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Przeznaczenie

Zestaw artus CMV RG PCR Kit to test amplifikacji kwasu nukleinowego in vitro przeznaczony
do ilosciowego oznaczenia DNA cytomegalowirusa (Cytomegalovirus, CMV) w ludzkim
osoczu. Ten diagnostyczny zestaw testowy wykorzystuje reakcje tancuchowg polimerazy
(Polymerase Chain Reaction, PCR) i jest skonfigurowany do uzytku z aparatami Rotor-
Gene Q.

Zestaw artus CMV RG PCR Kit, uzywany w potgczeniu z danymi dotyczacymi stanu
klinicznego i innych markeréw laboratoryjnych, stuzy do kontrolowania zakazenia wirusem
CMV u pacjentéw obarczonych ryzykiem rozwoju cytomegalii.

Wyniki uzyskane za pomocg zestawu arfus CMV RG PCR Kit nalezy interpretowaé
w kontekscie wszystkich istotnych obserwaciji klinicznych i wynikéw badan laboratoryjnych.

Zestaw artus CMV RG PCR Kit nie jest przeznaczony do stosowania jako test przesiewowy
pod katem obecnosci wirusa CMV we kwi lub w produktach krwiopochodnych ani jako test
diagnostyczny w celu potwierdzenia zakazenia wirusem CMV.

Opis i zasada procedury

Zestaw artus CMV RG PCR Kit jest gotowym do uzycia systemem przeznaczonym do
wykrywania materialu DNA wirusa CMV za pomocg reakcji tancuchowej polimerazy
(Polymerase Chain Reaction, PCR) w aparatach Rotor-Gene Q MDx. W sktad zestawu CMV
RG Master wchodzg odczynniki i enzymy do swoistej amplifikacji regionu genomu CMV
kodujgcego gtdwny gen bezposredni wczesny (Major Immediate Early Gene, MIE) o dtugosci
105 pz (oznaczenie umozliwia wykrycie genotypow gB1-gB4 wirusa CMV) oraz do
bezposredniego wykrywania tego amplikonu w kanale fluorescencyjnym Cycling Green
aparatu Rotor-Gene Q MDx.
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Ponadto zestaw artus CMV RG PCR Kit zawiera drugi, heterologiczny system amplifikaciji,
stuzacy do wykrywania potencjalnej inhibicji reakcji PCR. Wykrywa sie jg jako kontrole
wewnetrzng (Internal Control, IC) w kanale fluorescencyjnym Cycling Yellow aparatu Rotor-
Gene Q MDx. Dostarczone zewnetrzne kontrole pozytywne (CMV QS 1-4) umozliwiaja
okreslenie ilosci wirusowego DNA. Wiecej informacji zawiera cze$c¢ ,Oznaczenie iloSciowe”,

strona 23.

Informacje o patogenie

Ludzki wirus cytomegalii (CMV) jest wykrywany we krwi, tkankach i prawie wszystkich
wydzielinach zakazonych osdb. Wirus moze przenosi¢ sie drogg oralng, poprzez kontakty
seksualne, transfuzje krwi lub przeszczep narzadu, wewnatrzmacicznie lub okotoporodowo
(1-4). Testy pod katem miana wirusa CMV odgrywajg wazng role w ocenie ryzyka choroby,

ustalaniu rozpoznania choroby oraz monitorowaniu odpowiedzi na leczenie (5).

Zakazenie wirusem CMV czesto jest bezobjawowe i prowadzi do utrzymywania sie wirusa w
organizmie do konca zycia. Objawy zakazenia u nastolatkéw lub dorostych przypominajg objawy
mononukleozy z goraczkg, stabo nasilonymi objawami zapalenia watroby oraz ogdlnego
ostabienia (6). Ciezki przebieg zakazenia wirusem CMV zaobserwowano zwilaszcza u

noworodkéw zakazonych wewnatrzmacicznie oraz u pacjentéw z niedoborami odpornosci (4,7).

Zasada procedury

Wykrywanie patogenu za pomocg reakcji tancuchowej polimerazy (Polymerase Chain
Reaction, PCR) opiera sie na amplifikacji swoistych regionéw genomu patogenu. W
przypadku reakcji real-time PCR amplifikowany produkt jest wykrywany za pomoca
barwnikéw fluorescencyjnych. Zwykle sg one przytgczone do sond oligonukleotydowych,
ktéore wigzg sie swoiscie z amplifikowanym produktem. Monitorowanie natezenia
fluorescencji podczas przebiegu reakcji PCR (tzn. w czasie rzeczywistym) umozliwia
wykrycie i oznaczenie ilosSciowe gromadzgcego si¢ produktu bez koniecznosci ponownego
otwierania probowek po zakonczeniu reakcji PCR (8).
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Dostarczone materiaty

Zawartos¢ zestawu

Instrukcja uzycia

artus CMV RG PCR Kit (24) (96)
Nr katalogowy 4503263 4503265
Liczba reakcji 24 96
Niebieski CMV RG Master (polimeraza Taq 2x 12_ 8x 12_
0,1 U/l reakcji reakcji
Zotty CMV Mg-Sol* Mg-Sol ©coou 600 pl
Czerwony CMV QS 17 (1 x 104 kopie/ul) Qs 200 pl 200
Czerwony CMV QS 21 (1 x 103 kopie/ul) Qs 200 pl 200 ul
Czerwony CMV QS 3T (1 x 102 kopie/pl) Qs 200 pl 200 pl
Czerwony CMV QS 4t (1 x 101 kopii/ul) Qs 200 pl 200 pl
Zielony CMV RG ICH |c 1000 pl 2 x 1000 yl
Bialy Water (Woda) (odpowiednia do PCR) 1000 p! 1000 p!

* Roztwér magnezu.
T Quantitation Standard — wzorzec ilo$ciowy
* Internal Control — kontrola wewnetrzna
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Odczynniki

® Zestaw do izolacji DNA (patrz czes¢ ,lzolacja DNA”, strona 12)

Materiaty eksploatacyjne

® Jatowe koncowki do pipet z filtrami

e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, do stosowania w rotorze 72-Well Rotor (nr kat. 981103 lub
981106)

® Zamiennie: PCR Tubes, 0.2 ml, do stosowania w rotorze 36-Well Rotor (nr kat. 981005
lub 981008)

Wyposazenie

Pipety (z regulacjg)”
Wytrzgsarka’
Wiréwka laboratoryjna” z rotorem dla probéwek reakcyjnych o pojemnosci 2 ml

Aparaty Rotor-Gene Q MDx" z kanatami fluorescencyjnymi Cycling Green i Cycling
Yellow

Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.3.5 lub wyzszej
® Blok chtodzgcy (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, nr kat. 9018901, lub Loading Block 96 x
0.2 ml Tubes, nr kat. 9018905)

" Przed uzyciem upewniC sig, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.
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Ostrzezenia i sSrodki ostroznosci

Informacje dotyczgce bezpieczenstwa

Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywac¢ odpowiedniego fartucha
laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety
Data Sheet, SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod
adresem www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwaé, wyswietlac
i drukowaé karty charakterystyk dla wszystkich zestawow i skiadnikéw zestawow firmy
QIAGEN.

Pozostatos$ci probek i odczynnikéw nalezy utylizowaé zgodnie z lokalnymi przepisami

dotyczgcymi bezpieczenstwa.

Srodki ostroznosci

Uzytkownik powinien zawsze zwraca¢ uwage na nastepujgce kwestie:

Uzywac¢ jatowych koncowek do pipet z filtrami.

® Materialy pozytywne (probki, kontrole pozytywne i amplikony) przechowywac i izolowa¢
oddzielnie wzgledem innych odczynnikéw i dodawa¢ je do mieszaniny reakcyjne;j
w osobnym miejscu.

® Przed rozpoczeciem oznaczenia catkowicie rozmrozi¢ wszystkie odczynniki
w temperaturze pokojowej (15-25°C).

® Po rozmrozeniu wymieszac skiadniki (kilka razy pipetujac w gore i w dét lub wytrzgsajac
pulsacyjnie), a nastepnie krétko odwirowac.

® Pracowac szybko i trzymac¢ skfadniki na lodzie lub w bloku chtodzacym (72/96-dotkowy

blok fadowania).
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Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Sktadniki zestawu arfus CMV RG PCR Kit nalezy przechowywa¢ w temperaturze od —-30°C
do —15°C, w ktorej zachowujg stabilno$¢ az do daty waznosci podanej na etykiecie. Nalezy
unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania (>2x), poniewaz moze to doprowadzi¢ do
obnizenia czutosci oznaczen. Jesli odczynniki bedg uzywane sporadycznie, nalezy zamrozi¢
je w porcjach. Czas przechowywania w temperaturze 2—8°C nie powinien przekraczac
5 godzin.

