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Obecny uvod

Sada EZ1 DSP Virus Kit je ur€ena k purifikaci virovych nukleovych kyselin a bakterialni DNA z plazmy, séra, mozkomisniho moku,
stolice nasofaryngealnich tampdn(i odebranych do pfepravniho média Universal Transport Medium™ (UTM®). Technologie
magnetickych ¢astic poskytuje vysoce kvalitni nukleové kyseliny (NA), které jsou vhodné pro pfimé pouziti v navazujicich aplikacich, jako
je amplifikace PCR a qPCR. P¥istroje EZ1 a EZ2® Connect MDx provadéji v jediném cyklu v8echny kroky postupu pfipravy vzorku az
pro 6 vzork(l (pomoci zafizeni EZ1 Advanced nebo BioRobot® EZ1 DSP, ani jeden se jiz nevyrabi), aZ pro 14 vzorkd (pomoci zafizeni
EZ1 Advanced XL) nebo az pro 24 vzorkl (pomoci zafizeni EZ2 Connect MDx).

Vstupni objem vzorku Ize zvolit 100, 200 nebo 400 pl a eluéni objem NA Ize zvolit 60, 90, 120 nebo 150 pl.

Funkéni vlastnosti sady EZ1 DSP Virus Kit byly stanoveny ve studiich hodnoticich funkéni vlastnosti pomoci plazmy, séra, mozkomisniho
moku, stolice a nasofaryngealnich tampéni odebranych do UTM pro izolaci virovych NA a bakterialni DNA. Uginnost sady véak neni pro
kazdy druh viru nebo bakterie garantovana a musi byt validovana. Kazdy uzivatel je zodpoveédny za validaci funkénich vlastnosti systéma
u v8ech postuptl pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich hodnoticich funkéni viastnosti vyrobkd QIAGEN®.
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Charakteristika funkénich vlastnosti pfistroju EZ1

Poznamka: Charakteristika funk&nich vlastnosti do zna¢né miry zavisi na riznych faktorech a souvisi s konkrétni navazujici aplikaci.
Funkéni vlastnosti sady EZ1 DSP Virus Kit byly stanoveny ve spojeni s exemplarnimi aplikacemi. Metody izolace nukleovych kyselin
z biologického vzorku se vSak pouZivaji jako pfedstuper pro vice navazuijicich aplikaci. Proto je tfeba pro kazdy takovy pracovni postup
v ramci vyvoje navazujici aplikace stanovit parametry funkCnich vlastnosti, jako je vliv exogennich interferujicich latek, kfizova
kontaminace nebo presnost cyklu. Proto je povinnosti uzivatele validovat cely pracovni postup a stanovit vhodné parametry funkénich

vlastnosti.

Zakladni funkéni vlastnosti a kompatibilita s riznymi navazujicimi aplikacemi

K odbéru vzorku krve pro postup EZ1 DSP Virus je mozné pouzit rizné odbérové zkumavky a antikoagulacni pfipravky. Zakladni funkeni
vlastnosti sady EZ1 DSP Virus Kit byly hodnoceny s pouzitim 6 jednotlivych darcl pro extrakci virovych NA ze 4 riznych zkumavek pro
odbér krve. Tabulka 1 uvadi prehled zkumavek pro odbér vzork(, které byly pouzity pro hodnoceni systému. Po pfipravé plazmy nebo
séra byly vzorky obohaceny specialnim titrem viru hepatitidy C (HCV) nebo hepatitidy B (HBV). Pomoci vhodnych systéma qPCR byl
u kazdého vzorku stanoven titr viru. Prdmérné titry viru pfi pouZziti rdznych odbérovych zkumavek jsou uvedeny na Obrazku 1.

Tabulka 1. Zkumavky pro odbér krve testované se systémem EZ1 DSP Virus

Odbérova zkumavka Vyrobce Kat. ¢.* Konzervaéni latka/antikoagulant
BD™ Vacutainer® PTT BD 362788 K2EDTA - gel — plazma

BD Vacutainer K2E BD 367525 K2EDTA - plazma

S-Monovette® 9NC Sarstedt® 02.1067.001 Citrat sodny — plasma
S-Monovette Serum Gel Z Sarstedt 02.1388.001 Gel — sérum

