizes
| klases zemas 98,3 100
izSkirtspéjas (59/60) (59/59)
(A un B kopa) 91,1, 100 93,9, 100
| klases augstas 94,7 98,6
izSKirtspéjas (142/150) (142/144)
(A, B un C kopa) 89,8, 97,7 95,1, 99,8
Il klases zemas 100 100
iz8kirtspéjas (DRB1* un (60/60) (60/60)
DRB3*/DRB4*/DRB5*) 94,0, 100 94,0, 100
Il klases augstas 98,3 100
izSkirtspéjas — plasi (118/120) (118/118)
izplatitas aléles (DRB1*, 94,1, 99,8 96,9, 100
DRB3*/DRB4*/DRB5*
un DQB1*)
Il klases augstas 83,3 86,2
izSKirtspéjas (75/90) (75/87)
Mazak pétitas aléles 74,0, 90,4 77,2,92,7
(DQA1*, DPAL1* un
DPB1*)

Saja pétijuma tika izmantots desmit (10) DNS paraugu panelis ar labi raksturotiem
HLA tipéSanas rezultatiem.

Zemaka sakritiba, kas novérota mazak pétitam |l klases augstas izSkirtspéjas alélem,
atspogulo lielaku nenoteiktibu UCLA DNS paraugu “konsensa rezultatos”, nemot véra,
ka par DQA1*, DPA1* un DPB1* alélu sekvencém ir pieejama nepilniga informacija.
9 no 11 pretrunigiem rezultatiem, kas novéroti reproducéjamibas pétijuma
(DQA1*0505 izsaukums no Olerup SSP® pret DQA1*0501 “konsensa tipésanu”) visi

In vitro diagnostikai
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tris testéSanas centri nonaca pie viena rezultata, kas norada uz konsekventu Olerup
DQA1* komplekta veiktspéju.

BIBLIOGRAFIJA

1. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DRB1*01 subtyping by allele-specific PCR-
amplification: A sensitive, specific and rapid technique. Tissue Antigens 1991: 37:
197-204.

2. Olerup O, Zetterquist H. HLA-DR typing by PCR amplification with sequence-specific
primers (PCR-SSP) in 2 hours: An alternative to serological DR typing in clinical
practice including donor-recipient matching in cadaveric transplantations. Tissue
Antigens 1992: 39: 225-235.

3. Aktuala informacija par HLA alélém ir atrodama Seit: www.ebi.ac.uk/imgt/hla

1580-LBL v02 Olerup SSP® HLA tipésanas komplekti ar Taq polimerazi In vitro diagnostikai

Parskatits 2023. gada septembris c € Lappuse 18 no 28
0197



:é CareDx

LietoSanas instrukcija

Olerup SSP® HLA tipéSanas komplekti ar Taq polimerazi

PROBLEMU NOVERSANA

fragmentu, ne
specifiskas
amplifikacijas).

Problema lemesls Riciba
Nav amplifikacijas (ne Parak mazs DNS Izmériet DNS
iekSéjas kontroles daudzumes. koncentraciju un

parliecinieties, ka
pievienotais daudzums ir
pareizs.

RNS piesarnojums var
izraisit DNS
koncentracijas
spektrofotometrisku
parvértésanu.

Uzmanigi atkartojiet DNS
ekstrahéSanu, izmantojot
Svaigi pagatavotus
Skidumus.

lesakam automatizétu
DNS ekstrahé&Sanu,
izmantojot asins sistému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

DNS satur PKR inhibitorus,
pieméram, olbaltumvielas,
etanolu (no nosédinasanas
darbibam), atlikusas
matricas no cietas fazes
DNS attiriSanas
produktiem.

Meriet DNS kvalitati.
lesakam A260/A280
attiecibu 1,6 — 2,0, mérot
ar UV spektrofotometru.
Precizi ieverojiet
piegadataja DNS
ekstrahéSanas protokolu.
Atkartoti ekstrahégjiet
DNS.

lesakam automatizétu
DNS ekstrahésanu,
izmantojot asins sistému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

DNS ir ekstrahéta no
heparinizétam asinim.

Izmantojiet
neheparinizétas asinis
vai izmantojiet
heparinizétam asinim
paredzétus DNS
ekstrakcijas protokolus.