Przechowywanie i sposob postepowania z
probkami

Uwaga: Wszystkie probki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny.

Uwaga: Wyniki badan analitycznych przeprowadzonych w celu weryfikacji dziatania tego
zestawu wskazujg osocze EDTA jako materiat probki najlepiej nadajacy sie do testow
wykrywajacych wirusa CMV. Z tego wzgledu zalecamy uzywanie tego materiatu z zestawem
artus CMV RG PCR Kit.

Zestaw artus CMV RG PCR Kit zwalidowano za pomocg probek ludzkiego osocza EDTA.
Inne materiaty prébek nie zostaty zwalidowane. Do przygotowania prébek nalezy uzywac
wytgcznie zalecanego zestawu do izolacji kwasoéw nukleinowych (patrz czes¢ ,lzolacja
DNA”, strona 12).

W przypadku stosowania okreslonych materiatébw probek nalezy Scidle przestrzegac
instrukcji dotyczacych ich pobierania, transportowania i przechowywania.
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Pobieranie prébek

Kazde pobranie krwi powoduje uraz naczyn krwionosnych (tetnic, zyt, naczyn wiosowatych).
Nalezy korzystac tylko z niezakaznych i jatowych materiatéw. Do pobierania krwi powinien by¢
dostepny odpowiedni sprzet jednorazowego uzytku. Do naktu¢ zyt nie nalezy uzywac zbyt
cienkich kapilar. Krew zylng nalezy pobiera¢ z odpowiednich miejsc zgiecia tokciowego,
przedramienia lub grzbietu dioni. Krew nalezy pobiera¢ do standardowych probéwek do
pobierania probek (z czerwong zatyczka, firmy Sarstedt® lub odpowiednik innego producenta).
Nalezy pobra¢ objetos¢ 510 ml krwi do probéwki z EDTA. Zawarto$¢ probdéwek nalezy
wymieszaé, odwracajac probowki tuz po pobraniu prébki (8x, nie wstrzgsac).

Uwaga: Nie nalezy uzywac probek heparynizowanych.
Przechowywanie probek

Krew petng nalezy w ciggu 6 godzin rozdzieli¢ na osocze i sktadniki komorkowe, wirujac jg
przez 20 minut przy 800-1600 x g (9,10). Oddzielone osocze nalezy przenies¢ do jatowych
probek polipropylenowych. Rutynowe mrozenie probek lub przechowywanie ich przez
dtuzszy czas moze zmniejszy¢ czutos¢ oznaczenia.

Transport probek

Podstawowg zasadg jest transportowanie materiatu probek w odpornym na rozbicie
pojemniku. W ten sposéb mozna zapobiec potencjalnemu niebezpieczenstwu zakazenia
spowodowanego wyciekiem materiatu probki. Préobki nalezy transportowaé zgodnie
z lokalnymi i krajowymi przepisami prawa dotyczgcymi transportu materiatu zakaznego'.

Prébki nalezy wystaé w ciggu 6 godzin. Nie jest zalecane przechowywanie prébek w miejscu,
gdzie zostaly pobrane. Mozna przesyta¢ probki poczta, pod warunkiem przestrzegania
przepisow prawa dotyczgcych transportu materiatlu zakaznego. Zalecany jest transport
probek kurierem. Prébki krwi nalezy transportowaé schtodzone (2—-8°C), a oddzielone
osocze — gteboko zamrozone (od —30 do —15°C).

" Miedzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikéw Powietrznych (International Air Transport Association, IATA). Przepisy
dotyczace transportu materiatéw niebezpiecznych w miedzynarodowym transporcie lotniczym (Dangerous Goods
Regulations).
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Procedura

Izolacja DNA

Przedstawione zestawy firmy QIAGEN (Tabela 1) zostaly zwalidowane do oczyszczania
wirusowego DNA we wskazanych typach ludzkich probek stosowanych z zestawem artus
CMV RG PCR Kit. Oczyszczanie wirusowego DNA nalezy wykonywa¢ zgodnie z

instrukcjami zawartymi w odpowiednich instrukcjach obstugi zestawow.

Tabela 1. Zestawy do oczyszczania zwalidowane do stosowania z zestawem artus CMV RG PCR Kit

Objetos¢ Zestaw do izolacji kwaséw
Materiat probki probki nukleinowych Numer katalogowy Nosnik RNA
Osocze EDTA 500 pl QIAamp® DSP Virus Kit 60704 Zawarty w zestawie
Osocze EDTA 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Zawarty w zestawie

Uwaga: Uzycie nosnika RNA ma kluczowe znaczenie dla wydajnosci izolacji i, co za tym
idzie, dla uzysku DNA/RNA. Aby zwiekszy¢ stabilnos¢ nosnika RNA dostarczonego
z zestawem QIAamp DSP Virus Kit, zalecamy postepowanie zgodnie z informacjami
dotyczacymi rekonstytucji i przechowywania nosnika RNA podanymi w czesci
,Przygotowywanie odczynnikdw i buforow” dokumentu Q/Aamp DSP Virus Kit — Instrukcja

obstugi.

Uwaga: Kontroli wewnetrznej zestawu artus CMV RG PCR Kit mozna uzywa¢ bezposrednio
w procedurze izolacji. W procedurze izolacji nalezy uwzgledni¢ jedng negatywng prébke
osocza. Sygnat otrzymany dla kontroli wewnetrznej jest podstawg do oceny izolacji (patrz

czes¢ ,Kontrola wewnetrzna” ponizej).
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Kontrola wewnetrzna

Wraz z zestawem dostarczana jest kontrola wewnetrzna (CMV RG IC). Dzieki temu
uzytkownik moze kontrolowac¢ procedure izolacji DNA i sprawdzac przebieg reakcji PCR pod
katem potencjalnej inhibicji. Takie zastosowanie wymaga dodania kontroli wewnetrznej do
procedury izolacji w stosunku 0,1 pl na 1 pl objetosci elucji. Na przyktad w przypadku
korzystania z zestawu QlAamp DSP Virus Kit proces elucji DNA zachodzi w 60 pl buforu do
elucji (AVE). Z tego wzgledu na poczatku nalezy doda¢ 6 pl kontroli wewnetrznej. llo$¢

uzywanej kontroli wewnetrznej zalezy wytgcznie od objetosci elucji.

Uwaga: Kontrole wewnetrzng i nosnik RNA (patrz ,lzolacja DNA”, strona 12) nalezy
dodawac¢ wylgcznie do mieszaniny buforu do lizy i materiatu probki lub bezposrednio do

buforu do lizy.

Kontroli wewnetrznej nie wolno dodawaé bezposrednio do materiatu probki. W przypadku
dodawania kontroli wewnetrznej do buforu do lizy nalezy zauwazy¢, ze mieszanine kontroli
wewnetrznej i buforu do lizy-no$nika RNA nalezy przygotowaé na swiezo i niezwtocznie jej
uzy¢ (przechowywanie mieszaniny w temperaturze pokojowej lub w lodéwce przez zaledwie
kilka godzin moze doprowadzi¢ do nieprawidtowego dziatania kontroli wewnetrznej

i obnizenia wydajnosci izolacji).
Uwaga: Nie dodawac¢ kontroli wewnetrznej i nosnika RNA bezposrednio do materiatu préobki.

Aby mozna byto uzna¢ proces izolacji za pomys$iny, Cr kontroli wewnetrznej probki
negatywnego osocza, ktorg przetworzono w procesie oczyszczania (QlAamp DSP Virus Kit),
musi osiggna¢ wartos¢ 27 + 3 (prog: 0,03) podczas korzystania z aparatow Rotor-Gene Q
(wiecej informacji podano na stronie 26). Okre$lony rozrzut wynika z wariancji miedzy
aparatami oraz procesami oczyszczania. Wieksze odchylenie wskazuje na problem
z oczyszczeniem. W takim przypadku nalezy sprawdzi¢ poziom oczyszczenia i, w razie
konieczno$ci, zwalidowa¢ je po raz drugi. W razie jakichkolwiek pytah lub napotkania
probleméw nalezy skontaktowac sie z serwisem technicznym firmy QIAGEN.
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Opcjonalnie kontroli wewnetrznej mozna uzy¢ wytgcznie do kontroli przebiegu reakcji PCR
pod katem potencjalnej inhibicji. Takie zastosowanie wymaga dodania kontroli wewnetrznej
bezposrednio do mieszaniny CMV RG Master i roztworu CMV Mg-Sol, zgodnie
z instrukcjami opisanymi w kroku 2b protokotu (strona 15).