* Katalogova ¢isla se mohou ménit. Ovéfte si je prosim u vyrobce nebo dodavatele.
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Obrazek 1. Zakladni funkéni vlastnosti pfi pouziti riznych odbérovych zkumavek a antikoagulaénich pfipravku. VVzorky krve byly odebrany od 6 zdravych darcti do
riznych typl zkumavek a byla pfipravena bud plazma nebo sérum pomoci 10 replikatt na kazdou zkumavku darce. Pouzité zkumavky jsou uvedeny v tabulce 1 (BD: Becton
Dickinson, S: S-Monovette). A: Virova DNA byla purifikovana ze vzorkd o objemu 200 pl' s eluci v 90 pl. B: Virova RNA byla purifikovana ze vzork( o objemu 200 pl s eluci

v 90 pl. Vytézky NA od kazdého darce a u kazdé zkumavky byly stanoveny analyzou gPCR. Sloupce ukazuji primérné vystupy titru viru se smérodatnou odchylkou.

Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla hodnocena pomoci adenoviru 5 jako DNA viru pfidaného do alikvotu stolice.
Testy byly provedeny se sériovym 10nasobnym Fedénim supernatantu bunécéné kultury ve stolici negativni na adenovir. Testovany byly
fady fedéni s 5 rlznymi fedénimi viru, pfiemz v kazdém bylo 10 replikatd. Virové nukleové kyseliny byly extrahovany z 200ul vzork(
(resuspendovanych 1: 10 v Buffer ASL*) a eluovany ve 120 pl. Linearni rozsah postupu EZ1 DSP Virus byl stanoven v kombinaci
s vhodnou analyzou gPCR ve srovnani s metodou extrakce DNA zaloZené na spin kolonce. (obrazek 2).

* QIAGEN GmbH, kat. ¢. 190822
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Obrazek 2. Linearni oblast kvantifikace virového titru pfi pouziti protokolu EZ1 DSP Virus. Zobrazeny jsou vysledky vhodné analyzy PCR na adenoviry v kombinaci
s eluaty z extrakce adenoviru 5 z alikvotl stolice, a to bud pomoci sady EZ1 DSP Virus Kit, nebo metodou extrakce DNA zaloZené na spin kolonce.

Dal$i udaje o linearnim rozsahu byly ziskany doplnénim cytomegaloviru (CMV) jako DNA viru do vzorkd plazmy EDTA pfipravenych od
1 darce. Testovany byly fady Fedéni s 7 rlznymi fedénimi viru, pficemz v kazdém bylo 9 replikatd. Virové nukleové kyseliny byly
extrahovany ze 400 pl alikvotd a eluovany v 60 pl na pristroji EZ1 Advanced XL. Linearni rozsah byl stanoven v kombinaci s vhodnou
analyzou CMV PCR.

y =0,9785x — 0,0952
R? = 0,9905

Stanoveny log [cps/ml]
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Predpokladany log [cps/ml]

Obrazek 3. Linearni oblast kvantifikace virového titru pfi pouziti protokolu EZ1 DSP Virus. Zobrazeny jsou vysledky vhodné analyzy CMV PCR v kombinaci s eluaty
z extrakce CMV ze vzork( plazmy EDTA.

Byly analyzovany eluaty NA purifikované z riznych vzorkd pomoci systému EZ1 DSP Virus a byla prokazana kompatibilita s rGznymi
kvantitativnimi analyzami real-time PCR (gPCR).
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Zmrazovani a rozmrazovani vzorku

Rozmrazené vzorky se nedoporu€uje znovu zmrazovat, ani je uchovavat déle nez 6 hodin pfi teploté 2-8 °C. Zpusobuje to vyznamné
niz8i vytézky a kvalita virovych nukleovych kyselin nebo bakterialni DNA.

Presnost

Smérodatné odchylky a VK byly stanoveny pro fedéni HIV-1 a CMV v linearni oblasti kvantifikace pfisluSnych naslednych analyz. NA
byla extrahovana ze 400 pl vzorku plazmy s pfimési prisluSného virového materialu a eluovana ve 120 pl. Celkem bylo provedeno
7 purifikacnich cykld pro kazdé fedéni viru s jednim operatorem, na 3 pfistrojich a ve 3 rdznych dnech. Eluaty byly analyzovany pomoci
analyzy RT-PCR vhodného pro HIV a analyzy CMV PCR. Udaje o pfesnosti v ramci cyklu jsou uvedeny jako smérodatna odchylka na
obrazku 4.
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Obrazek 4. Presnost v ramci cyklu pomoci systému EZ1 DSP Virus. Plazma byla pfed pouzitim odebrana, sdruzena a pfipravena s pfislusnym titrem viru (A: HIV;

B: CMV). NA byla purifikovana ze 400 pl alikvott v 7 cyklech po 14 replikatech na pfistroji EZ1 Advanced XL pomoci systému EZ1 DSP Virus. Pro kazdy cyklus je uveden
stfedni titr viru a smérodatna odchylka.
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VK byly stanoveny pro extrakci NA ze vzorkl plazmy. Udaje o presnosti jsou uvedeny v tabulce 2 a v tabulce 3.

