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1. Paredzeétais lietojums

Lieto$anai in vitro diagnostika. RIDAPUNITY EHEC/EPEC tests, kas ir izpildams
RIDA®PUNITY platforma, ir multipleksa reallaika PKR tie$ai kvalitativai EHEC, STEC,
EPEC un EIEC/Shigella spp. virulences faktoru DNS noteikSanai neapstradatos
cilveka fe€u paraugos no cilvékiem ar akita gastroenterita pazimém un simptomiem.
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC tests palidz veikt E. coli infekciju (EHEC, EPEC, STEC un
EIEC/Shigella spp.) diferencialdiagnostiku pacientiem ar gastroenterita simptomiem
kopa ar citam kliniskam un laboratoriskam atradém.

Negativi rezultati neizslédz inficeSanos ar E. coli (EHEC, EPEC, STEC vai
EIEC/Shigella spp.) un nav izmantojami ka vienigais pamats diagnozes noteikSanai.

Izstradajums paredzéts profesionalai lietoSanai.

2. Kopsavilkums un skaidrojums par testu

Caurejas slimibas ir batiska veselibas probléema, kas skar aptuveni 1,7 miljardus
bérnu gada visa pasaulé!’). Saskana ar Pasaules Veselibas organizacijas (PVO)
datiem Sis slimibas ir otrais bieZzakais naves célonis bérniem vecuma lidz 5 gadiem,
jo Tpasi jaunattistibas valstis, un naves gadijumu skaits gada ir aptuveni 525 000",
Viens no biezakajiem caurejas slimibas baktériju patogéniem ir Escherichia coli.??)

E. coli ir gramnegativa, laktozi fermentéjosa, kustiga baktérija, kas pieder
Enterobacteriaceae dzimtai. ST baktérija parasti dzivo kunga-zarnu trakta, tacu ta var
art izraisit caurejas slimibas ar augstu saslimstibu un mirstibu bérniem, jo 1pasi
jaunattistibas valstis. Pamatojoties uz baktérijas virulences Tpasibam, epidemiologiju
un kltniskajam izpausmeém, tika noteiktas Sadas caureju izraiso$as E. coli klases:
enteropatogéna E. coli (EPEC), enterotoksigéna E. coli (ETEC), enterohemoragiska
E. coli (EHEC), enteroinvaziva E. coli (EIEC) un enteroagregativa E. coli (EAEC).
Visus $os E. coli caurejas patotipus var parnest ar fécém vai orali.®

Salidzinot ar paréjam zarnu patogénajam E. coli, bitiskaka ir enterohemoragiska

E. coli (EHEC). ST ir Siga toksinu un verotoksinu producéjo$o E. coli (STEC vai
VTEC attiecigi) apaksSgrupa. STEC patogenitati var izsekot I1dz tas spé&jai kolonizét
zarnas, pielipot zarnu epitélija Stnam. Péc kolonizacijas baktérijas spéj producét
divus citotoksinus: verotoksinu 1 un verotoksinu 2. Ta ka verotoksini ir lidzigi
Shigella dysenteriae Siga toksinam, VTEC dévé ari par STEC. Citi svarigi
diagnostiskie EHEC patogenitates faktori ir ne tikai stx1/stx2 (Siga toksina géni), bet
arT eae géns (E. coli piesaistes un izdaliSanas géns), kas kodé intiminu - membranas
proteinu. Sis membranas proteins ir atbildigs par patogéna piesaisti$anu zarnu
epitélija $anam.® Kliniskie simptomi, ko EHEC/STEC var izraistt cilvékiem, svarstas
no asinainas caurejas [1dz hemolitiski urémiskajam sindromam (HUS).? ® Infekcijas
avoti galvenokart ir piesarnota partika, un EHEC/STEC infekcijas izraisiSanai pietiek
ar mazak neka 1000 baktériju. Lidz Sim bridim nopietnakais ar partiku saistitais
STEC uzliesmojums Vacija notika 2011. gada. St uzliesmojuma laika identificéja
3816 STEC infekcijas gadijumu un 54 naves gadijumus, no kuriem 32 bija saistiti ar
HUS.®
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Enteropatogénas E. coli (EPEC) ir zinamas ka bérnu caurejas slimibu célonis, jo
Tpasi jaunattistibas valstis.® EPEC var atskirt no EHEC péc Siga toksinu
neesamibas.® Biezakie simptomi, kas saistiti ar EPEC infekciju, ir Gdenaina caureja,
sapes védera, slikta dasa, vem$ana un drudzis, bet infekcijas deva veseliem
pieaugus$ajiem ir aptuveni 108 organismu.®

Enteroinvazivas E. coli (EIEC) un Shigella spp. l1dzigi izraisa caurejas slimibas visa
pasaulé, jo Tpasi jaunattistibas valstis. Abas S1s baktérijas ir gramnegativas un ir
biokimiski un genétiski ciesi saistitas viena ar otru.©® EIEC un Shigella spp.
patogenitates pamata ir plazmidu pastarpinata invazija zarnu epitélija Stnas un to
iznicinasana. Par So procesu atbild invazijas plazmidu antigéna H géna (ipaH)
produkti. Sis géns ir bitisks EIEC/Shigella spp. noteik3anai, un tapéc $o patotipu var
atskirt no EHEC. Uzskata, ka EIEC/Shigella spp. infekciju uzliesmojumus galvenokart
izraisa uzturs, un tie izpauzas ka caureja, sapes védera, slikta di$a un drudzis.(®)

3. Testa princips

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC ir multipleksa reallaika PKR tie$ai kvalitativai EHEC,
STEC, EPEC un EIEC/Shigella spp. virulences faktoru génu noteikSanai un
diferencésanai cilvéka fécu vai kultiras paraugos.