Protokot: Reakcja PCR i analiza danych

Wazne informacje przed rozpoczeciem

® Przed rozpoczeciem protokotu zapozna¢ sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q. Wiece;j
informacji podano w podreczniku uzytkownika odpowiedniego aparatu.

e Upewnic¢ sig, ze do kazdej reakcji PCR dotgczono co najmniej jeden wzorzec ilosciowy,
jak réwniez co najmniej jedng kontrole negatywng (woda odpowiednia do PCR). Aby
wyznaczy¢ krzywg wzorcowa, do kazdej reakcji PCR nalezy uzy¢ wszystkich
4 dostarczonych wzorcow ilosciowych (CMV QS 1-4).

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

® Upewni¢ sig, ze blok chtodzacy (akcesorium aparatu Rotor-Gene Q) jest wstepnie
schtodzony do temperatury 2—-8°C.

® Przed rozpoczeciem catkowicie rozmrozi¢, wymieszac (kilka razy pipetujgc w gore i w
dot lub szybko wytrzasajgc) i krétko odwirowaé wszystkie odczynniki.

Procedura

1. Umiesci¢ zadang liczbe probéwek PCR w adapterach bloku chtodzacego.

2. W przypadku uzywania kontroli wewnetrznej do monitorowania procedury izolacji DNA
i sprawdzania przebiegu reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji nalezy przejs¢ do
kroku 2a. W przypadku uzywania kontroli wewnetrznej wytgcznie do sprawdzania

przebiegu reakcji PCR pod kgtem potencjalnej inhibicji nalezy przejsé do kroku 2b.

14 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Uwaga: Wysoce zalecane jest dodanie kontroli wewnetrznej do mieszaniny CMV RG Master
i roztworu CMV Mg-Sol uzywanych do wzorcéw ilosciowych. Na potrzeby wzorcow
ilosciowych nalezy dodac kontrole wewnetrzng bezposrednio do mieszaniny CMV RG Master
i roztworu CMV Mg-Sol, zgodnie z instrukcjami opisanymi w kroku 2b protokotu, i uzywac tej
mieszaniny Master Mix do kazdego wzorca ilosciowego (CMV QS 1-4).

2a. Kontrole wewnetrzng dodano juz do procedury izolacji (patrz cze$¢ Kontrola
wewnetrzna, strona 13). W takim przypadku nalezy przygotowa¢ mieszanine
Master Mix zgodnie z Tabelg 2 (na kolejnej stronie).
Mieszanina reakcyjna zwykle zawiera wszystkie sktadniki wymagane do reakc;ji
PCR z wyjatkiem proébki.

Tabela 2. Przygotowanie mieszaniny Master Mix (kontrola wewnetrzna uzywana do monitorowania izolacji
DNA i sprawdzania przebiegu reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji)

Liczba prébek 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVRGIC (V] 0yl
Catkowita objetos¢ 30 pl 360 pl

2b. Wymagane jest dodanie kontroli wewnetrznej bezposrednio do mieszaniny CMV
RG Master i roztworu CMV Mg-Sol. W takim przypadku nalezy przygotowaé
mieszaning Master Mix zgodnie z Tabelg 3.
Mieszanina reakcyjna zwykle zawiera wszystkie sktadniki wymagane do reakcji
PCR z wyjatkiem probki.

Tabela 3. Przygotowanie mieszaniny Master Mix (kontrola wewnetrzna uzywana wytacznie do sprawdzania
przebiegu reakcji PCR pod katem potencjalnej inhibicji)

Liczba prébek 1 12
CMV RG Master 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5ul 60 pl
CMVRGIC 2 ul 24yl
Catkowita objetos¢ 32 pyl* 384 pl*

* Wzrost objetosci spowodowany dodaniem kontroli wewnetrznej jest pomijany podczas przygotowania reakcji PCR.
Nie obniza to czutos$ci systemu detekgiji.
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3. Za pomocy pipety przenies¢ 30 pl mieszaniny Master Mix do kazdej probowki PCR, a
nastepnie dodac¢ 20 pl prébki DNA po elucji (patrz Tabela 4). Analogicznie jako kontroli
pozytywnej nalezy uzy¢ 20 ul co najmniej jednego ze wzorcdw ilosciowych (CMV QS 1-4), a
jako kontroli negatywnej 20 pl wody (woda odpowiednia do PCR).

Tabela 4. Przygotowanie reakcji PCR

Liczba préobek 1 12
Mieszanina Master Mix 30 ul 30 pl na kazdg
Probka 20 pl 20 pl na kazda
Catkowita objetosé 50 pl 50 pl na kazdg
Liczba prébek 1 12

4. Zamkna¢ probéwki do reakcji PCR. Upewnic sie, ze pierscien blokujgcy (akcesorium do
aparatu Rotor-Gene) jest umieszczony na gorze rotora, aby zapobiec przypadkowemu
otwarciu sie probéwek podczas cyklu.

5. W celu detekcji DNA wirusa CMV utworzy¢ profil temperaturowy zgodnie z ponizszymi

krokami.
Ustawianie ogolnych parametréw oznaczenia Ryc. 1,Ryc. 2i Ryc. 3
Wstepna aktywacja enzymu typu hot-start Ryc. 4
Amplifikacja DNA (touchdown PCR) Ryc. 5
Dostosowywanie czutosci kanatu fluorescencyjnego Ryc. 6
Rozpoczynanie reakcji Ryc. 7

Cata specyfikacja odnosi sie do oprogramowania Rotor-Gene Q w wersji 2.3.5 lub wyzszej.
Dalsze informacje na temat programowania aparatéw Rotor-Gene mozna znalez¢
w odpowiednich podrecznikach uzytkownika aparatdw. Na ilustracjach odpowiednie
ustawienia zakreslono czarnymi ramkami. Przedstawione ilustracje dotyczg aparatéw Rotor-
Gene Q.
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6. Otworzy¢ okno dialogowe New Run Wizard (Kreator nowej reakcji) (Ryc. 1 na kolejnej
stronie). Zaznaczy¢ pole wyboru Locking Ring Attached (Pierscien blokujgcy
zamocowany) i klikngé przycisk Next (Dalej).

ard (X]

Wel to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

1 [V Locking Ring Attached I

Ryc. 1. Okno dialogowe ,,New Run Wizard” (Kreator nowej reakcji).

7. Wybra¢ warto$¢ 50 dla objetosci reakcji PCR, a nastepnie klikng¢ przycisk Next (Dalej)
(Ryc. 2).
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New Run Wizard x|

This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, :\:": :g“eﬂr;%: in
clicking Next when you are ready to move to the next page. ihe Wisard For helo

5 ; on an item, hover
Opetator: IQlagen your mouse over the
X item for help. You
Notes : can also click on &
combo box to display
help about its
available settings.

B | Reaction 5p =
Volume (pL): =
Sample Layout : | it B j

[ 2
SkipWizad | ccBack || New>> |

Ryc. 2. Ustawianie ogélnych parametrow oznaczenia.

8. Klikngé przycisk Edit Profile (Edytuj profil) w kolejnym oknie dialogowym New Run
Wizard (Kreator nowej reakcji) (Ryc.3), a nastepnie zaprogramowaé profil

temperaturowy w sposob przedstawiony na rycinach (od Ryc. 3 do Ryc. 5).
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New Run Wizard

T

emperature Profile :

Channel Setup :

Name ] Source | Detector | Gain |

x|

This box displays

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

Create New... I
Green  470nm  510nm & Edit I
Yellow 530nm  555nm 5 —
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625nm  B60nm 5
Crimson  680nm  710hp 7 Remove |
Reset Qaiaulsl
| |
Skipwizard | <«cBack f New>> |

Ryec. 3. Edycja profilu.

8 Edit Profile X

7 . @

Mew Open Save As

@
Help

The fun will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the rin to be performed :

cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remaove

Hold Temperature: g5 1 deg.

Hold Time :

10 |mins 0 |secs

Ryc. 4. Wstepna aktywacja enzymu typu hot-start.
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% Edit Profile 3

Z .8 H| o

MNew Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it -

Insert after...
1 Insert befare...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stgbs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

30 seconds

Acquiring to Cycling &

72 deqg. for 20 secs

65 deg. for 30 secs

- 6

Ryc. 5. Amplifikacja DNA. Upewnic¢ sie, ze aktywowano funkcje touchdown dla 10 cykli na etapie
hybrydyzacji starterow.

9. Zakres detekcji kanatéw fluorescencyjnych nalezy okresli¢ na podstawie natezenia

fluorescencji w probéwkach PCR. Klikngé przycisk Gain Optimisation (Optymalizacja

wzmocnienia) w oknie dialogowym New Run Wizard (Kreator nowej reakcji) (patrz

Ryc. 3 na poprzedniej stronie), aby otworzy¢ okno dialogowe Auto-Gain Optimisation

Setup (Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego). Ustawi¢ temperature

kalibracji na 65°C, aby odpowiadata ona temperaturze podczas etapu przylgczania

starteréw (hybrydyzacja) programu amplifikacji (Ryc. 6 na kolejnej stronie).
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Auto-Gain Optimisation Setup

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

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

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

: Channel Settings : 1
| - b |

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

Green 1 5FI 10FI -10 10

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

< >

2 "I Start I Manual.. Close Help

Ryc. 6. Dostosowywanie czutosci kanatu fluorescencyjnego.