DNS ir iz8kidinata
buferskiduma, kas satur
EDTA.

Atkartojiet DNS
ekstrahéSanu un
atSkaidiet DNS,
izmantojot dH20.
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Probléema

lemesls

Riciba

Turpinajums:

Nav amplifikacijas (ne
iekSéjas kontroles
fragmentu, ne
specifiskas
amplifikacijas).

Nejausa balinataja
ievadiSana testa.

Parskatiet zonas, kuras
varétu bis ievadits
balinatajs.

Komplekti nav uzglabati
atbilstoSa temperatira.

Uzglabajiet komplektus -
20 °C temperatara.

Amplifikators nedarbojas
pareizi.

Kalibréjiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, ko ikdiena
izmanto PKR-SSP
tipéSanai, jakalibré ik péc
6—12 ménesSiem.

Nepietiekama amplifikatora
sildiSanas bloka un SSP
tip€Sanas paplates
saskare.

Izmantojiet pareizo
paplati/turétaju 0,2 ml
plansienu reakcijas
iedobém, skatiet
amplifikatora
rokasgramatu.

Nejausa amplifikacijas
klime (partraukumi).

Ja PKR pléves/PKR
stobrinu vacini nav ciesi
aizverti, notiks
iztvaikoSanas un
amplifikacijas klime.

Parliecinieties, ka PKR
pléves/visi stobrinu vacini
ir ciesi aizverti. Uz
piellméjamam PKR
plévem var uzlikt
spiedoso spilventinu
Olerup SSP®
Compression Pad
(produkta Nr. 103.505-06), lai
nepielautu iztvaikoSanos
termiskas cikléSanas
laika.

Kladas, veicot uzneSanu uz
gela.

Parbaudiet, ka ir
piepildits pareizs iedobju
skaits un katra iedobé
atrodas aptuveni vienads
PKR maisijuma
daudzums.

Nekalibrétu pipesu

Regulari kalibréjiet visas

lietoSana. pipetes saskana ar
piegadataja
ieteikumiem.

PipetéSanas kl|udas. Rapigak veiciet
pipetésanu.

Pirms lietoSanas Master
Mix un DNS paraugs nav
pareizi samaistti.

Pirms lietoSanas atri
samaisiet, izmantojot
virpulmikseri. Més
iesakam veikt maisiSanu
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Probléema

lemesls

Riciba

ar virpulmikseri péc
katras rindas.

ledobés pievienots
nevienmérigs DNS-master
mix maisijuma tilpums.

Rupigak veiciet
pipetésanu.

Vaji iekséejas kontroles
fragmenti.

Piesarnota DNS.

Mériet DNS kvalitati.
Attiecibai A2s0/280, mérot
ar UV spektrofotometru,
jabat 1,6 — 2,0.

RNS piesarnojums var
izraistt DNS
koncentracijas
spektrofotometrisku
parvértésanu.
Degradéta DNS izraisa
izsmérésanos gela
joslas.

Uzmanigi atkartojiet DNS
ekstrahédanu, izmantojot
svaigi pagatavotus
Skidumus.

lesakam automatizétu
DNS ekstrahésanu,
izmantojot asins sistému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Parak mazs DNS
daudzums.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet uz 30 ng/ul
vai 15 ng/ul ar QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System ekstrahétajam
DNS.

RNS piesarnojums var
izraistt DNS
koncentracijas
spektrofotometrisku
parvértésanu.

Degradéta DNS izraisa
izsmérésanos gela
joslas.

Uzmanigi atkartojiet DNS
ekstrahédanu, izmantojot
svaigi pagatavotus
Skidumus.
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lemesls

Riciba

lesakam automatizétu
DNS ekstrahésanu,
izmantojot QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

Turpinajums:
Vaji ieksSéjas kontroles
fragmenti.

Parak augsta hibridizacijas
temperatdra, amplifikators
nav kalibréts.

Kalibrejiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, ko ikdiena
izmanto PKR-SSP
tipeSanai, jakalibrée ik péc
6—12 ménesSiem.

PKR Master Mix tika
uzglabats +4 °C
temperatara ilgak neka
2 nedélas.