Tabulka 2. Analyza odhadu pfesnosti - variabilita v ramci cyklu (HIV)

Pfesnost (HIV) VK (%) (fedéni 1) VK (%) (fedéni 2)
V réamci cyklu (cyklus 1) 1,43 4,45
V rémci cyklu (cyklus 2) 1,83 7,82
V réamci cyklu (cyklus 3) 1,98 6,64
V rémci cyklu (cyklus 4) 1,79 4,21
V réamci cyklu (cyklus 5) 1,13 3,92
V ramci cyklu (cyklus 6) 1,56 3,27
V réamci cyklu (cyklus 7) 1,95 6,46

Tabulka 3. Analyza odhadu pfesnosti - variabilita v ramci cyklu (CMV)

Pfesnost (CMV) VK (%) (fedéni 1) VK (%) (fedéni 2)
V réamci cyklu (cyklus 1) 4,81 6,71
V ramci cyklu (cyklus 2) 3,90 7,03
V réamci cyklu (cyklus 3) 3,95 7,01
V ramci cyklu (cyklus 4) 3,44 6,54
V réamci cyklu (cyklus 5) 2,96 7,81
V rémci cyklu (cyklus 6) 4,13 8,60
V réamci cyklu (cyklus 7) 3,53 5,79

Kromé toho byla pro obé fedéni viru stanovena variabilita mezi cykly (tabulka 4).

Tabulka 4. Analyza odhadu pfesnosti - variabilita mezi cykly (HIV, CMV)

Presnost (CMV) VK (%) (fedéni 1) VK (%) (fedéni 2)
Mezi cykly (cyklus 1-7) HIV 1,72 5,81
Mezi cykly (cyklus 1-7) CMV 3,92 7,30

Smérodatné odchylky a variacni koeficienty (VK) pro stolici byly pro adenovirus 5 stanoveny pomoci analyzy PCR kompatibilniho
s adenovirem. Stolice negativni na adenovirus byla doplnéna o supernatant bunééné kultury Adenovirus 5. Virova DNA byla extrahovana
z 200pl vzorkt (resuspendovanych 1 : 10 v Bufferu ASL*) a eluovana ve 120 pl. Celkem bylo provedeno 7 purifikacnich cykll s jednim
operatorem, na tfech pfistrojich EZ1 Advanced XL, ve 3 rGznych dnech a 3 kombinacich $arzi EZ1 DSP Virus Kit/Buffer ASL. VSechny
vzorky byly analyzovany ve stejném cyklu PCR. Udaje o pfesnosti v ramci cyklu jsou uvedeny jako smérodatna odchylka na obrazku 5.

* QIAGEN GmbH, kat. €. 19082
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Obrazek 5. Pfresnost v ramci cyklu pomoci systému EZ1 DSP Virus. Alikvoty stolice byly pfed pouzitim odebrany, sdruzeny a pfipraveny s prislusnym titrem viru. NA byla
purifikovana ze 200 pl alikvotd v 7 cyklech po 9/10 replikatech na pfistroji EZ1 Advanced XL. Pro kazdy cyklus je uveden stfedni titr viru a smérodatna odchylka.

Pro extrakci NA z alikvot(i stolice byly stanoveny VK. Udaje o pfesnosti jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5. Analyza odhadu pfesnosti (Adenovirus 5) - variabilita v ramci cyklu

Presnost (CMV) VK (%)
V rédmci cyklu (cyklus 1) 6,56
V ramci cyklu (cyklus 2) 5,31
V réamci cyklu (cyklus 3) 10,05
V ramci cyklu (cyklus 4) 7,13
V réamci cyklu (cyklus 5) 8,96
V ramci cyklu (cyklus 6) 7,09
V réamci cyklu (cyklus 7) 7,84

Kromé toho byla stanovena variabilita mezi cykly (tabulka 6).