10. Wartosci wzmocnienia okreslone podczas kalibracji kanalu sg zapisywane
automatycznie i wyswietlane w ostatnim oknie menu procedury programowania (Ryc. 7
na kolejnej stronie). Klikng¢ przycisk Start Run (Rozpocznij reakcje).
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

=11

Save Template

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

Skip Wizard << Back

Ryc. 7. Rozpoczynanie reakgcji.
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Interpretacja wynikow

Oznaczenie ilosciowe

Dostarczone wzorce ilosciowe (CMV QS 1-4) sg traktowane jak wcze$niej oczyszczone
probki. Taka sama objetos¢ (20 ul) jest stosowana bezposrednio w reakcji PCR (brak
koniecznosci dalszej izolacji). Aby wyznaczy¢ krzywa wzorcowg w aparatach Rotor-Gene Q,
nalezy uzy¢ wszystkich 4 wzorcow ilosciowych i zdefiniowac je w oknie dialogowym Edit
Samples (Edytuj probki) jako wzorce o okreslonych stezeniach (patrz podrecznik

uzytkownika odpowiedniego aparatu).

Uwaga: Aby zapewni¢ doktadno$¢ oznaczenia ilosciowego, wysoce zalecane jest dodanie
kontroli wewnetrznej do mieszaniny CMV RG Master i roztworu CMV Mg-Sol uzywanych do
wzorcow ilosciowych. W tym celu nalezy dodaé¢ kontrole wewnetrzng bezposrednio do
mieszaniny CMV RG Master i roztworu CMV Mg-Sol, zgodnie z instrukcjami opisanymi
w kroku 2b protokotu (strona 15), i uzywac tej mieszaniny Master Mix do kazdego wzorca
ilosciowego (CMV QS 1-4).

Uwaga: Wzorce iloSciowe sa zdefiniowane w kopiach/ul. Aby przeksztalci¢ wartosci
wyznaczone z krzywej wzorcowej na kopie/ml materiatu probki, nalezy skorzystac

Z ponizszego wzoru:

Wynik kopiey _ Wynik (kopie/pl) x Objetos¢ elucji (ul)
yni ( ml ) = Objetosé probki (mi)
Zasadg jest wstawienie poczatkowej objetosci probki do powyzszego wzoru. Nalezy tak
postapi¢, jesli przed izolacjg kwasu nukleinowego zmianie ulegta objeto$¢ probki (np.
zmniejszyta sie w wyniku odwirowania lub zwiekszyta sie przez dodanie objetosci

wymaganej do izolacji).
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Uwaga: Wzorce ilosciowe skalibrowano wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca dla
ludzkiego cytomegalowirusa (kod NIBSC: 09/162) okreslonego przez Swiatowg Organizacje
Zdrowia (World Health Organization, WHO).

Wz6r na przeksztatcenie wartosci w kopiach/ml na warto$¢ w 1U/ml w przypadku zestawu
QlAamp DSP Virus Kit:

WHO (IU/ml) = 2,933 x artus CMV (kopie/ml)
Uwaga: W przypadku procedury QlAamp wartosci dla prébek oznaczonych ilosciowo muszg
miesci¢ sie w liniowym zakresie od QS 1 x 10" do 1 x 10* kopii/ul. Nie mozna zagwarantowac

prawidtowosci oznaczenia iloSciowego poza tym zakresem.

Wzér na przeksztatcenie wartosci w kopiach/ml na wartosé w IU/ml w przypadku zestawu
EZ1 DSP Virus Kit uzywanego w aparacie EZ1 Advanced XL:

WHO (IU/ml) = 0,794 x artus CMV (kopie/ml)
Uwaga: W przypadku procedury EZ1 wartosci dla probek oznaczonych ilosSciowo muszg

miesci¢ sie w liniowym zakresie od 3,16E+02 do 1,00E+08 kopii/ml. Nie mozna

zagwarantowac¢ prawidtowosci oznaczenia ilosciowego poza tym zakresem.
Wyniki

Przyktady pozytywnych i negatywnych reakcji PCR podano na Ryc. 8 i Ryc. 9 (na kolejnej

stronie).

24 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Znorm. Fluoro.
o o K o o
w S [ [ ~

o
Y

i

NTC
- 5 N
o| _Prég | e
él 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Cykl

Ryc. 8. Detekcja wzorcow ilosciowych (CMV QS 1-4) w kanale fluorescencyjnym Cycling Green.
NTC: kontrola bez matrycy (kontrola negatywna).
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Ryc. 9. Detekcja kontroli wewnetrznej (Internal Control, IC) w kanale fluorescencyjnym Cycling Yellow
z réwnoczesng amplifikacja wzorcéw ilosciowych (CMV QS 1-4). NTC: kontrola bez matrycy (kontrola
negatywna).
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Wykryto sygnat w kanale fluorescencyjnym Cycling Green.

Pozytywny wynik analizy: prébka zawiera DNA wirusa CMV.

W takim przypadku detekcja sygnatu z kanatu Cycling Yellow nie ma znaczenia, poniewaz
wysokie poczatkowe stezenie DNA wirusa CMV (pozytywny sygnat w kanale Cycling Green)

moze prowadzi¢ do obnizenia sygnatu fluorescencyjnego lub jego braku dla kontroli
wewnetrznej w kanale Cycling Yellow (w mechanizmie kompetycyjnym).

Brak sygnatu w kanale fluorescencyjnym Cycling Green. W tym samym czasie w kanale
fluorescencyjnym Cycling Yellow otrzymano sygnat z kontroli wewnetrzne;.

Nie wykryto DNA wirusa CMV w prébce. Wynik mozna uznaé za negatywny.

W przypadku negatywnego wyniku reakcji PCR dla CMV, wykrycie sygnatu z kontroli
wewnetrznej wyklucza mozliwos¢ inhibicji reakcji PCR.

Brak sygnatu w kanale Cycling Green lub w kanale Cycling Yellow.

Wynik jest niejednoznaczny.

Informacje dotyczace przyczyn btedéw i ich rozwigzywania mozna znalezé w czesci
,Rozwigzywanie probleméw”, strona 42.

26 artus CMV RG PCR Kit  12/2021



Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN
kazda seria zestawu artus CMV RG PCR Kit jest testowana pod katem wstepnie ustalonych
specyfikacji w celu zapewnienia powtarzalnej jakosci produktu.

Ograniczenia

Wszystkie odczynniki sg przeznaczone wylgcznie do celéw diagnostyki in vitro.

Z produktu moze korzysta¢ wytacznie personel odpowiednio poinstruowany i przeszkolony
w zakresie procedur diagnostycznych in vitro.

W celu osiggniecia optymalnych wynikéw reakcji PCR nalezy Scisle przestrzegac instrukciji
w podreczniku uzytkownika odpowiedniego aparatu.

Nalezy zwraca¢ uwage na daty waznosci wydrukowane na pudetku i etykietach wszystkich
sktadnikow zestawu. Nie uzywac przeterminowanych skfadnikow.

W rzadkich przypadkach mutacje w obrebie wysoce konserwatywnych regionéw genomu
wirusowego, do ktérych przytgczajg sie startery i/lub sonda zestawu, mogg by¢ przyczynag
niedoszacowania miana wirusa lub niewykrycia obecnosci wirusa. Wiarygodnosé

i skutecznos$¢ oznaczenia sg regularnie weryfikowane.
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Parametry skutecznosci

Czutos¢ analityczna

Dla zestawu arfus CMV RG PCR Kit oceniono analityczng granice wykrywalnosci oraz
analityczng granice wykrywalnosci uwzgledniajgcg stopien oczyszczenia probki (granice
czutosci). Analityczng granice wykrywalnosci uwzgledniajacg stopien oczyszczenia prébki
wyznaczono za pomocg probek klinicznych pozytywnych wzgledem wirusa CMV
w potgczeniu z okreslong metodg izolacji. Analityczng granice wykrywalnosci wyznaczono
natomiast niezaleznie od wybranej metody izolacji, uzywajgc DNA wirusa CMV w znanym

stezeniu.