Apstrade RIDAPUNITY sistéma ir pilnitba automatizéta. Vispirms nukleinskabes tiek
ekstrahétas, izmantojot RIDAPUNITY Universal Extraction Kit un Internal Control Kit.
Mérka sekvence vienmer tiek noteikta viensola reallaika RT-PKR formata (pat DNS
analizés), proti, viena reakcijas flakona tiek veikta reversa transkripcija (RT) un
sekojo3a PKR. Saja procesa izoléta RNS (ja klatesosa) tiek transkribéta
komplementaraja DNS ar reversas transkriptazes palidzibu. Virulences faktoru
Stx1/stx2, eaeun ipaH specifiskie génu fragmenti péc tam tiek pastiprinati ar reallaika
PKR.

Pastiprinatas mérka sekvences tiek noteiktas, izmantojot hidrolizes zondes, kas
viena gala ir markétas ar nomacéju, bet otra - ar fluorescéjosu zinojoso krasvielu
(fluoroforu). Mérka sekvences klatbitné zondes hibridiz&jas ar amplikonu.
Pagarinasanas laika

Taq polymerase atdala zinotaju no nomacéja. Zinojosa krasviela izstaro
fluorescéjosu signalu, ko uztver reallaika PKR instrumenta optiska iekarta.
FluorescéjoSais signals pastiprinas Iidz ar izveidoto amplikonu daudzumu.
RIDA®UNITY Internal Control Kit jaizmanto vienlaicigi, lai varétu parbaudit paraugu
sagatavoSanu un/vai iesp&jamo PKR inhibiciju.
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4. Nodrosinatie reagenti

Ar komplekta esosajiem reagentiem pietiek 96 noteik§anas reizém®*.

1. tabula. NodroSinatie reagenti

UNZ2205RM . . dzeltens, gatavs

| Reaction Mix | 1935 L | e
UNZ2205EM . sarkans, gatavs

| Enzyme Mix| 1 350 ub lietoSanai
UNZ2205PC | | Positive Control | 1% 200 pL | zils, gatavs lietoSanai
UNZ2205NC | | Negative Control | 1 x 450 pL | balts, gatavs lietoSanai

* Atkartotas lietoSanas gadijuma un mazakas sérijas reakciju skaits var bit mazaks.

5. Noradijumi par glabasanu

- Ladzu, ieverojiet 2. tabula sniegtos noradijumus. Novietojiet komplektu glabasanai
uzreiz péc lietoSanas saskana ar sniegtajiem noradijumiem.

- Visi reagenti jauzglaba no -16 °C Iidz -28 °C temperatdra, sargajot no gaismas, un,
ja tie nav atverti, tos var lietot [idz deriguma termina beigam, kas noradits uz
etiketes. Péc deriguma termina beigam kvalitates garantija vairs nav spéka.

- Visi reagenti pirms lietoSanas uzmanigi jaatkausé (pieméram, ledusskapi 2 - 8 °C
temperatdra).

- Testa veiktspéja netiek ietekméta lidz 8 atkartotas sasaldéSanas un atkauséSanas
reizém.

2. tabula. Glabasanas nosacijumi un informacija

Glabasanas
temperatira

neatverts no -16 °C Iidz -28 °C

Maksimalais glabasanas laiks

Drikst izmantot l1dz noraditajam
deriguma termina beigu datumam.

atverts no -16 °C lidz -28 °C 8 sasaldéSanas un atkausésanas cikli
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6. NepiecieSamie, bet komplekta neieklautie reagenti

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time RT-PCR tests ir paredzéts lieto$anai

tikai RIDAPUNITY sistéma. Pareizai lietoSanai absolGti nepiecieSami talak noraditie

izstradajumi.

6.1. Reagenti

Lai veiktu RIDAPUNITY EHEC/EPEC testu, ir nepiecie$ami talak noraditie reagenti.

| Reagenti ____[Precesnumurs |

RIDA®PUNITY Universal Extraction Kit (R-Biopharm AG) UNO0001
RIDAPUNITY Internal Control Kit (R-Biopharm AG) UNO0010

6.2. Laboratorijas aprikojums

Lai veiktu RIDAPUNITY EHEC/EPEC testu, ir nepiecieSams talak noraditais
aprikojums.

RIDA®PUNITY sistéma, preces numurs: ZUNITY (R-Biopharm AG)

RIDA®PUNITY paligmateriali (uzgali, plates, reakcijas flakoni, pléves). Informaciju
par paligmaterialu pasatiSanu skatiet RIDAPUNITY sistémas lietoSanas
instrukcija.

Virpulmaisitajs

Galda centrifiga

Vienreiz lietojamie cimdi bez pulvera

Aréjais amplifikators (iesp&jams sistémas uzlabojums)

CFX96™ Dx (Bio-Rad)

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC komplektu var izmantot kopa ar citiem saderigiem
amplifikatoriem. Citiem reallaika PKR instrumentiem nepiecieSama lietotaja
verifikacija/validacija. Lai parbauditu saderibu, ltdzu, sazinieties ar R-Biopharm AG
pa e-pastu pcr@r-biopharm.de.
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7. Bridinajumi un piesardzibas pasakumi lietotajiem

LietoSanai in vitro diagnostika.

So testu drikst veikt tikai kvalificéti laboratorijas darbinieki. levérojiet vadlinijas
darbam medicinas laboratorijas.

Veicot So testu, vienmér ieverojiet lietoSanas rokasgramata sniegto informaciju.
Paraugus vai reagentus nedrikst iepilinat no pipetes, pasot ar muti. Izvairieties no
saskares ar bojatu adu un glotadu.

Rikojoties ar reagentiem un paraugiem, izmantojiet individualos aizsarglidzeklus
(atbilstoSus cimdus, laboratorijas halatu, aizsargbrilles) un péc testa nomazgajiet
rokas.

Nesmékéjiet, neédiet un nedzeriet vietas, kur tiek apstradati paraugi.

Nepielaujiet paraugu un komplekta komponentu piesarnoSanu ar mikrobiem un
nukleazém (DNase/RNase).