Tabulka 6. Analyza odhadu pfesnosti - variabilita mezi cykly

Presnost VK (%)

Mezi cykly (cyklus 1-7) 10,54

Smérodatné odchylky a VK pro pfepravni médium byly stanoveny na HSV-1 a Chlamydia trachomatis pomoci vhodné HSV1 PCR
a vhodné analyzy C. trachomatis PCR. Virova a bakterialni DNA byla extrahovana ze 400 yl UTM a eluovana v 60 pl. Celkem bylo
provedeno 6 purifikacnich cyklt od jednoho operatora, ve 3 dnech a se 3 Sarzemi EZ1 DSP Virus Kit. VSechny vzorky byly analyzovany
ve stejném cyklu PCR. Udaje o presnosti v rdmci cyklu jsou uvedeny jako smérodatné odchylky na obrazku 6.
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Obrazek 6. Pfresnost v ramci cyklu pomoci systému EZ1 DSP Virus. UTM byla pred pouzitim pfipravena s pfisluSnym titrem viru. NA byla purifikovana ze 400 pl alikvotd
v 6 cyklech po 2 replikatech na pfristroji EZ1 Advanced XL. Pro kazdy cyklus je uveden stfedni titr viru a smérodatna odchylka.

VK byly stanoveny pro extrakci NA ze vzorkd UTM. Udaje o presnosti jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7. Analyza odhadu pfesnosti - variabilita v ramci cyklu (CT a HSV)

Pfesnost (CMV) VK (%) CT VK (%) HSV
V réamci cyklu (cyklus 1) 0,72 3,44
V ramci cyklu (cyklus 2) 0,43 0,43
V réamci cyklu (cyklus 3) 0,15 4,40
V rémci cyklu (cyklus 4) 0,59 1,21
V réamci cyklu (cyklus 5) 0,43 2,97
V ramci cyklu (cyklus 6) 0,29 1,81

Kromé toho byla stanovena variabilita mezi cykly (tabulka 8).

Tabulka 8. Analyza odhadui pfesnosti - variabilita mezi cykly

Presnost VK (%) CT VK (%) HSV

Mezi cykly (cyklus 1-6) 0,77 4,25

Vstup vzorku/vystup eluatu

Systém EZ1 DSP Virus na pristrojich fady EZ1 nabizi moznost kombinovat rdzné vstupni objemy vzorku (100, 200 nebo 400 pl) s rGznymi
vystupnimi objemy eluatu (60, 90, 120 nebo 150 pl). Celkova vykonnost extrakénich postupl pouzivanych na pfistrojich fady EZ1 byla
ovéFena pouzitim riznych moznych kombinaci vstupl vzorku a vystupu eluatu.

Udaije z raznych studii ukazaly, Ze vytéZzek NA je nejvy$si pfi vysokych vstupnich objemech vzorku v kombinaci s vysokymi vystupnimi
objemy eluatu. Koncentrace NA je nejvySSi pfi vysokych vstupnich objemech vzorku a nizkych vystupnich objemech eluatu. V zavislosti
na kompletnim pracovnim postupu (pfiprava vzorku v kombinaci s konkrétni navazujici aplikaci) mGze existovat nejvyhodnéjsi kombinace
vstupu vzorku a eluéniho objemu, ktera maze pomoci optimalizovat napfiklad kone€ny vytéZek a koncentraci NA nebo dale minimalizovat
potencialni vliv zbytkovych interferujicich latek. Rizné navazujici aplikace i pro stejny material vzorku mohou vyZadovat rizné kombinace
vstupu vzorku/vystupu eluatu. Proto je povinnosti uzZivatele validovat cely pracovni postup v ramci konkrétni aplikace a stanovit vhodné
parametry funkénich vlastnosti.
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Stabilita eluatu

Stabilita eluatu pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla hodnocena pomoci extrahované virové RNA a DNA ze vzorku lidské plazmy EDTA.
Eluaty byly skladovany pfi riznych teplotach a po riznou dobu a jejich stabilita byla analyzovana pomoci validované interni analyzy PCR.

Vysledky prokazaly stabilitu nukleovych kyselin po dobu az 24 hodin pfi skladovani pfi 2-8 °C, po dobu az 12 tydn( pfi skladovani pfi
-20 °C a po dobu az 12 mésicU pfi skladovani pfi =80 °C.

Stabilita nukleovych kyselin se muize liSit pro konkrétni pouZitou navazujici aplikaci a uzivatel si musi sam provést validaci.
Interferujici latky

Vliv exogennich interferujicich latek na systém EZ1 DSP Virus byl analyzovan testovanim definovanych koncentraci (trojnasobek akutni
vrcholové koncentrace po l1é€ebném osSetfeni Iékem, jak je doporu¢eno ve smérnici CLSI EP7-A2) raznych latek (tabulka 9). Ty byly
pfidany do vzorkd plazmy EDTA bud CMV pozitivnich nebo CMV negativnich a porovnany s interferentné negativni plazmou. Eluaty NA
byly analyzovany pomoci vhodné analyzy CMV PCR.