W celu oceny czutosci analitycznej zestawu arfus CMV RG PCR Kit przygotowano szereg
rozcienczen genomowego DNA wirusa CMV o stezeniach od 10 do stezenia nominalnego
0,00316 kopii/ul, a nastepnie przeanalizowano za pomocg zestawu arfus CMV RG PCR Kit
w aparatach Rotor-Gene. Testy wykonywano w 3 réznych dniach w 8 powtérzeniach. Wyniki
okreslono poprzez analize probitowg. Ryc. 10 (na kolejnej stronie) zawiera graficzne
przedstawienie analizy probitowej wykonywanej w aparacie Rotor-Gene 6000. Analityczna
granica wykrywalnosci zestawu artus CMV RG PCR Kit uzywanego w aparatach Rotor-Gene
Q MDx/Q/6000 i aparacie Rotor-Gene 3000 wynosi odpowiednio 0,36 kopii/ul (p = 0,05)
i 0,24 kopii/ul (p = 0,05). Oznacza to, ze istnieje 95-procentowe prawdopodobienstwo

wykrycia wirusa przy stezeniu 0,36 kopii/ul lub 0,24 kopii/pl.
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Ryc. 10. Analiza probitowa: CMV (Rotor-Gene 6000). Czuto$¢ analityczna zestawu artus CMV RG PCR Kit
w aparacie Rotor-Gene 6000.

Czutos$¢ analityczna uwzgledniajgca stopien oczyszczenia prébki (QlAamp DSP Virus Kit)
dla zestawu artus CMV RG PCR Kit uzywanego w aparatach Rotor-Gene wyznaczono za
pomocg szeregu rozcienczen materialtu wirusa CMV od stezenia 1000 do stezenia
nominalnego 0,316 kopii wirusa CMV/ml dodanych do probek klinicznych osocza. Z probek
tych wyizolowano DNA za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit (objeto$¢ prébki do
izolacji: 0,5 ml, objetosc¢ elucji: 60 ul). Kazde z 8 rozcienczen przeanalizowano za pomocg
zestawu artus CMV RG PCR Kit w 3 réznych dniach w 8 powtérzeniach. Wyniki okreslono
poprzez analize probitowg. Ryc. 11 (na kolejnej stronie) zawiera graficzne przedstawienie
analizy probitowej. Analityczna granica wykrywalnosci z uwzglednieniem stopnia
oczyszczenia probki dla zestawu arfus CMV RG PCR Kit uzywanego w aparacie Rotor-Gene
3000 wynosi 57,1 kopii/ml  (p =0,05). Oznacza to, ze istnieje 95-procentowe

prawdopodobienstwo wykrycia wirusa przy stezeniu 57,1 kopii/ml.
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Ryc. 11. Analiza probitowa: CMV (Rotor-Gene 3000). Czuto$¢ analityczna z uwzglednieniem stopnia
oczyszczenia probki (QlAamp DSP Virus Kit, QIAGEN) dla zestawu artus CMV RG PCR Kit uzywanego
w aparacie Rotor-Gene 3000.

Czutos¢ analityczna z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki przy uzyciu zestawu EZ1
DSP Virus Kit (objetos¢ probki do izolacji: 0,4 ml, objetos¢ elucji: 60 pl) w aparacie EZ1
Advanced XL dla zestawu artus CMV RG PCR Kit uzywanego w aparacie Rotor-Gene 6000
wynosi 68,75 kopii/ml (p = 0,05). Oznacza to, ze istnieje 95-procentowe prawdopodobienstwo
wykrycia wirusa przy stezeniu 68,75 kopii/ml.

Zakres liniowy

Zakres liniowy z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki przy uzyciu zestawu EZ1 DSP
Virus Kit (objeto$¢ probki do izolacji: 0,4 ml, objetos¢ elucji: 60 pl) w aparacie EZ1 Advanced
XL wyznaczono, testujac od 4 do 6 powtdrzen probek materiatu wirusa CMV z szeregu
rozcienczen od 3,16E+01 do 1,00E+08 kopii/ml.

Ryc. 12 (na kolejnej stronie) zawiera graficzne przedstawienie analizy probitowe;j.
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LOG10 szacowanego stezenia wirusa CMV i LOG10 nominalnego stezenia
wirusa CMV (artus CMV RG PCR Kit)
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Ryc. 12. Regresja wielomianowa zbioru danych uzyskanych za pomoca zestawu artus CMV RG PCR Kit

z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia (EZ1 DSP Virus Kit) w aparacie EZ1 Advanced XL. Uwzgledniono
liniowy, kwadratowy i szescienny model regresji.

Zakres liniowy zestawu artus CMV RG PCR Kit z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia
probki przy uzyciu zestawu EZ1 DSP Virus Kit (objeto$¢ probki do izolacji: 0,4 ml, objetos¢
elucji: 60 pl) w aparacie EZ1 Advanced XL wynosi od 3,16E+02 do 1,00E+08 kopii/ml.

Uwaga: Zakres liniowy zestawu artus CMV RG PCR Kit z uwzglednieniem stopnia
oczyszczenia probki przy uzyciu zestawu QlAamp DSP Virus Kit (objeto$¢ probki do izolacji:
0,4 ml, objetos¢ elucji: 60 pl) wynosi od 1,00E+01 do 1,00E+04 kopii/pl.

Swoistosé

Swoistos¢ zestawu artus CMV RG PCR Kit wynika przede wszystkim z doboru starteréw
i sond oraz z zachowania rygorystycznych warunkéw reakcji. Startery i sondy sprawdzono
za pomocg analizy poréwnawczej sekwencji pod kgtem mozliwego wystepowania obszarow
homologicznych ze wszystkimi sekwencjami opublikowanymi w bankach gendéw. W ten
sposdb zapewniono wykrywalnos¢ wszystkich odnosnych szczepow.
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Ponadto swoisto$¢ testu poddano walidacji za pomocg 100 réznych probek osocza
negatywnych wzgledem wirusa CMV. 99 z tych probek nie wygenerowato zadnego sygnatu
ze starterami i sondami swoistymi dla wirusa CMV, wchodzgcymi w sktad mieszaniny
CMV RG Master.

Uwaga: 1 probka, ktéra wygenerowata sygnat ze starterami i sondami swoistymi dla wirusa
CMV, data rowniez wynik pozytywny wzgledem wirusa CMV w zestawach artus CMV LC
i TM RG PCR Kit i prawdopodobnie jest pozytywna. Ostateczng swoistos¢ wyznaczono na
podstawie testow 100 odrebnych prébek dawcdw i wyniosta ona 99,00% (99/100).

Potencjalng reaktywnos$¢ krzyzowg zestawu artus CMV RG PCR Kit przebadano za pomoca
grupy kontrolnej wymienionej w Tabeli 5. Zaden z badanych patogenéw nie byt reaktywny.
Nie zaobserwowano reakcji krzyzowej w przypadku zakazen mieszanych.

Tabela 5. Badanie swoistosci zestawu z patogenami mogacymi wywotac reakcje krzyzowa

CMV (kanat Cycling  Kontrola wewnetrzna (kanat
Green lub kanat Cycling Yellow lub kanat

Grupa kontrolna Cycling A.FAM) Cycling A.JOE)

Ludzki herpeswirus typu 1 (wirus opryszczki _ +

pospolitej 1)

Ludzki herpeswirus typu 2 (wirus opryszczki _ +

pospolitej 2)

Ludzki herpeswirus typu 3 (wirus ospy wietrznej _ +

i pétpasca)

Ludzki herpeswirus typu 4 (wirus Epsteina-Barr) - w

Ludzki herpeswirus typu 6A - +

Ludzki herpeswirus typu 6B - +

Ludzki herpeswirus typu 7 - +

Ludzki herpeswirus typu 8 _ +

(wirus zwigzany z migsakiem Kaposiego)

Wirus zapalenia watroby typu A - +

Wirus zapalenia watroby typu B - i

Wirus zapalenia watroby typu C - +

(ciag dalszy na kolejnej stronie)
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Tabela 5 (ciag dalszy tabeli z poprzedniej strony)

CMV (kanat Cycling  Kontrola wewnetrzna (kanat

Green lub kanat Cycling Yellow lub kanat
Grupa kontrolna Cycling A.FAM) Cycling A.JOE)
Ludzki wirus niedoboru odpornosci typu 1 - +
Ludzki wirus biataczki z komorek T typu 1 - i
Ludzki wirus biataczki z komorek T typu 2 - +
Wirus Zachodniego Nilu - w
Enterowirus - +
Parwowirus B19 - w

Precyzja

Dane precyzji zestawu arfus CMV RG PCR Kit zebrano za pomocg aparatéw Rotor-Gene. Na
podstawie tych danych okreslono catkowitg wariancje oznaczenia. Na catkowitg wariancje sktada
sie zmienno$¢ wewnatrz oznaczenia (zmienno$¢ wielu wynikow dla probek o tym samym
stezeniu w ramach jednego badania), zmienno$¢ miedzy oznaczeniami (zmiennos$¢ wielu
wynikéw dla oznaczenia otrzymanych na réznych aparatach tego samego typu przez réznych
operatorow w obrebie jednego laboratorium) oraz zmiennos$¢ pomiedzy poszczegdinymi partiami
(zmiennos$¢ wielu wynikdw dla oznaczenia uzyskanych za pomocg zestawdw z réznych partii).
Uzyskane dane postuzyty do okreslenia odchylenia standardowego, wariancji i wspdiczynnika
zmiennosci dla reakcji PCR swoistej patogenowo oraz reakcji PCR dla kontroli wewnetrzne;.