Kliniskie paraugi jauzskata par potenciali infekcioziem un atbilstoSi jautilize, tapat ka
visi reagenti un materiali, kas nonak saskaré ar potenciali infekcioziem paraugiem.
Nemainiet un nejauciet viena komplekta komponentus (Reaction Mix, Enzyme Mix,
Positive Control, Negative Control) no vienas komplekta partijas ar citas partijas
komponentiem.

Testa komplektu var izmantot 8 nedélas péc pirmas atvérSanas (komplektu var
atkartoti ieladét Iidz 6 reizém). Nelietojiet komplektu péc deriguma termina beigu
datuma. STs specifikacijas parbauda art RIDAPUNITY sistéma.

Lietotajiem ir pienakums nodrosinat visu reagentu un materialu pareizu utilizaciju péc
to lietoSanas. Utilizacija javeic saskana ar attiecigaja valsti spéka esoSajiem
noteikumiem.

Detalizéta informacija par droSibas datu lapu (Safety Data Sheet, SDS) ir atrodama
ar preces numuru vietné https://clinical.r-biopharm.com/search/.

Lietotajiem Eiropas Savieniba: zinot R-Biopharm AG un attiecigajam valsts iestadém
par visam nopietnajam nevélamajam blakusparadibam, kas saistitas ar So
izstradajumu.

ST produkta drosuma un veiktspéjas kopsavilkums (SSP) bis pieejams vietné
https://ec.europa.eu/tools/eudamed, tiklidz tiks izveidota Eiropas Medicinisko iericu
datubaze (EUDAMED). Datu baze meklgjiet ierici, izmantojot UDI-DI, kas atrodas uz
ierices aréja iepakojuma.

6 2022-06-14 RIDA®UNITY EHEC/EPEC



8. Paraugu nemsana un glabasana

leteicams izmantot svaigu paraugu materialu, lai nodroSinatu labako iesp&jamo
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC analizes veiktspéju.

Izvairieties no atkartotas parauga sasaldéSanas un atkauséSanas.

FéCu paraugus nedrikst ievietot transportéSanas konteineros, kas satur
transportéSanas barotnes ar konservantiem, dzivnieku serumus, metala jonus,
oksidétajus vai mazgasanas Iidzeklus, jo $adas vielas var traucét RIDA®UNITY testu
darbibu.

Lai izvairitos no atkartotas atkauséSanas un sasaldéSanas, ieteicams sagatavot
paraugu alikvotas dalas. Sasaldétie paraugi ir jaatkausé tiesi pirms ekstrakcijas, lai
nepielautu nukleinskabju noardisanos.

levérojiet 3.-6. tabula sniegtos paraugu glabasanas noradijumus.

3. tabula. Paraugu glabasana. EHEC noteikSana

Sakotnéjie paraugi - feces
20-25 °C 2-8 °C -20 °C/-80 °C
<7 dienas <7 dienas < 6 ménesi

Sakotnéjie paraugi - kultara |

20-25 °C 2-8 °C -20 °C/-80 °C
<1 diena < 1 diena -
Eluata (no fécém vai kultiaras)
30 °C 2-8 °C -20 °C
< 24 stundas < 36 stundas < 7 dienas

Uzglabajot -20 °C/-80 °C temperatara, atkartota fecu parauga
sasaldesana/atkausésana lidz 5 reizém neietekmé testa ipasibas.

Uzglabajot -20 °C temperatira, eluata (no féecém vai kulttras) atkartota
sasaldéSana/atkausésana lidz 3 reizém neietekmé testa Tpasibas.

Neaudzéjiet kultiras no iepriek$ sasaldétam féceém, jo sasaldéSana batiski ietekmé
patogénu augSanas ipasSibas, un tas var izraisit klidaini negativus rezultatus.
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4. tabula. Paraugu glabasana. STEC noteikSana

Sakotneéjie paraugi - feces

20-25 °C 2-8 °C -20 °C/-80 °C

< 7 dienas < 7 dienas < 6 ménesi
Sakotnéjie paraugi - kultara |

20-25 °C 2-8 °C -20 °C/-80 °C

<1 diena < 1 diena -
Eluata (no fécém vai kultiuras)

30 °C 2-8 °C -20 °C

< 24 stundas < 36 stundas < 7 dienas

Uzglabajot -20 °C/-80 °C temperatara, atkartota fecu parauga
sasaldéSana/atkausésana Iidz 5 reizém neietekmé testa Tpasibas.

Uzglabajot -20 °C temperatira, eluata (no féecém vai kulttras) atkartota
sasaldéSana/atkausésana lidz 3 reizém neietekmé testa Tpasibas.

Neaudzéjiet kultiras no iepriek$ sasaldétam féceém, jo sasaldéSana batiski ietekmé
patogénu augSanas ipasibas, un tas var izraisit kludaini negativus rezultatus.

5. tabula. Paraugu glabasana. EPEC noteikSana
Sakotneéjie paraugi - feces
20-25 °C 2-8 °C -20 °C/-80 °C
<7 dienas <7 dienas < 6 ménesi

Sakotnéjie paraugi - kultiira

20-25 °C 2-8°C -20 °C/-80 °C
<1 diena <1 diena -

Eluata (no fecém vai kulturas)
30 °C 2-8 °C -20 °C

< 24 stundas < 36 stundas < 7 dienas

Uzglabajot -20 °C/-80 °C temperatira, atkartota fecu parauga
sasaldéSana/atkausésana Iidz 5 reizém neietekmé testa Tpasibas.

Uzglabajot -20 °C temperatira, eluata (no féecém vai kulttras) atkartota
sasaldéSana/atkausésana lidz 3 reizém neietekmé testa Tpasibas.

Neaudzéjiet kultiras no iepriek$ sasaldétam fécem, jo sasaldéSana batiski ietekmé
patogénu augSanas ipasibas, un tas var izraisit kludaini negativus rezultatus.
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6. tabula. Paraugu glabasana. EIEC/Shigella spp. noteikSana

Sakotneéjie paraugi - feces
20-25 °C 2-8 °C -20 °C/-80 °C
<1 diena <7 dienas < 6 ménesi

Sakotneéjais paraugs - kultura |

20-25 °C 2-8 °C -20 °C/-80 °C
- < 1 diena -
Eluata (no fécém vai kultiuras)
30 °C 2-8 °C -20 °C
< 24 stundas < 36 stundas < 7 dienas

Uzglabajot -20 °C/-80 °C temperatara, atkartota fecu parauga
sasaldéSana/atkausésana Iidz 5 reizém neietekmé testa Tpasibas.