Poznamka: Testovani bylo provedeno pomoci exemplarnich navazujicich aplikaci pro posouzeni kvality extrahovanych nukleovych
kyselin. Rlzné navazujici aplikace vS§ak mohou mit rizné pozadavky na Cistotu (tj. nepfitomnost potencialnich interferujicich latek), takze
identifikace a testovani pfislusnych latek musi byt rovnéz stanoveny pfi vyvoji navazujici aplikace pro jakykoli pracovni postup zahrnujici
sadu EZ1 DSP Virus Kit.

Tabulka 9. Testovaci koncentrace potencialnich interferujicich latek doplnénych do plazmy EDTA

Interferujici latky Konecna testovaci koncentrace
Sulfamethoxazol 200 mg/I
Trimethoprim 5,2 mg/l

Claforan (cefotaxim) 149/

Tazobac (piperacillin + tazobaktam) Piperacillin: 1 g/l

Tazobaktam: 125 mg/|
Ticarcillin 14/

Augmentin (amoxicillin + kyselina klavulanova) Amoxicilin: 125 mg/l
Kyselina klavulanova: 25 mg/l

Vankomycin 125 mgl/l
Flukonazol 1 mg/l

Rapamycin 100 mg/I
Mykofenolat sodny 80 mg/I

VSechny testované koncentrace interferujicich latek nevykazovaly Zzadny vyznamny vliv na vykonnost analyzy CMV PCR v kombinaci se

systémem EZ1 DSP Virus, pokud jde o specificnost, citlivost a spolehlivou kvantifikaci.

DalSi testovani exogennich rusivych latek pomoci systému EZ1 DSP Virus bylo provedeno doplnénim definovanych koncentraci riznych
latek (tabulka 10) do nasofaryngealnich tampond odebranych do UTM. Vzorek materialu byl obohacen kmeny chfipky A a chfipky B
a eluaty NA byly analyzovany pomoci vhodné analyzy RT-PCR pro chfipku A/B.
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Tabulka 10. Testovaci koncentrace potencialnich interferujicich latek, které byly doplnény do nasofaryngealnich tampé6nt odebranych do UTM

Interferujici latky

Konecna testovaci koncentrace

Lidska krev

Zanamivir

Oseltamivir

NaCl s konzervaénimi latkami
Fenylefrin

Oxymetazolin

Budesonid

Flutikason propionat

Luffa opperculata

Sira

Galphimia glauca
Histaminum hydrochloricum
Beklometason dipropionat
Flunisolid

Triamcinolon acetonid
Guaifenesin

Difenhydramin hydrochlorid
Dextrometorfan hydrobromid
Pseudoefedrin hydrochlorid
Benzokain

Mentol

Tobramycin

Mupirocin

Amoxicilin

Dexametazon

VSechny testované koncentrace interferujicich latek nevykazovaly Zzadny vyznamny vliv na vykonnost analyzy Infl A/B RT-PCR
v kombinaci se systémem EZ1 DSP Virus.

Kfizova kontaminace

Riziko kfizové kontaminace systému EZ1 DSP Virus bylo analyzovano provedenim 9 cykld na pfistroji EZ1 Advanced se stfidavymi
Sachovnicovymi vzory. Za U€elem zjisténi pfenosu mezi vzorky byly provedeny cykly se vzorky plazmy pozitivnimi na ParvoB19/CMV

a vzorky plazmy negativnimi na ParvoB19/CMV ve stfidavych pozicich. Kazdy tfeti cyklus byl proveden pouze s negativnhimi vzorky

5 % obj./obj.
3 mg/ml
15 mg/ml
10 % obj./obj. vzorku
10 % obj./obj. vzorku
10 % obj./obj. vzorku
40 pg/ml
2,5 % obj./obj. vzorku
4,5 mg/ml
4,5 mg/ml
4,5 mg/ml
4,5 mg/ml
61,73 pg/ml
25 pg/ml
27,5 pg/ml
1,33 mg/ml
0,5 mg/ml
1 mg/ml
20 pg/ml
1,44 mg/ml
5 mg/ml
0,3 mg/ml
2 mg/ml
1 mg/ml
1,53 pmol/l

plazmy. VSechny eluaty byly testovany pomoci vhodné analyzy CMV PCR a vhodné analyzy Parvo B19 PCR.