Dane precyzji zestawu arfus CMV RG PCR uzyskano z wykorzystaniem wzorca ilosciowego o
najnizszym stezeniu (QS 4; 10 kopii/ul). Test przeprowadzono w 8 powtérzeniach. Dane precyzji
obliczono na podstawie wartosci Ct krzywych amplifikacji (Ct: cykl progowy, patrz Tabela 6 na
kolejnej stronie). Ponadto dane precyzji dla wynikow ilosciowych w kopiach/ul zostaty
wyznaczone z wykorzystaniem odpowiednich wartosci Cr ( patrz Tabela 7 na kolejnej stronie).
W oparciu o te wyniki catkowity rozrzut statystyczny dla dowolnej prébki o podanym stezeniu
wynosi 1,21% (Cr) lub 14,38% (stezenie) i 1,93% (1) dla detekgji kontroli wewnetrznej. Powyzsze

wartosci sg oparte na catosci wszystkich pojedynczych wartosci o okreslonych zmiennosciach.
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Tabela 6. Dane precyzji na podstawie wartosci Cr

Kontrola wewnetrzna

Odchylenie Wspoétczynnik
standardowe Wariancja zmiennosci (%)
Zmienno$¢ wewnatrz 057
oznaczenia: CMV QS 4 0.17 0.03 ’
Zmiennosé wewnatrz
oznaczenia: Kontrola 0,31 0,10 1,16
wewnetrzna
Zmienno$é miedzy 0.38 0.14 1.27
oznaczeniami: CMV QS 4 ™ ’ ’
Zmiennos$¢ migdzy
oznaczeniami: Kontrola 0,47 0,22 1,77
wewnetrzna
Zmienno$¢ pomigdzy
poszczegdinymi partiami: 0,33 0,11 1,10
CMV QS 4
Zmienno$¢ pomigdzy
poszczegolnymi partiami: 0,53 0,28 2,02
Kontrola wewnetrzna
Catkowita wariancja: 1.21
CMV QS 4 0,36 0,13 ,
Catkowita wariancja: 051 0.26 1,93

Tabela 7. Dane precyzji na podstawie wynikow ilosciowych (w kopiach/ul)

Odchylenie Wspétczynnik
standardowe Wariancja zmiennosci (%)
Zmienno$¢ wewnatrz 13.30
oznaczenia: CMV QS 4 1,34 1,80 ’
Zmiennos$é miedzy 154 238 15.25
oznaczeniami: CMV QS 4 ’ ’
Zmienno$¢ pomigdzy
poszczegdinymi partiami: 1,46 2,12 14,41
CMV QS 4
Catkowita wariancja: 14.38
CMV QS 4 1,45 2,11 ;
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Substancje zakt6cajgce

Do negatywnych probek osocza znajdujgcych sie w réznych komercyjnie dostepnych
systemach do zbierania krwi z réznymi antykoagulantami dodano DNA wirusa CMV.
Obliczone stezenia (kopie/ml), srednia warto$¢ Cr, odchylenia standardowe wartosci Cr,
wspotczynnik wariancji wartosci Ct i CV% wartosci Ct przedstawia Tabela 8. Odchylenia
standardowe i wspdtczynniki zmienno$ci nie przekraczajg poziomu 5%, a zatem mieszczg
sie w zakresie tolerancji. Nie odnotowano istotnego wptywu obecnosci réznych badanych
substancji na przebieg reakcji PCR.

Tabela 8. Dane dotyczace dostepnych komercyjnie systemow do zbierania krwi oraz antykoagulantow

. Stezenie Sredn!a} Odchylenie Wspol_czyr!_nlk CV (%)

Substancja (kopie/ml) wartos¢ standardowe wariancji wartosci C
P Cr wartosci Cr wartosci Cr T

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

Do probek osocza EDTA pozytywnych wzgledem wirusa CMV o stezeniach 3 x LOD i
10 x LOD dodano substancje endogenne (Tabela 9 na kolejnej stronie). We wszystkich
probkach pomysinie wykryto obecnosc wirusa. Nie zaobserwowano zaktéceh w przypadku
probek z podwyzszonymi stezeniami inhibitoréw endogennych (bilirubina, hemoglobina,
tréjglicerydy i albumina).
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Tabela 9. Badane substancje endogenne

Substancje zaktocajace

Stezenie substancji zaktécajacych

Bilirubina
Hemoglobina
Trojglicerydy

Albumina

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

Leki powszechnie wykorzystywane podczas przeszczepow przetestowano w stezeniu

rownym 3x szczytowego stezenia po leczeniu farmakologicznym, zgodnie z zaleceniami

przedstawionymi w wytycznej EP07-A2 instytutu CLSI® (11) (patrz Tabela 10). Kazdg z tych

substancji dodano do probek negatywnych wzgledem wirusa CMV i prébek pozytywnych

wzgledem wirusa CMV, ktére testowano w 4 powtérzeniach.

Nie wykazano istotnego wptywu Zzadnej z testowanych substancji egzogennych na

skutecznos$¢ zestawu artus CMV RG PCR Kit.

Tabela 10. Lista lekéw testowanych jako substancje egzogenne

Substancje zaklocajace

Badane stezenie

Antybiotyki
Sulfametoksazol
Trimetoprym
Claforan® (cefotaksym)

Tazobac® (piperacylina + tazobaktam)

Tykarcylina

Augmentin® (amoksycylina + kwas klawulanowy)

Wankomycyna

Srodek przeciwgrzybiczy
Flukonazol

Leki immunosupresyjne
Rapamycyna

Mykofenolan sodu

200 mg/l
5,2 mg/l
19/

Piperacylina: 1 g/l
Tazobaktam: 125 mg/I

1.g/l

Amoksycylina: 125 mg/l
Kwas klawulanowy 25 mg/|

125 mg/l

1 mg/l

100 mg/l
80 mg/l
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Odpornos¢

Weryfikacja odpornos$ci testu pozwala na wyznaczenie catkowitej czestosci niepowodzen
dla zestawu artus CMV RG PCR Kit. Do 100 prébek osocza negatywnych wzgledem wirusa
CMV dodano wirusa CMV do koncowego stezenia 170 kopii/ml (w przyblizeniu trzykrotnos$¢
stezenia dla granicy czutosci analitycznej). Po izolacji za pomocg zestawu QlAamp DSP
Virus Kit prébki te przeanalizowano za pomocg zestawu arfus CMV RG PCR Kit. Dla
wszystkich probek zawierajgcych wirusa CMV czestosé niepowodzen wyniosta 0%. Ponadto
sprawdzono odpornos¢ kontroli wewnetrznej, oczyszczajgc i analizujgc 100 probek osocza
negatywnych wzgledem wirusa CMV. Wpynika z tego, ze odporno$¢ zestawu
artus CMV RG PCR Kit wynosi >99%.

Odtwarzalnos¢

Dane dotyczgce odtwarzalnosci umozliwiajg regularng ocene dziatania zestawu artus CMV
RG PCR Kit, jak réwniez poréwnanie wydajnosci w stosunku do innych produktéw. Dane te
uzyskuje sie, uczestniczgc w ustalonych programach badan biegtosci.

Oprécz uczestnictwa w ustalonych programach badan biegtosci w 3 zewnetrznych laboratoriach
przetestowano panel wirusa CMV ziozony z 10 cztonkéw (Tabela 11), wykorzystujgc zestaw EZ1
DSP Virus Kit w aparacie EZ1 Advanced XL do oczyszczenia kwasu nukleinowego oraz zestaw
artus RG PCR Kit do przetestowania eluatu zawierajgcego DNA.
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Tabela 11. Podsumowanie danych dotyczacych cztonkéw panelu wirusa CMV

Numer panelu (typ cztonka panelu)  Czlonek panelu Skutek rozcienczenia
1001 (1) Negatywny Pula negatywna nr 1
1002 (1) Negatywny Pula negatywna nr 2
1003 (2) Silnie negatywny 50% pozytywnych
1004 (2) Silnie negatywny 50% pozytywnych
1005 (3) Stabo pozytywny 200 kopii/ml

1006 (3) Stabo pozytywny 200 kopii/ml

1007 (4) Umiarkowanie pozytywny 2000 kopii/ml

1008 (4) Umiarkowanie pozytywny 2000 kopii/ml

1009 (5) Silnie pozytywny 200 000 kopii/ml
1010 (5) Silnie pozytywny 200 000 kopii/ml

W kazdym osrodku kazdego dnia w okresie 6 dni 2 operatorow testowato panel ztozony z 10
cztonkéw w dwoch powtdrzeniach, korzystajgc z 3 serii zestawdw odczynnikow. W ten

sposob otrzymano 720 punktéw danych: 20 probek x 2 operatoréw x 6 dni x 3 osrodki.

taczna odtwarzalnos¢ testu artus CMV RGQ MDx wyniosta <12% CV dla probek
o stezeniach z zakresu od 200 kopii/ml do 200 000 kopii/ml (Tabela 12).