Uzglabajot -20 °C temperatira, eluata (no féecém vai kulttras) atkartota
sasaldéSana/atkausésana lidz 3 reizém neietekmé testa Tpasibas.

Neaudzéjiet kultiras no iepriek$ sasaldétam féceém, jo sasaldéSana batiski ietekmé
patogénu augSanas ipasibas, un tas var izraisit kludaini negativus rezultatus.

8.1.DNS sagatavosana no fec¢u un kultiras paraugiem

Lai izolétu DNS no fééu un kultdras paraugiem, izmantojiet RIDAPUNITY Universal
Extraction Kit. levérojiet pareizas procediras, kas aprakstitas RIDAPUNITY Universal
Extraction Kit lietoSanas instrukcija (sadala “Nukleinskabju sagatavoSana no fécu
paraugiem”, sadala “Nukleinskabju sagatavoSana no kultiras paraugiem”).
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9. Testa procedira

LietoSanas sakuma ievietojiet RIDA®UNITY EHEC/EPEC paraugus un reagentus
RIDAPUNITY sistéma.

Pirms tam atbilstosi sajauciet | Reaction Mix |, | Negative Control | un

| Positive Control |, izmantojot virpulmaisitaju. Nemaisiet | Enzyme Mix | virpulmaisitaja.
Péc tam 1si centrifuggjiet visus komponentus.

Parbaudamo paraugu PKR stobrini ieprieks janovieto ieblvétaja PKR amplifikatora.
Pareizai reagentu un paligmaterialu ievietoSanai sistéma ir pieejami turétaiji.
Informaciju par ievieto$anas procesu skatiet RIDAPUNITY sistémas instrukcijas.
levérojiet attiecigos RIDA®PUNITY sistémas rokasgramatas punktus (sadala: Cikla
veikSana).

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testu var izmantot tikai kopa ar RIDA®UNITY Internal
Control Kit. Tas lauj agrini atpazit iespéjamo PKR inhibiciju, parbaudit reagentu
integritati un apstiprinat veiksmigu nukleinskabju ekstrakciju. ST proceddra ir
aprakstita RIDA®UNITY Internal Control Kit lieto$anas instrukcija (sadala: Testa
procedura).

Automatizéta apstrade ir aprakstita RIDA®PUNITY sistémas rokasgramata (sadala:
Cikla veikSana).
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9.1.lerices iestatijumi

9.1.1. Universalais reallaika PKR profils
Lai saskanotu RIDA®UNITY analizes, RIDA®UNITY EHEC/EPEC analize tika

parbaudita universalaja profila. Tas lauj savstarpéji apvienot DNS un RNS analizes.
Tapéec kopuma universalaja profila reversa transkriptaze ir pirma.

7. tabula. Universals reéllaika PKR profils instrumentam RIDA®UNITY

Apgriezta transkriptaze

Sakotnéja denaturésana
Cikli

PKR Denaturacija

Renaturacija/pagarinasana

Temperatlras parejas atrums/
palielingjuma atrums

10 min, 58 °C

1 min, 95 °C

45 cikli

10 sek., 95 °C
15 sek., 60 °C

Maksimalais

Piezime. Renaturacija un pagarinasana notiek viena posma laika.

8. tabula. Universalais reallaika PKR profils instrumentam CFX96™ Dx

Reversa transkripcija

Sakotnéja denaturésana
Cikli

PKR Denaturacija

Renaturacija/pagarinasana

Temperatiras parejas atrums/
palielindjuma atrums

10 min, 58 °C

1 min, 95 °C

45 cikli

15 sek., 95 °C
30 sek., 60 °C

Maksimalais

Piezime. Renaturacija un pagarinasana notiek viena posma laika.

RIDA®UNITY EHEC/EPEC
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9.2 NoteikSanas kanalu iestatijums

9. tabula. Piemeérotu noteikSanas kanalu izvéle
Reallaika PKR Notelksanas
Stx1/stx2 SEEK kanals stx
R-Biopharm Internal Control HEX SEEK kanals ICD
RIDAUNITY ipaH ROX SEEK kanals ipaH
eae Cy5 SEEK kanals eae
stx1/stx2 FAM SEEK kanals stx
Bio-Rad Internal Control VIC SEEK kanals ICD
CFX96™ Dx ipaH ROX SEEK kanals ipaH
eae Cy5 SEEK kanals eae
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10. Kvalitates kontrole - reagentu nestabilitates vai deriguma termina norade

Paraugi tiek novértéti, izmantojot RIDA®PUNITY sistémas analitisko programmatdru
RIDA®SEEK. | Negative Control | un | Positive Control | jauzrada pareizie rezultati
(skattt 9. tabulu).

| Positive Control | ir 103 eksemplaru/uL koncentracija. Ta tiek izmantota kopskaita
5 x 10% eksemplaros katra PKR cikla.

| Negative Control |jau satur RIDA®UNITY Internal Control. T4 ka kontrolés nav
veidnu, mérka kanalos nav paredzami nekadi signali. Ir svarigi pozitivie signali IC
kanala, ar kuru tiek noteikta iekS€ja kontrole (skatit 10. tabulu).

10. tabula. Derigam PKR ciklam jaatbilst Siem nosacijumiem:
Paraugs Rezultats IC Ct Mérka géns Ct
Pozitiva kontrole + N/A* Skatit Certificate of
Analysis
Negativa kontrole - Ct>20 0

* Noteiktos apstaklos IC kanalam var bat pozitivs signals pozitivaja kontrol€, un tapéc tas nav
janoverte.