V8echny vzorky pozitivni na ParvoB19/CMV byly pfi PCR testovany jako pozitivni a vSechny vzorky negativni na ParvoB19/CMV byly

testovany jako negativni. Nebyla zjisténa Zadna kfiZzova kontaminace pfi pfenosu mezi vzorky nebo mezi cykly.
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Charakteristika funkCnich viastnosti pristroje EZ2 Connect MDx

Charakteristika funk&nich vlastnosti pfistroje EZ2 Connect MDx byla stanovena ve studiich ekvivalence pomoci pristroje EZ1 Advanced XL
s pouzitim sady EZ1 DSP Virus Kit. Charakteristika funkenich vlastnosti sady, jako je stabilita eluatu nebo zakladni vykon, jsou platné pro
vSechny pristrojové systémy uvedené v navodu k pouziti sady EZ1 DSP Virus Kit, protoZze sada jako soucast systému se pro rizné
automatické platformy nemeéni.

Poznamka: Charakteristika funk&nich vlastnosti do zna¢né miry zavisi na riznych faktorech a souvisi s konkrétni navazujici aplikaci.
Funkéni viastnosti sady EZ1 DSP Virus Kit byly stanoveny ve spojeni s exemplarnimi aplikacemi. Metody izolace nukleovych kyselin
z biologického vzorku se vSak pouZzivaji jako pfedstuper pro vice navazujicich aplikaci. Proto je tfeba pro kazdy takovy pracovni postup
v ramci vyvoje navazujici aplikace stanovit parametry funkénich vlastnosti, jako je vliv exogennich interferujicich latek, kfizova
kontaminace nebo pfesnost cyklu. Proto je povinnosti uZivatele validovat cely pracovni postup a stanovit vhodné parametry funkénich
vlastnosti.

Zakladni funkéni vlastnosti a kompatibilita s riznymi navazujicimi aplikacemi

Zakladni udaje o funkénich vlastnostech ziskané pomoci pfistrojd EZ1 Advanced XL, EZ1 Advanced nebo BioRobot EZ1 plati i pro
pfFistroj EZ2 Connect MDx (viz strana 2). SloZeni vzorku a sada jsou pro pfistrojové systémy pro pouziti se sadou EZ1 DSP DNA Blood
Kit identické. Dale byla testovana ekvivalence postupl extrakce pouzivanych na systému EZ2 Connect MDx, aby se prokazaly stejné
nebo lepsi zakladni funkéni viastnosti systému. Béhem testovani ekvivalence byla potvrzena také kompatibilita s rGznymi navazujicimi
aplikacemi (v¢etné gPCR).

Vzhledem k tomu, Ze jsou pouzity pouze exemplarni navazujici metody, je povinnosti uZivatele validovat cely pracovni postup v ramci
konkrétni aplikace a stanovit vhodné parametry funkénich viastnosti.

Zmrazovani a rozmrazovani vzorku

Rozmrazené vzorky se nedoporu€uje znovu zmrazovat, ani je uchovavat déle nez 6 hodin pfi teploté 2-8 °C. Zpusobuje to vyznamné
niz8i vytézky a kvalita virovych nukleovych kyselin nebo bakterialni DNA.

Presnost

NA byla extrahovana ze 200 pl vzorku plazmy s pfidanim HCV az do koncentrace 1E+04 IU/ml a eluovana ve 150 pl. Celkem bylo
provedeno 12 purifikacnich cyklt se tfemi riznymi operatory, na 3 rlznych zafizenich (pro kazdy typ pristroje) a ve 3 rGznych dnech.
Udaje o presnosti v ramci cyklu jsou uvedeny jako smérodatné odchylky hodnot CT (obrazek 7).
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Obrazek 7. Primérné hodnoty Ct vSech cykli s pouzitim analyzy HCV RT-PCR. Plazma byla pfed pouzitim odebréna, sdruzena a pfipravena s prislusnym titrem viru. NA
byla purifikovana ze 200 pl alikvotd v 6 cyklech po 12 replikatech na pfistroji EZ1 Advanced XL a EZ2 Connect MDx pomoci systému EZ1 DSP Virus. Pro kazdy cyklus je
uveden stfedni CT a smérodatna odchylka.