Tabela 12. Podsumowanie ogétem (kazdy typ cztonka panelu) — obserwowane wartosci srednie

i Odchylenie
Typ_czionka_panelu L. obserwacji Srednia Mediana standardowe Odsetek CV  Minimum
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00
2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98
4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16
5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

Ogolne podsumowanie odsetkéw wariancji i odchylen standardowych dla wartosci log
10 1U/ml dla kazdego z 5 paneli miedzy seriami, osrodkami, operatorami, dniami, reakcjami

i w ramach reakcji zawiera Tabela 13 (na kolejnej stronie).
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Tabela 13. Ogéine podsumowanie wariancji i odchylen standardowych

Prébka 1 2 3 4 5
Tvo prébki silnie stabo umiarkowanie silnie
yPP : negatywna negatywna pozytywna pozytywna pozytywna
Obserwowana srednia 503
wartos¢é log10 IU/ml 0,02 0,68 1,91 2,96 :
L. testow 144 144 144 144 144
Mi Odsetek wariancji
1ara sD
; 0 3,10 0 0 3,00
S 3
ena 0 0,113 0 0 0,016
Osrodek 0 0 0 0,90 v
0 0 0 0,016 0
43 46 0 18,8 15,4
(o] t s i )
perator 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Sktadowa Dzier 0 0 8,60 6,00 48,10
wariancji 0 0 0,067 0,042 0,065
Migdzy 0 0 4,40 10,90 7,90
reakcjami 0 0 0,048 0,057 0,026
W ramach 95,7 92,3 87 63,40 25,60
reakcji 0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
: 100 100 100 100 100
tacznie
acznl 0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Ocena diagnostyczna

Zestaw artus CMV RG PCR Kit poddano ocenie w badaniu, w ramach ktérego
porownywano zestaw artus CMV RG PCR Kit z testem COBAS® AMPLICOR® CMV
MONITOR® Test. Przeanalizowano 156 klinicznych probek osocza EDTA zebranych
retrospektywnie i prospektywnie. Wszystkie probki przeanalizowano uprzednio za pomocg
testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test uzywanego do rutynowej diagnostyki
i otrzymano wyniki pozytywne lub negatywne.
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DNA wirusa CMV przeznaczone do testéw przy uzyciu zestawu artus CMV RG PCR Kit
wyizolowano za pomocg zestawu QlAamp DSP Virus Kit, dodajgc kontrole wewnetrzng
zestawu artus CMV RG PCR Kit do izolacji. Analize przeprowadzano w aparacie Rotor-
Gene 3000. Probki przeznaczone do testéw przy uzyciu testu COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test przetwarzano i analizowano zgodnie z instrukcjami producenta podanymi

na ulotce dotgczonej do opakowania.

Wszystkie 11 probek, dla ktérych za pomoca testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR
Test otrzymano wynik pozytywny, dato réwniez wynik pozytywny za pomocg zestawu
artus CMV RG PCR Kit. 123 ze 145 prébek, dla ktérych za pomoca testu COBAS
AMPLICOR CMV MONITOR Test otrzymano wynik negatywny, daly réwniez wynik
negatywny za pomoca zestawu artus CMV RG PCR Kit. Uzyskano 22 sprzeczne wyniki
(Tabela 14).

Tabela 14. Wyniki walidacji poréwnawczej

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ _ tacznie
+ 11 22 33
artus CMV RG PCR Kit
— 0 123 123

Jesli wyniki testu COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test zostang wziete pod uwage jako
punkt odniesienia, czuto$¢ diagnostyczna zestawu artus CMV RG PCR Kit dla wszystkich

probek wynosi 100%, a swoisto$¢ diagnostyczna wynosi 84,8%.

Dalsze badania 22 prébek, dla ktérych uzyskano sprzeczne wyniki, potwierdzity wyniki
otrzymane za pomocg zestawow artus PCR Kit. Z tego wzgledu mozna zafozy¢, ze
rozbieznos¢ wynikéw wynika z wyzszej czutosci zestawu artus CMV RG PCR Kit.
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Rozwigzywanie problemow

Ta czesc¢ instrukcji moze przydac sie w przypadku wystgpienia ewentualnych problemow.
Aby uzyska¢ wiecej informacji, nalezy takze zapoznaé sie ze strong poswiecong czesto
zadawanym pytaniom (Frequently Asked Questions, FAQ) w witrynie naszego centrum

pomocy technicznej pod adresem: www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Komentarze i wskazéwki

Brak sygnatu kontroli pozytywnych (CMV QS 1-4) w kanale fluorescencyjnym Cycling Green

a) Wybrany do analizy danych PCR kanat Do analizy danych wybra¢ kanat fluorescencyjny Cycling Green
fluorescencyjny nie spetnia wymagan dla analitycznej reakcji PCR pod katem CMV oraz kanat
protokotu fluorescencyjny Cycling Yellow dla kontroli wewnetrznej PCR.

b) Nieprawidtowe zaprogramowanie profilu Poréwnac profil temperaturowy z protokotem. Patrz cze$¢

temperaturowego w aparacie Rotor-Gene ,Protokét: Reakcja PCR i analiza danych”, strona 14.

c) Nieprawidtowa konfiguracja reakcji PCR Sprawdzi¢ etapy pracy wedtug schematu pipetowania i w razie
potrzeby powtorzy¢ reakcje PCR. Patrz cze$¢ ,Protokot: Reakcja
PCR i analiza danych”, strona 14.

d) Warunki przechowywania co najmniej Sprawdzi¢ warunki przechowywania i datg waznosci (patrz
jednego ze sktadnikéw zestawu nie byly etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego
zgodne z zaleceniami zawartymi w cze$ci  zestawu.
+Przechowywanie i sposéb postepowania z
odczynnikami” (strona 10)

e) Uplyneta data waznos$ci zestawu artus Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz
CMV RG PCR Kit etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego
zestawu.

Staby sygnat lub brak sygnatu kontroli wewnetrznej negatywnej probki osocza poddanej oczyszczeniu za
pomoca zestawu QIAamp DSP Virus Kit (Cr = 27 * 3; prég, 0,03) w kanale fluorescencyjnym Cycling
Yellow i jednoczesny brak sygnatu w kanale fluorescencyjnym Cycling Green

a) Warunki reakcji PCR nie sg zgodne z Sprawdzi¢ warunki reakcji PCR (patrz wyzej) i, w razie potrzeby,
protokotem powtdrzy¢ PCR z prawidtowymi parametrami.
b) Wystapita inhibicja reakcji PCR Upewni¢ sie, ze stosowana jest zalecana metoda izolaciji, i $cisle

przestrzegac instrukcji producenta.

c¢) Podczas izolacji utracono DNA Jesli do izolacji dodano kontrole wewnetrzng, brak sygnatu z
kontroli wewnetrznej moze wskazywac na utrate DNA podczas
izolacji. Upewni¢ sig, ze stosowana jest zalecana metoda izolacji
(patrz ,Izolacja DNA”, strona 12) i $ci$le przestrzegac instrukcji
producenta.
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Komentarze i wskazowki

d) Warunki przechowywania co najmniej
jednego ze sktadnikéw zestawu nie byty
zgodne z zaleceniami zawartymi w czesci
,Przechowywanie i sposéb postepowania z

odczynnikami” (strona 10)

e) Uplyneta data waznos$ci zestawu artus

CMV RG PCR Kit

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci (patrz
etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego
zestawu.

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i datg waznosci (patrz
etykieta zestawu) odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego
zestawu.

Sygnaly dla kontroli negatywnych w kanale fluorescencyjnym Cycling Green analitycznej reakcji PCR

a) Podczas przygotowywania reakcji PCR
doszto do zanieczyszczenia probki

b) Podczas izolacji doszto do

zanieczyszczenia

Powtérzy¢ reakcje PCR z nowymi odczynnikami
w powtorzeniach.

Jesli to mozliwe, zamkng¢ probéwki PCR niezwtocznie po
dodaniu probki badane;j.

Upewnic¢ sig, ze kontrole pozytywne sg dodawane za pomocg
pipety jako ostatnie.

