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Wprowadzenie

Zestawy QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit sg przeznaczone do stosowania wytacznie z aparatem QIAsymphony SP.

Zestawy QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit zawierajg odczynniki przeznaczone do wykonania w petni zautomatyzowanego,
jednoczesnego oczyszczania wirusowych i bakteryjnych kwaséw nukleinowych. Zestawéw tych mozna uzywaé do oczyszczania kwasow
nukleinowych z wielu r6znych wirusow DNA i RNA, jak rowniez bakteryjnego DNA z bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich. Wartosci
parametrow skutecznosci nie zostaly jednak okreslone w kontekscie wszystkich gatunkéw wiruséw i bakterii, dlatego uzytkownik jest

zobowigzany do walidacji dziatania zestawow uzywanych do oczyszczania kwasu nukleinowego danego gatunku.

Technologia czgstek magnetycznych umozliwia otrzymanie oczyszczonych kwaséw nukleinowych o wysokiej jakosci, wolnych od biatek,
nukleaz iinnych zanieczyszczen. Oczyszczone kwasy nukleinowe sg gotowe do bezposredniego uzycia w dalszych procedurach
analitycznych, takich jak reakcje amplifikacji (PCR). Aparat QlIAsymphony SP wykonuje wszystkie etapy procedury oczyszczania.
W ramach jednego cyklu mozna przetworzy¢ maksymalnie 96 probek w partiach po maksymalnie 24 prébeki.

Ponizej przedstawiono wybrane dane dotyczgce skutecznosci w kontekscie réznych procedur analitycznych.
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Parametry skutecznosci

Uwaga: Parametry skutecznosci w duzym stopniu zalezg od réznych czynnikéw iodnoszg sie do konkretnej dalszej procedury
analitycznej. Zostaty ustalone dla zestawow QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit uzywanych w ramach standardowych dalszych
procedur analitycznych. Metody izolacji kwasow nukleinowych z prébek biologicznych stanowig jednak etap poczatkowy dla wielu
dalszych procedur analitycznych. Parametry skuteczno$ci, takie jak np. wystepowanie zanieczyszczenia krzyzowego lub precyzja testu,
muszg zosta¢ okreslone dla catego przeptywu pracy (z uwzglednieniem wszystkich procedur) jako czes$¢ procesu opracowywania
konkretnej dalszej procedury analitycznej. Z tego wzgledu uzytkownik jest odpowiedzialny za walidacje catego przeptywu pracy w celu

ustalenia odpowiednich parametréw do oceny skutecznosci.

Skutecznos¢ podstawowa i zgodnos¢ z roznymi dalszymi procedurami analitycznymi

Skutecznos¢ podstawowg zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit oceniono przy uzyciu RNA wirusa HIV-1 stuzgcego jako wirus
przyktadowy. Testy wykonywano przy uzyciu oznaczonych ilosciowo rozcienczen paneli wirusa przygotowanych z ludzkiego osocza
negatywnego wzgledem wirusa HIV-1. Przetestowano serie rozcienczen o 7 réoznych mianach wirusa, przetwarzajgc maksymalnie po
6 powtdrzen kazdego rozcienczenia. Procedura oczyszczania byta wykonywana przy uzyciu zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Kit, a nastepnie materiat byt analizowany pod katem obecnosci materiatu wirusa HIV-1 przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia RT-PCR
(Ryc. 1). Wirusowe kwasy nukleinowe oczyszczano z probek o objetosci 1000 pl, przy objetosci elucji rownej 60 pl.

Dodatkowo podczas opracowywania zestawu wykorzystywano bakteryjne i wirusowe kwasy nukleinowe oraz rézne dalsze procedury
analityczne oparte na reakcji gPCR w celu wykazania zgodnosci wyizolowanych kwasow nukleinowych z szeregiem réznych dalszych
procedur analitycznych (Tabela 2-Tabela 7, Ryc. 2 i Ryc. 3).
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Ryc. 1. Obserwowany uzysk przy uzyciu protokotu Virus Cellfree 1000, serii rozcienczen wirusa i wewnetrznego oznaczenia RT-PCR wzgledem RNA wirusa HIV-1.