Ja pozitiva kontrole nav noraditaja Ct diapazona, bet negativa kontrole ir deriga,
visas PKR reakcijas, tostarp kontroles, ir jaanalizé atkartoti.

Ja negativa kontrole nav negativa, bet pozitiva kontrole ir deriga, visas PKR
reakcijas, tostarp kontroles, ir jaanalizé atkartoti.

Ja noraditas vertibas netiek iegutas, pirms testa atkartoSanas parbaudiet $adus
elementus:

- Izmantoto reagentu deriguma termins
- lzmantojama aprikojuma darbiba
- Pareiza testa procedura

Ja péc testa atkartoSanas nosacijumi joprojam netiek izpilditi, IGdzu, konsult€jieties
ar razotaju vai vietéjo R-Biopharm izplatitaju.
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11. lzvertésana un interpretacija

Paraugu novértéSana un interpretéSana tiek veikta, izmantojot RIDA®UNITY
sistémas analitisko programmatidru RIDA®SEEK.

Sobrid standartizacijai nav starptautiski atzitas atsauces metodes vai materiala.
Kontroles materiali ir metrologiski izsekojami lldz iek$éjiem R-Biopharm AG
standartiem, pamatojoties uz specifiskiem DNS amplikoniem.

Lai sanemtu plasaku informaciju par metrologisko izsekojamibu, I0dzu, sazinieties ar
R-Biopharm AG.

Noraditas veértibas, diapazoni un sikaka informacija ir atrodama pievienotaja analizes
sertifikata (Certificate of Analysis, CoA).

11. tabula. Rezultatu interpretésana*
T
stx1/stx2 ipaH eae IC  Rezultats
+ - - +/- | Nosakama STEC (EHEC)
- + - +/- | Nosakama EIEC/Shigella spp.
- - + +/- | Nosakama EPEC
+ + i +/- Nosakama STEC (EHEC) un
EIEC/Shigella spp.
+ - + +/- | Nosakama EHEC
i + + +/- Nosakama EIEC/Shigella spp. un
EPEC
+ + + +/- Nosakama EHEC un EIEC/Shigella
spp.
- - - + | Mérka géni nav nosakami
- - - - | Nederigs
*+= pozitivs
- = negativs

Likums par aizsardzibu infekcijas gadijuma (IfSG) apraksta EHEC ka Siga toksinus
producéjoso E. coli (STEC), kas ir cilvEka patogéni. Ta ka Sobrid nav iespéjams
precizi noteikt cilvéka patogéno STEC, katru STEC uzskata par iesp&jamu EHEC.®

Paraugs ir pozitivs, ja parauga DNS un | Internal Control | uzrada pastiprinajuma
signalu noteikSanas sistéma.

Paraugs tiek uzskatits par pozitivu art tad, ja parauga DNS uzrada pastiprindjuma
signalu, bet | Internal Control | pastiprindjuma signals noteik$anas sistéma nav
redzams. Saja gadijuma | Internal Control | noteik§ana nav nepiecie$ama, jo
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vaju | Internal Control | signalu vai ta neesamibu var izraisit augsta amplikonu
koncentracija.

Paraugs ir negativs, ja parauga DNS neuzrada pastiprindjuma signalu,
bet | Internal Control | pastiprindjuma signals ir redzams noteik$anas sistéma. PKR
reakcijas inhibiciju un iepriek$&ju ekstrakciju var izslégt, nosakot | Internal Control |.

Paraugs ir nederigs, ja parauga DNS un | Internal Control | neuzrada pastiprinajuma
signalu noteikSanas sistéma. Parauga ir inhibitori, vai ekstrakcijas laika radas kluda.

12

1.

10.

11.

Metodes ierobezojumi

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC tests nosaka EHEC, STEC, EPEC un EIEC/Shigella
spp. virulences faktoru DNS neapstradatos cilvéka féCu un kultiras paraugos. No
ta nevar atvasinat saistibu starp noteiktas Ct vértibas limeni un smagu klinisko
simptomu rasanos. legutie rezultati vienmer ir jainterpreté kombinacija ar visiem
klTtniskajiem simptomiem.

Diagnozi nedrikst noteikt, pamatojoties tikai uz molekularbiologiskas analizes
rezultatiem, bet vienmer ir janem véra pacienta slimibas vésture un simptomi.
Sis tests ir apstiprinats tikai automatizétai apstradei, izmantojot RIDA®UNITY
sistému.

Sis tests ir verificéts tikai fééu un kultiras paraugiem.

lzmantojot kultGras matrici, neparnesiet agara barotni PKR reakcija, jo tas var
izraisit iesp&jamu interferenci.

Nepareiza paraugu nemsana, transportésana, uzglabasana un apstrade vai
patogénu slodze, kas nesasniedz testa analitisko jutigumu, var izraisit klGdaini
negativus rezultatus.

PKR inhibitoru klatbatne var izraisit klidaini negativus vai nederigus rezultatus.
Tapat ka visiem uz PKR balstitajiem in vitro diagnostikas testiem, ir iespéjams
noteikt loti zemas mérka sekvencCu koncentracijas, kas ir zem noteikSanas
robezas (LoD 95 %). legutie rezultati ne vienmeér ir reproducéjami.

Izmantojot RIDAPUNITY EHEC/EPEC, mutacijas vai polimorfismi praimeru vai
zonzu saistvietas var traucét jaunu vai nezinamu variantu noteikSanu un izraisit
klGdaini negativus rezultatus.

Pozitivs testa rezultats neliecina par dzivotspé&jigu organismu klatbatni. Pozitivs
rezultats norada, ka ir mérka géni (EHEC, stx1/2, eae; STEC, stx1/2; EPEC, eae;
EIEC/Shigella spp., ipaH).

St analize javeic saskana ar labas laboratorijas prakses (LLP) noteikumiem.
Veicot testu, lietotajiem precizi jaievéro razotaja noradijumi.
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13. Veiktspéjas raksturlielumi

13.1. Kliniskas veiktspéjas raksturlielumi

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR tika salidzinata aréja laboratorija
ar CE markétu atsauces testu, pamatojoties uz 276 féCu paraugiem no pacientiem ar
kunga-zarnu trakta infekcijas simptomiem.