Upewni¢ sig, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie
odkazane.

Powtérzy¢ izolacje i reakcje PCR probki badanej, korzystajac
z nowych odczynnikéw.

Upewni¢ sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sa regularnie
odkazane.

artus CMV RG PCR Kit
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Symbole

Zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia <N> testow

Termin waznosci

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Numer katalogowy

Numer serii

Numer materiatu
Sktadniki
Zawiera

Liczba

Globalny numer jednostki handlowej

Zakres temperatury

Producent

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia

44
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Dane do zamowienia

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
artus CMV RG Na 24 reakcje: mieszanina Master Mix, roztwor 4503263
PCR Kit (24) magnezu, 4 wzorce ilosciowe, kontrola wewnetrzna,

woda (odpowiednia do PCR)
artus CMV RG Na 96 reakcji: mieszanina Master Mix, roztwér magnezu, 4503265
PCR Kit (96) 4 wzorce ilosciowe, kontrola wewnetrzna, woda
(odpowiednia do PCR)
Zestaw EZ1 DSP Virus Kit — do zautomatyzowanego rownoczesnego
oczyszczania wirusowego DNA i RNA w 1-14 prébkach surowicy,
osocza lub ptynu mézgowo-rdzeniowego
EZ1 DSP Virus  Na 48 przygotowan wirusowych kwasow nukleinowych: 62724
Kit (48) wstepnie napetnione kasety z odczynnikami, uchwyty na
jednorazowe koncoéwki, jednorazowe koncéwki z filtrem,
probowki na probki, probéwki do eluciji, bufory, nosnik
RNA
Zestaw QlAamp DSP Virus Kit — do oczyszczania wirusowych kwasow
nukleinowych z ludzkiego osocza do celéw diagnostycznych in vitro
QlAamp DSP Na 50 przygotowan: kolumny QlAamp MinElute® Spin 60704
Virus Kit Columns, bufory, odczynniki, probéwki, przedtuzacze
kolumn i ztgcza VacConnectors

Aparat Rotor-Gene Q MDx i akcesoria

Rotor-Gene Q Cykler do reakcji real-time PCR z 5 kanatami (zielony, 9002022

MDx 5plex z06ity, pomaranczowy, czerwony, purpurowy), komputer

Platform typu laptop, oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizneg, nie obejmuje
instalaciji i przeszkolenia

artus CMV RG PCR Kit  12/2021

45



Produkt

Zawartos¢

Nr kat.

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
System

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM Platform

Rotor-Gene Q
MDx 5plex
HRM System

Rotor-Gene Q
MDx 6plex
Platform

Rotor-Gene Q
MDx 6plex
System

Cykler do reakc;ji real-time PCR z 5 kanatami (zielony,
26ity, pomaranczowy, czerwony, purpurowy), komputer
typu laptop, oprogramowanie, akcesoria: obejmuje
roczng gwarancje na czesci i robocizne, instalacje i
przeszkolenie

Cykler do reakc;ji real-time PCR i analizator
umozliwiajgcy wykonanie analizy metodg HRM (ang.
High Resolution Melt) z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy) i kanatem HRM,
komputer typu laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci i robocizne, nie
obejmuje instalaciji i przeszkolenia

Cykler do reakc;ji real-time PCR i analizator
umozliwiajgcy wykonanie analizy metodg HRM (ang.
High Resolution Melt) z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy) i kanatem HRM,
komputer typu laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci i robocizne,
instalacje i przeszkolenie

Aparat do reakcji real-time PCR z 6 kanatami (niebieski,
zielony, z6ity, pomaranczowy, czerwony, purpurowy),
komputer typu laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci i robocizne, nie
obejmuje instalacji i przeszkolenia

Aparat do reakgcji real-time PCR z 6 kanatami (niebieski,
zielony, z6ity, pomaranczowy, czerwony, purpurowy),
komputer typu laptop, oprogramowanie, akcesoria:
obejmuje roczng gwarancje na czesci i robocizne,
instalacje i przeszkolenie

9002023

9002032

9002033

9002042

9002043
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.
Rotor-Gene Q Cykler do reakcji real-time PCR z 2 kanatami (zielony, 9002002
MDx 2plex 26ity), komputer typu laptop, oprogramowanie,

Platform akcesoria: obejmuje roczng gwarancje na czesci i
robocizne, nie obejmuje instalacji i przeszkolenia
Rotor-Gene Q Cykler do reakc;ji real-time PCR z 2 kanatami (zielony, 9002003
MDx 2plex 26ity), komputer typu laptop, oprogramowanie,
System akcesoria: obejmuje roczng gwarancje na czesci i
robocizne, instalacje i przeszkolenie
Rotor-Gene Q Cykler do reakcji real-time PCR i analizator 9002012
MDx 2plex umozliwiajgcy wykonanie analizy metodg HRM (ang.
HRM Platform High Resolution Melt) z 2 kanatami (zielony, zéity) i
kanatem HRM, komputer typu laptop, oprogramowanie,
akcesoria: obejmuje roczng gwarancje na czesci i
robocizne, nie obejmuje instalacji i przeszkolenia
Rotor-Gene Q Cykler do reakc;ji real-time PCR i analizator 9002013
MDx 2plex umozliwiajgcy wykonanie analizy metodg HRM (ang.
HRM System High Resolution Melt) z 2 kanatami (zielony, zotty) i
kanatem HRM, komputer typu laptop, oprogramowanie,
akcesoria: obejmuje roczng gwarancje na czesci i
robocizne, instalacje i przeszkolenie
Loading Block Aluminiowy blok do recznego przygotowywania reakc;ji 9018901
72x 0.1 ml jednokanatowg pipetg w ukfadzie 72 probéwek o
Tubes pojemnosci 0,1 ml
Loading Block Aluminiowy blok do recznego przygotowywania reakcjiw 9018905
96 x 0.2 ml standardowej matrycy 8 x 12 przy uzyciu 96 probowek o
Tubes pojemnosci 0,2 mli
Strip Tubes and 250 paskoéw po 4 probowki i zatyczki na 1000 reakcji 981103
Caps, 0.1 ml
(250)
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Produkt Zawartos¢ Nr kat.

Strip Tubes and 10 x 250 paskow po 4 probowki z zatyczkami na 981106
Caps, 0.1 ml 10 000 reakgiji

(2500)

PCR Tubes, 1000 cienkosciennych probéwek na 1000 reakcji 981005
0.2 ml (1000)

PCR Tubes, 10 x 1000 cienkosciennych probdéwek na 10 000 reakgc;ji 981008

0.2 ml (10000)

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylaczenia odpowiedzialnosci dla
poszczegolnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawéw
QIAGEN sg dostepne pod adresem www.qiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie

technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Wersja Zmiany

R6, marzec 2021 r. Dodano czesci Zakres liniowy, Substancje zaktécajace
i Odtwarzalnosé.

Zaktualizowano czesci Przeznaczenie i Oznaczenie
ilosciowe.

Usunieto odniesienia do aparatow QIAGEN, ktére nie
sg juz obstugiwane.

R7, grudzien 2021 r. W czesci Zawarto$¢ zestawu dodano szczegotowe
informacje na temat zestawu przeznaczonego do
wykonania 24 testow.

Umowa ograni j licencji dla artus CMV RG PCR Kit

Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastgpujgce warunki:

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytgcznie ze sktadnikami
znajdujgcymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu ze
sktadnikami nienalezgcymi do zestawu z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz
dodatkowych protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan
QIAGEN z myslg o innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaly doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez
firme QIAGEN. Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze nie naruszajg one praw 0sob trzecich.

2. Z wyjatkiem wyraznie okreslonych licencji firma QIAGEN nie gwarantuje, ze ten zestaw i/lub jego stosowanie nie naruszajg praw stron trzecich.

3. Zestaw oraz jego skiadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytacznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani
odsprzedawac.

4. Firma QIAGEN podkresla, ze nie udziela zadnych innych licencji wyrazonych lub dorozumianych poza tymi, ktére sg wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzujg sie nie podejmowa¢ dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére moga doprowadzi¢

do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze egzekwowac przestrzeganie zakazéw niniejszej
Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sgdu. Ma takze prawo zazgda¢ zwrotu kosztow wszelkich postepowan i kosztéw sgdowych, w tym
wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowien Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu
do zestawu i/lub jego sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostgpne na stronie www.giagen.com.

Nabycie tego produktu umozliwia nabywcy wykorzystywanie go na potrzeby ustug diagnostycznych w zakresie diagnostyki in vitro u ludzi. Niniejszym nie udziela sig¢
praw patentowych ani innych licencji zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajgcym z nabycia produktu.

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

HB-0046-009 1126759 R7 12/2021© 2021 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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