Pareizi uzglabajiet PKR
Master Mix.

Nespecifiska
amplifikacija (garuma
markieri vai
izsméresana).

Parak liela DNS parauga
izmantoSana.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet uz 30 ng/ul
vai 15 ng/pl ar QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System ekstrahétajam
DNS.

Daziem praimeru
Skidumiem ir lielaka
tendence izraisit
nespecifisku
amplifikaciju, skatiet
piezimes katra partijai
specifiska specifitates
tabula.

Piesarnota DNS.

Interpretéjot iegutos
rezultatus, visi fragmenti,
kas lielaki par iek$€jas
kontroles fragmentu, nav
janem vera.

Parbaudiet DNS kvalitati.
Atkartojiet DNS
ekstrahésanu.

lesakam automatizétu
DNS ekstrahésanu,
izmantojot asins sistému
QIAGEN EZ1 DSP DNA
Blood System.

Daziem praimeru
Skidumiem ir lielaka
tendence izraisit
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Probléema

lemesls

Riciba

nespecifisku
amplifikaciju, skatiet
piezimes katra partijai
specifiska specifitates
tabula.

Arvien vajaki
amplifikacijas signali
laika gaita.

Etidija bromida agarozes
gela iekrasojosais Skidums
Ir vecs.

Pagatavojiet svaigu
etidija bromida skidumu,
lai sasniegtu labaku
agarozes gela
iekraso$anu un labaku
signalu. Ja agarozes gels
ir normali iekrasots,
praimeru makonus ir

viegli noteikt.
Viena no UV lampam ir Parbaudiet UV
bojata. apgaismojuma

aprikojumu. Ja ar UV
apgaismojumu Vviss ir
kartiba, praimeru
makonus ir viegli noteikt.

Izmantots parak mazs DNS
paraugs.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet uz 30 ng/ul
vai 15 ng/pl ar QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System ekstrahétajam
DNS.

Parak augsta hibridizacijas
temperatira, amplifikators
nav kalibréts.

Kalibrejiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, ko ikdiena
izmanto PKR-SSP
tipeSanai, jakalibre ik péc
6—12 ménesSiem.

Savadi amplifikacijas
modeli.

Tiek izmantota nepareiza
partijai specifiska
interpretacijas tabula /
darblapa.

Parbaudiet izmantota
produkta partijas numuru
un

izmantoto interpretacijas
tabulu / darblapu.

Nepareiza seciba, veicot
uzneSanu uz gela.

Parbaudiet maisijumu un
gela joslu izvietojumu.

Amplifikacijas modelis
satur klGdaini pozitivu
elementu.

Skatiet talak.
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Amplifikacijas modelis
satur kladaini negativu
elementu.

Skatiet talak.

Klidaini pozitivas
amplifikacijas.

DNS piesarnojums.

Izmantojiet cimdus,
pipetes uzgalus ar
barjeram (filtra
aizbazniem), ka ari
apstradi pirms un péc
PKR veiciet dazadas
telpas.

NodrosSiniet precizu visu
paraugu apstradi visos
pOsSMos.

Parbaudiet, vai nav
piesarnojuma, izmantojot
Olerup SSP® Wipe Test
komplektu.

Piesarnota DNS.

Meriet DNS kvalitati.
Precizi ieverojiet
piegadataja DNS
ekstrahéSanas protokolu.
Izméginiet citas DNS
ekstrahéSanas sistémas.
Atkartoti ekstrahégjiet
DNS.

lesakam automatizétu
DNS ekstrahésanu,
izmantojot QIAGEN EZ1
DSP DNA Blood System.

Parak liela DNS parauga
izmantoSana.

Izmériet DNS
koncentraciju un
noreguléjiet uz 30 ng/ul
vai 15 ng/ul ar QIAGEN
EZ1 DSP DNA Blood
System ekstrahétajam
DNS.

Parak zema hibridizacijas
temperatira.

Kalibréjiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, ko ikdiena
izmanto PKR-SSP
tipéSanai, jakalibre ik péc
6—12 ménesSiem.