Rezultati uzrada loti augstu jutibu un specifiskumu EHEC, STEC, EPEC un
EIEC/Shigella spp. virulences faktoru noteik$ana, izmantojot RIDA®UNITY
EHEC/EPEC komplektu.

12. tabula. stx1/2 noteikSana - fécu paraugi

Atsauces PKR

Pozitivs | Negativs | Kopa
Pozitivs 122 0 122
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - stx1/2
Negativs | 5 149 154
Kopa 127 149 276
Relativais jutigums (95 % TI) 96,1 % (91,1 %—98,7 %)

Relativais specifiskums (95 % TI) 100 % (97,6 %—100 %)

13. tabula. ipaH noteikSana - féu paraugi

Atsauces PKR

Pozitivs | Negativs | Kopa
Pozitivs 65 0 65
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - ipaH
Negativs | 0 211 211
Kopa 65 211 276
Relativais jutigums (95 % TI) 100 % (94,5 %—100 %)

Relativais specifiskums (95 % TI) 100 % (98,3 %—100 %)
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14. tabula. eae noteikSana - fe€u paraugi

Atsauces PKR

Pozitivs | Negativs | Kopa
Pozitivs 179 0 179
RIDA®PUNITY EHEC/EPEC - eae
Negativs | 4 93 97
Kopa 183 93 276
Relativais jutigums (95 % TI) 97,8 % (94,5 %—100 %)

Relativais specifiskums (95 % TI) 100 % (96,1 %—100 %)

13.2. Analitiskas veiktspéjas raksturlielumi
13.2.1. NoteikSanas robeza (LoD 95 %)

Lai noteiktu LoD, tika mérits pozitivs kontroles paraugs (negativi piesatinati féCu
paraugi vai kultiras paraugs) piecos atSkaidisanas posmos (0,25 log posmos)
katram meérkim ar 20 atkartojumiem katra posma viena partija. Péc tam tika veikta
varbitibas vienibas analize. Péc tam aprékinata LoD tika apstiprinata ar

20 atkartojumiem katram mérkim uz aprékinato atSkaidiSanas posmu/koncentraciju.
TestéSanai tika izmantoti Sadi celmi:

» stx1/stx2: Escherichia coli D3509 (stx2 LoD veértiba tika noteikta, jo stx2 ir saistits
ar hemolitiski urémisko sindromu.)

* paH: Escherichia coli Fr1368

* eae: Escherichia coli DSM8695

Nosakot EHEC, STEC, EPEC un EIEC/Shigella spp. DNS ar RIDA®UNITY
EHEC/EPEC analizes palidzibu UNITY sistéma, tika noteiktas talak minétas
noteikSanas robezas (LoD).

So mérijumu rezultati ir paradtti 15. tabula.

15. tabula. RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testa noteik$anas robeZas rezultati
mérkiem stx1/2, ipaH un eae.

Faces |476 000 CFU/mL| 5300 CFU/mL | 125 000 CFU/mL

LoD
Kultdra | 2130 CFU/mL | 798 CFU/mL | 2890 CFU/mL

* CFU: Colony Forming Units

stx1/2 LoD vértiba fé€u paraugos bija 476 000 CFU/mL.

ipaH LoD vértiba fé€u paraugos bija 5300 CFU/mL.
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eae LoD vertiba fe¢u paraugos bija125 000 CFU/mL.
stx1/2 LoD veértiba kulttras paraugos bija 2130 CFU/mL.
ipaH LoD vértiba kultGras paraugos bija 798 CFU/mL.

eae LoD vertiba kulttras paraugos bija 2890 CFU/mL.

Uzlabotajai darbplGsmai, izmantojot CFX96™ Dx, $is LoD vértibas tika apstiprinatas,
pienemot, ka joprojam tiek izmantots 2-3 reizu LoD diapazons.

13.2.2. Analitiskais specifiskums
Traucéjosas vielas

PKR inhibitoru un traucéjoso vielu klatbutne var izraisit klidaini negativus vai
nederigus rezultatus. Tadél tika pétita dazadu vielu iespéjama ietekme, nemot véra
to plado lietojumu kunga un zarnu trakta infekciju gadijumos vai biezo sastopamibu
attiecigajos paraugos.

Vielas, kas potenciali varétu butiski ietekmét testa rezultatus, sakotnégji tika
parbaudttas liela koncentracija (triskarsa dienas deva vai sliktaka gadijuma imitacija)
interferences ekrana.

Netika konstatéti 16. tabula uzskaitito vielu raditi trauc&jumi.

16. tabula. Potenciali traucéjosas vielas

Potenciali traucejosa viela Koncentracija

,(O;lzzi:{t:;c;rr]r;é/;:ni;ratiopharmq3 500 mg apvalkotas tabletes 0,75 % [svars/tilpums]
Barija sulfats 18,5 % [tilpums/tilpums]
Cologran® $kidrais saldinatajs (saharins + ciklamats) 1,3 % [svars/tilpums]
Cilvéka asinis 5 % [tilpums/tilpums]
Ogles tabletes 250 mg (kokogle) 6 % [svars/tilpums]
Loperamid-ratiopharm® akut (loperamids) 0,02 % [tilpums/tilpums]
Glotas 5 % [svars/tilpums]
Stearinskabe/palmitinskabe 40 % [svarsl/tilpums]
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Krusteniskas reakcijas

Tika pétiti dazadi organismi (baktérijas, paraziti, sénites un virusi), kas parasti ir
atrodami fééu matrica. Saja testa pétitie mikroorganismi tika izvéléti, jo tie ir dabiski
sastopami fé€u paraugos vai ari izraisa atbilstoSos simptomus ka kunga un zarnu

trakta patogéni. Analizei tika izmantotas baktériju kultGras (no 10° lidz 10° CFU/mL),

SénisSu vai virusu kultdras, virusu kultdru centrifugati, izolati un konkréto organismu

LGC standarti.