VK byly stanoveny pro extrakci NA z plazmy. Udaje o presnosti jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11. Analyza odhadu pfesnosti - variabilita v ramci cyklu

Presnost VK (%) (EZ2 Connect MDx) VK (%) (EZ1 Advanced XL)
V réamci cyklu (cyklus 1) 0,33 0,69
V réamci cyklu (cyklus 2) 0,71 0,84
V réamci cyklu (cyklus 3) 0,71 0,86
V ramci cyklu (cyklus 4) 0,81 1,16
V réamci cyklu (cyklus 5) 0,77 1,27
V ramci cyklu (cyklus 6) 0,49 0,43

P¥i pouziti soupravy EZ1 DSP Virus Kit v testech ekvivalence byla variabilita v ramci série u pfistroje EZ2 Connect MDx stanovena jako
ekvivalentni variabilité v ramci série na pfistroji EZ1 Advanced XL.

Kromé toho byla pro pfistroj EZ2 Connect MDx stanovena variabilita mezi cykly (tabulka 12).

Tabulka 12. Analyza odhadu pfesnosti - variabilita mezi cykly

Presnost VK (%) (EZ2 Connect MDx) VK (%) (EZ1 Advanced XL)

Mezi cykly (cyklus 1-6) 0,82 1,06

Statisticka analyza prokazala stejné funkéni vlastnosti pfistroje EZ2 Connect MDx ve srovnani s pfistrojem EZ1 Advanced XL.
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Vstup vzorku/vystup eluatu

Systém EZ1 DSP Virus na pfistrojich EZ2 Connect MDx nabizi moznost kombinovat rdzné vstupni objemy vzorkd (100, 200 nebo 400 pl)
s rlznymi vystupnimi objemy eluatu (60, 90, 120 nebo 150 pl). Celkové testovani funkénich vlastnosti postupd extrakce pouzitych na

systému EZ2 Connect MDx ukazalo stejné funkéni vlastnosti systému ve srovnani s pristrojem EZ1 Advanced XL.

V zavislosti na kompletnim pracovnim postupu (pfiprava vzorku v kombinaci s konkrétni navazujici aplikaci) mUze existovat
nejvyhodnéjsi kombinace vstupu vzorku a eluéniho objemu, ktera muze pomoci optimalizovat napfiklad kone¢ny vytézek a koncentraci
NA nebo dale minimalizovat potencialni vliv zbytkovych interferujicich latek. Rizné navazujici aplikace i pro stejny material vzorku mohou
vyzadovat rdzné kombinace vstupu vzorku/vystupu eluatu. Proto je povinnosti uZivatele validovat cely pracovni postup v ramci konkrétni
aplikace a stanovit vhodné parametry funkcnich vlastnosti.

Citlivost

S pouzitim vzorkl plazmy doplnénych koncentraci HBV blizkou limitu detekce (pfiblizné 18 IU/ml) bylo provedeno 18 purifikacnich cykll
na systémech EZ2 Connect MDx a EZ1 Advanced XL jednim operatorem na tfech rdznych zafizenich (pro kazdy typ pfistroje) ve tfech
dnech za pouziti 400 ul vstupu vzorku a 90 ul eluéniho objemu. VSechny eluaty byly podrobeny kvalitativni analyze pomoci vhodného
testu HBV PCR bez ohledu na to, zda Ize detekovat cil. Vzhledem k tomu, Ze se blizi limitu detekce, neoCekava se, Ze by vSechny
replikaty byly stanoveny jako pozitivni. Bylo vS8ak mozné potvrdit, Ze pocet pozitivnich replikatl je statisticky ekvivalentni.

Tabulka 13. Souhrn vysledkii testt citlivosti ze vSech cykli EZ2 Connect MDx

EZ2 Connect MDx — Zasahy pozitivnich vzorka HBV

Pocet 8 8 7 7 7 8 8 6 7
zasaha
% zésaht 100% 100% 87,50% 87,50% 87,50% 100% 100% 75,00% 87,50%

Tabulka 14. Souhrn vysledki testu citlivosti ze vSech cykli EZ1 Advanced XL

EZ1 Advanced XL — Zasahy pozitivnich vzorki HBV

Pocet 8 8 8 7 7 8 8 7 7
zasaht
o, zasaht 100% 100% 100% 87,50% 87,50% 100% 100% 87,50% 87,50%

Tabulka 15. Souhrn citlivosti s vysledky Fisherova presného testu

Spravné vysledky EZ2 Spravné vysledky EZ1 Hodnota PFisherova presného testu (2-konec)

91,55% 94,44% 0,532

Statisticka analyza prokazala stejné funkéni vlastnosti pfistroje EZ2 Connect MDx ve srovnani s pfistrojem EZ1 Advanced XL.