Parmeriga aizkave starp
PKR iestatiSanu un

Nepielaujiet vairak neka
5 minGsSu aizkavi pirms
termiskas cikléSanas.
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Klidaini pozitivas
amplifikacijas.

daudzuma izmantoSana.

Probléema lemesls Riciba
termiskas cikléSanas
saksanu.
Aizkave starp tipé€Sanas Izmantojiet ieprieks
paplates ievietoSanu sasilditu amplifikatoru.
amplifikatora un cikleSanas
saksanu.

Turpinajums: Parak liela etidija bromida |lzmantojiet ieteicamo

etidija bromida
daudzumu.

Artefakta ka specifiskas
joslas nepareiza
interpretacija.

Parbaudiet pareizu joslas
izmeéru partijai specifiska
interpretacijas tabula /
darblapa un specifitates
tabula un piezimes.

Amplifikacijas modelis
satur kladaini pozitivu
elementu.

Parbaudiet, vai visam
specifiskam
amplifikacijam ir pareizs
izmérs un vai artefakts
(parneSana, praimera
dimérs) netika nepareizi
interpretéts ka
amplifikacija.

Nepareiza seciba, veicot
uzneSanu uz gela.

Parbaudiet maisijumu un
gela joslu izvietojumu.

Klidaini negativas
amplifikacijas.

Amplifikators nav pareizi
kalibréts.

Kalibréjiet amplifikatoru
un parbaudiet PKR
programmu.
Amplifikators, ko ikdiena
izmanto PKR-SSP
tip€Sanai, jakalibré ik péc
6—12 ménesSiem.

Ja atkartota kalibréSana
neatrisina problému,
veiciet testa atkartotu
tipeSanu, izmantojot
references paraugu ar
tadu pasu specifitati. Ja
tiek apstiprinats negativs
rezultats, sazinieties ar
klientu atbalsta dienestu.

Nepareiza seciba, veicot
uznesSanu uz gela.

Parbaudiet maisijumu un
gela joslu izvietojumu.
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lemesls

Riciba

Visparéejas probléemas ar
gelu (izpladis gels un/vai
izsmerétas joslas).

Degradéjies DNS paraugs.

Gela joslas paradas ka
izsméreta vieta. lzdaliet
DNS no svaiga parauga.

Daudz svitru nejausas
iedobés.

Nevienmériga DNS
suspendésana. Pirms
alikvotas panems$anas
parliecinieties, ka DNS
paraugs ir izSKidinats.

DNS paraugu ar
virpulmaisitaju.

PKR produkts izpltda ara
no iedobes.

Uzmanigi savietojiet
pipetes uzgalus ar gela
iedobém un dozégjiet leni.

Elektroforézes
buferskidums varétu bat
parak silts.

Pagatavojiet jaunu TBE
buferskidumu.

Izpildiet ar mazaku
spriegumul.

Tika izmantots agarozes
gels ar nepareizu
procentualo attiecibu.

Parliecinieties, ka tiek
izmantots ieteicamais 2%
agarozes gels.

Agaroze nav pilnigi

Islaicigi uzvariet, lai

izSkidinata. agaroze izkdstu.
Nepareiza TBE Izmantojiet ieteicamo 0,5
koncentracija. x TBE koncentraciju.

Geli ir tikko pagatavoti.

Geli bis gatavi lietoSanai
tikai 15 minates péc
lieSanas.

Geli ir parak veci.

Nepagatavojiet gelus
parak agri.

lzmantotajai gela kemmei
ir parak biezas spraugas.

Izmantojiet planas
kemmes (4 x 1 mm).

Gela paplate nelaiz cauri
UV gaismu.

Pirms apskates iznemiet
gelu no gela paplates.

Gela attéls ir parak spilgts.

Parak liela etidija
bromida daudzuma
izmantoSana.
Parbaudiet kameras
iestatijumus.

Gela attéls ir parak tumss.

Izmantojiet ieteicamo
etidija bromida
daudzumu.
Parbaudiet kameras
iestatijumus.
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Probléema

lemesls

Riciba

Visparéejas probléemas ar
kladaini negativu
amplifikaciju vai tadas
pasas problémas, kas
atkarigas no izpildita

Temperatiras izmainu
atruma iestatijums ir parak
augsts.