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR ir specifiska EHEC, STEC, EPEC

un EIEC/Shigella spp. Krusteniskas reakcijas starp $im sugam netika konstatétas

(skatit 17. tabulu):
17. tabula.

Arcobacter butzleri

Adenovirus 40

Adenovirus 41, cilvéka, Tak celms
Aeromonas hydrophila
Astrovirus 2

Bacillus cereus

Bacteroides fragilis
Campylobacter coli
Campylobacter fetus apak$s. fetus
Campylobacter jejuni
Campylobacter lari apakss. lari
Campylobacter upsaliensis
Candida albicans

Citrobacter freundii

Clostridium bifermentans
Clostridium difficile

Clostridium novyi

Clostridium perfringens
Clostridium septicum
Clostridium sordellii
Clostridium sporogenes
Cryptosporidium muris
Cryptosporidium parvum

E. coli (O6)

Potenciali krusteniski reagéjosie organismi.

Testa rezultats*

stx1/2 ipaH eae

RIDA®UNITY EHEC/EPEC
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Entamoeba histolytica
Enterobacter cloacae
Enterococcus faecalis

Giardia intestinalis** Portland 1
Giardia intestinalis** WB Clone C6
Giardia lamblia**

Klebsiella oxytoca

Norovirus Gl

Norovirus GlI

Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa

Rotavirus

Salmonella enterica (serovar Enteritidis)

Salmonella enterica (serovar Typhimurium)

Serratia liquefaciens
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Vibrio parahaemolyticus
Yersinia enterocolitica

* - = negativs

** Giardia intestinalis un Giardia lamblia ir viens un tas pats organisms.
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13.2.3. Precizitate

RIDA®UNITY EHEC/EPEC real-time PCR testa precizitate tika noteikta talak
noraditajiem apsvérsanas limeniem.

Precizitate vienas analizes ietvaros: 5 kontroles paraugu noteikSana identiskos
apstaklos ar 20 atkartojumiem katram, izmantojot RIDA®PUNITY.

Inter Precizitate starp vairakiem testiem: 5 kontroles paraugu noteikSana 20 izpildés
pa divam reizém 10 darba dienas (2 izpildes diena), ko veic dazadi tehniskie
darbinieki reproducéjamos apstak|os.

precizitates testéSana viena testa ietvaros un starp vairakiem testiem tika veikta,
izmantojot tris dazadas partijas.

Variaciju koeficienti, kas iegdti katram mérijumam, izmantojot RIDA®UNITY
EHEC/EPEC real-time PCR testu RIDA®UNITY un CFX96™ Dx, bija 4,29 %.

18. tabula.

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testa stx1/2 precizitates rezultati no fécu
paraugiem (RIDA®PUNITY sistéma).

Starp
Ct Viena testa ietvaros Starp vairakiem testiem "Gl CLET ]
Videja partijam
veértiba / 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1.-3.
cv komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta
partija partija partija partija partija partija partija
Ct 27,8 27,7 27,4 27,8 27,7 27,6 27,7
1
(\‘{/t:() 102% | 119% | 1,11% | 325% | 319% | 318% | 3,21%
Ct 29,6 29,5 29,2 30,0 29,8 29,8 29,8
2 VK
(%) 1,07 % 0,87 % 0,85 % 2,93 % 2,66 % 2,53 % 2,711 %
Ct 29,2 29,0 28,9 30,2 30,0 30,1 30,1
3 vk
(%) 1,72 % 1,35 % 1,46 % 3,29 % 2,85 % 3,15 % 3,10 %
Ct - - - 32,0 31,7 31,6 31,8
4 WK
(%) N/A N/A N/A 2,15 % 2,23 % 2,26 % 2,28 %
Ct 32,5 31,9 32,1 - - - -
S WK
(%) 2,34 % 2,05 % 2,13 N/A N/A N/A N/A
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19. tabula.

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testa stx1/2 precizitates rezultati no fécu
paraugiem (CFX96™ Dx).

Starp

Ct Viena testa ietvaros Starp vairakiem testiem vairakam
Vidéja partijam
vertiba / 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1.-3.
Ccv komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta
partija partija partija partija partija partija partija
Ct 27,2 27 1 26,9 26,1 26,0 26,0 26,0
1
(V‘VS 082% | 1,04% | 076% | 312% | 261% | 2.64% | 2,80 %
Ct 27,6 27,2 27 1 28,1 27,5 27,5 27,7
2 VK
(%) 1,91 % 0,95 % 0,71 % 4,03 % 3,02 % 2,86 % 3,50 %
Ct 27,7 27,2 27,2 28,1 27,7 27,6 27,8
3 vk
(%) 2,34 % 0,74 % 0,95 % 4,29 % 3,11 % 2,91 % 3,54 %
Ct - - - 29,2 28,7 28,6 28,9
4 WK
(%) N/A N/A N/A 2,96 % 2,90 % 2,76 % 3,04 %
Ct 29,6 29,5 29,6 - - - -
S WK
(%) 1,52 % 1,59 % 3,43 % N/A N/A N/A N/A
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20. tabula.

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testa ijpaH precizitates rezultati no fécu
paraugiem (RIDAPUNITY sistéma).

Starp

Ct Viena testa ietvaros Starp vairakiem testiem vairakam
Vidéja partijam
vertiba / 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1.-3.
Ccv komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta
partija partija partija partija partija partija partija
Ct 25,0 24,8 24,6 25,3 25,1 251 25,2
1
(V‘VS 102% | 111% | 1,09% | 1,84% | 173% | 1,83 1,80 %
Ct 26,2 26,1 26,0 26,3 26,1 26,2 26,2
2 VK
(%) 0,81 % 0,89 % 0,90 % 1,49 % 1,39 % 1,37 % 1,40 %
Ct 25,5 25,3 254 26,2 26,1 26,1 26,1
3 vk
(%) 0,96 % 0,99 % 0,87 % 1,72 % 1,57 % 1,53 % 1,61 %
Ct - - - 27,1 27,0 27,0 27,0
4 WK
(%) N/A N/A N/A 1,44 % 1,34 % 1,45 % 1,42 %
Ct 27,4 27,4 27,3 - - - -
S WK
(%) 0,88 % 0,77 % 0,69 % N/A N/A N/A N/A
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21. tabula.