Stabilita eluatu

Udaje o stabilité eluatu ziskané pomoci pristroji EZ1 Advanced XL, EZ1 Advanced nebo BioRobot EZ1 plati i pro pFistroj EZ2 Connect MDx
(viz strana 2). Slozeni vzorku a sady jsou pro pfistrojové systémy pro pouziti se sadou EZ1 DSP Virus Kit identické. Dale byla testovana
ekvivalence postupl extrakce pouzivanych na systému EZ2 Connect MDx, aby se prokazaly stejné zakladni funkeni vlastnosti systému.

Pokyny pro manipulaci s eluatem plati pro vSechny automatizované systémy pouzZivané se sadou.

Povinnosti uzivatele je vSak validovat cely pracovni postup v ramci konkrétni aplikace a stanovit vhodné parametry funkénich vlastnosti.
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Interferujici latky

Vliv interferujicich latek byl stanoven pomoci pfistroje EZ1 Advanced XL. Tyto udaje plati i pro pfistroj EZ2 Connect MDx (viz strana 12).
SloZeni vzorku a sady jsou pro pfistrojové systémy pro pouziti se sadou EZ1 DSP Virus Kit identické. Objem vstupu vzorku/vystupu
eluatu je identicky, takze se neoCekava zadny vliv na typ nebo koncentraci interferujicich latek v eluatech. Dale byla testovana
ekvivalence postupu extrakce pouzivanych na systému EZ2 Connect MDx, aby se prokazaly stejné zakladni funkéni vlastnosti systému.

Pokyny pro manipulaci se vzorkem a eluatem plati pro vSechny automatizované systémy pouzivané se sadou.
Povinnosti uzivatele je vSak validovat cely pracovni postup v ramci konkrétni aplikace a stanovit vhodné parametry funkénich vlastnosti.

Kfizova kontaminace

Riziko kFizové kontaminace sady EZ1 DSP Virus Kit pouzité na pfistroji EZ2 Connect MDx bylo analyzovano provedenim deseti cykld
(400 pl vstup, 60 pl eluce) se stfidavymi Sachovnicovymi vzory ve dvou dnech jednim operatorem. Za UCelem zjiSténi pfenosu mezi
vzorky byly provedeny cykly se vzorky plazmy pozitivnimi (po pfidani HBV) i negativnimi (bez pfidani) ve stfidavych pozicich. Kazdy
druhy cyklus byl proveden pouze s HBV negativnimi vzorky plazmy. VVSechny eluaty byly analyzovany pomoci vhodné analyzy HBV PCR.

VSechny HBV pozitivni vzorky dopadly pfi PCR pozitivné a vSechny HBV negativni vzorky dopadly negativné. Nebyla zjiSténa zadna

kiiZova kontaminace pfi pfenosu mezi vzorky nebo mezi cykly.
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Symboly

V tomto dokumentu se objevuiji nasledujici symboly. Uplny seznam symbolti pouzitych v navodu k pouZiti nebo na obalu a oznadeni

naleznete v pfirucce.

Definice symbolu

Tento vyrobek splfiuje pozadavky evropského nafizeni 2017/746 pro diagnostické zdravotnicke
prostfedKy in vitro.

'aJE
m|:

IVD Zdravotnicky prostfedek pro diagnostiku in vitro

Katalogové Cislo

R oznaduje revizi navodu k pouZziti a n je Cislo revize

Vyrobce

Dulezita poznamka

@‘?E
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Historie revizi

Revize Popis

R1, ¢erven 2022 Verze 5, revize 1

e Vygenerovani dokumentu pro novou verzi sady. Pfidany udaje pro
EZ2 Connect MDx

e  Odstranéni materialu vzorku piné krve, moci, susenych stér(, sputa
z uréeného pouziti

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny v pfiru¢ce pro soupravu QIAGEN nebo
v uzivatelské prirucce. PFiru¢ky k soupravam QIAGEN a uzivatelské prFirucky jsou k dispozici na webovych strankach www.qgiagen.com
nebo si je Ize vyzadat od technické podpory spole¢nosti QIAGEN ¢i mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, BioRobot®, EZ1%, EZ2° (QIAGEN Group); BD™, Vacutainer® (Becton Dickinson and Company); Universal Transport Medium™, UTM® (COPAN Diagnostics Inc.); Sarstedt®, S-Monovette®
(Sarstedt AG and Co.). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouZité v tomto dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznaceny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.

06/2022 HB-3026-D01-001 © 2022 QIAGEN, v8echna prava vyhrazena.
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