Olerup SSP komplekti ir
validéeti, izmantojot
GeneAmp 9700
amplifikatoru komplektu
rezimam 9600 un

cikla ProFlex ar temperatiras
izmainu atrumu 3 °C/s.
Augstaks temperatiaras
izmainu atrums par So
var ietekmét tipésanas
rezultatus.

SAJA DOKUMENTA/PRODUKTA IZMANTOTAS PREGU ZIMES

Olerup SSP?® ir CareDx AB registréta preéu zime.
Qiagen™ ir QIAGEN precu zime.

GARANTIJA

CareDx AB sakotnéjam pircéjam sniedz savu produktu garantiju attieciba uz materialu
un razoSanas defektiem, pastavot normalas izmantoSanas un pielietojuma mérkim.
CareDx AB vienigais pienakums S§is garantijas ietvaros ir nomainit bez maksas
jebkuru produktu, kas neatbilst produkta specifikacijas lapa noraditajiem veiktspéjas
standartiem.

ST garantija attiecas tikai uz produktiem, kas apstradati un uzglabati saskana ar
CareDx AB ieteikumiem, un neattiecas uz produktiem, kas ir bijusi mainiti, nepareizi
vai launpratigi izmantoti.

Visas prasibas saskana ar So garantiju nositamas CareDx AB rakstiski, tam
pievienojot pircéja rékina kopiju. ST garantija aizstaj visas citas garantijas, tiesi vai
netiesSi izteiktas, ieskaitot garantijas par piemeérotibu pardoSanai un piemérotibu
noteiktam mérkim. CareDx AB nekada gadijuma nav atbildigs par nejausiem vai
netieSiem zaudéjumiem.

So produktu nedrikst parveidot, parpakot vai pardot talak jebkada veida bez CareDx
AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm (Zviedrija) rakstiskas piekriS8anas.

Ar visiem paraugiem jastrada ta, it ka tie varétu parnésat slimibu. Visi darbi javeic,
izmantojot cimdus un atbilstoSu aizsardzibu.

GALVOJUMS

CareDx AB garanté, ka praimeriem Olerup SSpP® tipéSanas paplatés ir darblap3,
lietoSanas instrukcijas partijai specifiskajas specifitates un interpretacijas tabulas
noraditas specifitates.

1580-LBL v02 Olerup SSP® HLA tipésanas komplekti ar Taq polimerazi

Ce

0197

In vitro diagnostikai

Parskatits 2023. gada septembris Lappuse 27 no 28



& CareDx'
LietoSanas instrukcija
Olerup SSP® HLA tipéSanas komplekti ar Taq polimerazi
ADRESES:

Razotajs:

CareDx AB, Franzéngatan 5, SE-112 51 Stockholm, Zviedrija
Talr.: +46-8-508 939 00

Fakss: +46-8-717 88 18

E-pasts: orders-se@caredx.com

Timekla vietne: www.caredx.com

Izplatitajs:
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Fakss: +46-8-717 88 18
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CareDx Lab Solutions Inc., 901 S. Bolmar St., Suite R, West Chester, PA 19382
Talr: 1-877-653-7871

Fakss: 610-344-7989
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Timekla vietne: www.caredx.com

CareDx Pty Ltd., 20 Collie Street, Fremantle WA 6160, Australija
Talr.: +61 8 9336 4212

E-pasts: orders-aus@caredx.com

Timekla vietne: www.caredx.com

Pilnvarotais parstavis:

Qarad Suisse S.A., World Trade Center, Avenue Gratta-Paille 2, 1018 Lausanne,
Sveice.

CHRN: CHRN-AR-20002058

Lai iegltu informaciju par CareDx izplatitajiem visa pasaulg, sazinieties ar CareDx AB.

1580-LBL v02 ir partulkots no anglu valodas pamatteksta 0192-LBL vO7 Olerup SSP® HLA tipéSanas
komplekti ar Taq polimerazi.

Izmainas versija 0192-LBL vO7 salidzinajuma ar 0192-LBL vO06:
1. Sveices pilnvarota parstavja pievienosSana.
2. GelRed pievienoSana sadalai B. nepiecieS8amie materiali, kas netiek piegadati.
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