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC testa ijpaH precizitates rezultati no fécu
paraugiem (CFX96™ Dx).

Starp

Ct Viena testa ietvaros Starp vairakiem testiem vairakam
Vidéja partijam
vertiba / 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1.-3.
Ccv komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta
partija partija partija partija partija partija partija
Ct 25,1 25,0 24,8 24,4 24,4 24 .4 24 .4
1
(V‘VS 115% | 1,25% | 1,06% | 1,49% | 1,79% | 1,70% | 1,67%
Ct 25,2 25,2 25,2 25,4 25,3 254 25,4
2 VK
(%) 0,85 % 1,03 % 1,01 % 1,11 % 1,21 % 1,21 % 1,17 %
Ct 25,2 25,0 25,0 25,4 25,4 25,3 25,4
3 vk
(%) 1,04 % 1,09 % 1,14 % 1,29 % 1,46 % 1,53 % 1,43 %
Ct - - - 26,2 26,1 26,1 26,2
4 WK
(%) N/A N/A N/A 1,27 % 1,45 % 1,36 % 1,36 %
Ct 26,9 26,8 26,7 - - - -
S WK
(%) 0,89 % 0,53 % 0,70 % N/A N/A N/A N/A
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22. tabula.

RIDAPUNITY EHEC/EPEC testa eae precizitates rezultati no fécu
paraugiem (RIDAPUNITY sistéma).

Starp

Ct Viena testa ietvaros Starp vairakiem testiem vairakam
Vidéja partijam
vertiba / 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1.-3.
Ccv komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta
partija partija partija partija partija partija partija
Ct 26,2 26,3 26,0 26,4 26,5 26,5 26,5
1
(V‘VS 093% | 086% | 085% | 1,92% | 1,95% | 2.03% | 1,97 %
Ct 27,7 27,9 27,7 27,9 28,0 28,0 27,9
2 VK
(%) 0,86 % 0,92 % 0,77 % 1,85 % 1,76 % 1,75 % 1,78 %
Ct 27,0 27,0 27,2 27,8 27,9 27,9 27,9
3 vk
(%) 1,05 % 0,86 % 0,99 % 2,03 % 1,84 % 1,80 % 1,89 %
Ct - - - 28,9 29,1 291 29,0
4 WK
(%) N/A N/A N/A 1,81 % 1,78 % 1,81 % 1,80 %
Ct 29,1 29,4 29,4 - - - -
S WK
(%) 1,24 % 0,78 % 1,18 % N/A N/A N/A N/A
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23. tabula.

RIDAPUNITY EHEC/EPEC testa eae precizitates rezultati no fécu
paraugiem (CFX96™ Dx).

Starp

Ct Viena testa ietvaros Starp vairakiem testiem vairakam
Vidéja partijam
vertiba / 1. 2. 3. 1. 2. 3. 1.-3.
Ccv komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta komplekta
partija partija partija partija partija partija partija
Ct 26,5 26,6 26,5 26,3 26,4 26,4 26,4
1
(V‘VS 054% | 069% | 058% | 176% | 1,86% | 1,88% | 1,84%
Ct 27,3 27,5 27,5 27,6 27,7 27,8 27,7
2 VK
(%) 0,68 % 0,68 % 0,65 % 1,49 % 1,70 % 1,51 % 1,59 %
Ct 27,3 27,4 27,4 27,6 27,8 27,8 27,7
3 vk
(%) 0,88 % 0,74 % 0,79 % 1,66 % 1,78 % 1,85 % 1,77 %
Ct - - - 28,5 28,7 28,6 28,6
4 WK
(%) N/A N/A N/A 1,32 % 1,58 % 1,48 % 1,47 %
Ct 29,1 29,3 29,2 - - - -
S WK
(%) 0,73 % 0,55 % 0,68 % N/A N/A N/A N/A
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13.2.4. Analitiska reaktivitate

RIDA®PUNITY EHEC/EPEC multiplex real-time PCR testa reaktivitate tika parbaudtta
noteikta E. coli un Shigella celmu paneli (skatit 24. tabulu).

24. tabula. Analttiskas reaktivitates testéSana

Celms

. coli (stx1c, stx2b)

. coli (stx1a, stx2c, eae)
. coli (stx1d)

. coli (stx2a, eae)

. coli (stx2d)

. coli (stx2e)

. coli (stx2f, eae)

. coli (stx2g)

. coli O127:H6 (eae alpha)

. coli O157:H7 (eae gamma)
Shigella boydii (ipaH)
Shigella dysenteriae (ipaH)

mMmMmmMmMmmMmmMmmMmMmMmm

Shigella flexneri (ipaH)
Shigella sonnei (ipaH)

stx1/2

+ + + + + + + o+

* + = pozitivs (vismaz 2 no 3 atkartojumiem ir pozitivi)

- = negativs

RIDA®UNITY EHEC/EPEC

Rezultats*

+ + + +

ipaH eae

+
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14. Parskatito versiju vesture

Versijas numurs Sadala un apziméjums

2022-06-14 | Laidiena versija

15. Simbolu skaidrojums

Visparigi simboli

LietoSanai in vitro diagnostika
levérojiet lietoSanas instrukcijas
Sérijas numurs

Izlietot pirms

Glabasanas temperatira
Preces numurs

Testu skaits

IzgatavoSanas datums

LL<g~"B5 8

Razotajs

Testa specifiskie simboli

| Reaction Mix | Reakcijas maisTjums

| Enzyme Mix | Enzimu maisijums

| Negative Control| Negativa kontrole

| Positive Control|  Pozitiva kontrole
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