Precyzja

Odchylenia standardowe i wspétczynniki zmiennosci (Coefficient of Variation, CV) wyznaczono dla serii rozcienczen wirusa HIV-1
w zakresie liniowym odpowiednich dalszych oznaczen. Do analizy precyzji wykorzystano te same dalsze oznaczenia, ktérych uzywano
do wyznaczenia skutecznosci podstawowej (Ryc. 1). Dane dotyczace precyzji miedzy oznaczeniami przedstawiono w Tabeli 1. Dla

kazdej prébki panelu wykonano 5 lub 6 powtdrzen izolacji na aparacie QIAsymphony SP.
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Tabela 1. Precyzja miedzy oznaczeniami dla protokotu Virus Cellfree 1000 okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia RT-PCR do detekcji RNA wirusa HIV-1

Prébka panelu n 1U/ml CV (%) log IU/ml SD (log 1U/ml)
1 6 1835 700 30,04 6,24 0,15
2 6 199 931 26,99 5,28 0,13
3 5 13785 21,02 4,13 0,09
4 5 1363 17,49 8,18 0,09
5 6 642 24,82 2,79 0,12
6 6 294 31,12 2,44 0,16
7 6 123 23,25 2,08 0,11

Powtarzalnos¢ protokotéw Complex 200, 400 i 800

DNA bakterii Chlamydia trachomatis byto oczyszczane w aparacie QIAsymphony SP z prébek moczu o objetosci 200, 400 i 800 pl,
a nastepnie poddawane elucji w objetosci 110 ul. W przypadku kazdego protokotu (Complex200_V5_DSP, Complex400_V3_DSP
i Complex800_V5_DSP) jeden operator wykonywat 3 odrebne testy na tym samym aparacie w 3 réznych dniach, przy czym kazdy test
zawierat 4 partie po 22 probki.

Tabela 2. Powtarzalnos¢ protokotu Complex 200 okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia na obecnos¢ bakterii C. frachomatis

Test Partia n Srednia warto$é Cr SD CV (%)
1 1 22 28,74 0,32 1,10
2 22 29,03 0,49 1,68
3 22 29,00 0,53 1,84
4 22 29,04 0,45 1,55
2 1 22 28,26 0,36 1,28
2 22 28,90 0,27 0,93
3 22 28,84 0,26 0,91
4 22 28,94 0,31 1,08
3 1 22 27,87 0,39 1,40
2 22 28,35 0,32 1,12
3 22 28,52 0,28 0,97
4 22 28,94 0,32 1,09

Catkowita liczba prébek = 264
Srednia ogdlna = 28,70

Tabela 3. Precyzja protokotu Complex 200 okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia na obecnos¢ bakterii C. frachomatis

Miedzy partiami z tego samego testu Miedzy testami (Ser) Catkowita (Sr)
(Spwr)

SD 0,46 0,26 0,53

CV (%) 1,60 0,91 1,84
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Tabela 4. Powtarzalnos¢ protokotu Complex 400 okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia na obecnos¢ bakterii C. frachomatis

Test Partia n Srednia warto$é Cr SD CV (%)
1 1 22 27,32 0,43 1,57
2 22 27,35 0,37 1,37
3 22 27,54 0,44 1,61
4 22 27,37 0,57 2,08
2 1 22 28,07 0,46 1,62
2 22 28,42 0,55 1,93
3 22 28,47 0,55 1,95
4 22 28,61 0,32 1,11
3 1 22 27,85 0,53 1,89
2 22 28,60 0,44 1,53
3 22 28,09 0,87 3,11
4 22 28,23 0,35 1,24

Catkowita liczba prébek = 264
Srednia ogélna = 27,99

Tabela 5. Precyzja protokotu Complex 400 okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia na obecnos¢ bakterii C. frachomatis

Migdzy partiami z tego samego testu

Miedzy testami (Sgr)

Catkowita (Sr)

(Spwr)
SD 0,51 0,52 0,73
CV (%) 1,83 1,87 2,62
Tabela 6. Powtarzalnos¢ protokotu Complex 800 okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia na obecnos¢ bakterii C. frachomatis

Test Partia n Srednia warto$é Cr SD CV (%)

1 1 22 26,04 0,34 1,32
2 22 26,07 0,43 1,66
3 22 26,81 0,47 1,76
4 22 26,10 0,41 1,59

2 1 22 26,17 0,29 1,10
2 22 26,35 0,43 1,65
3 22 26,11 0,34 1,31
4 22 26,15 0,37 1,41

3 1 22 26,05 0,33 1,25
2 22 26,32 0,54 2,04
3 22 25,72 0,41 1,60
4 22 26,59 0,48 1,81

Catkowita liczba prébek = 264
Srednia ogélna = 26,20

Tabela 7. Precyzja protokotu Complex 800 okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia na obecnos¢ bakterii C. frachomatis

Miedzy partiami z tego samego testu (Spwr)

Miedzy testami (Sgr)

Catkowita (Si)

SD
CV (%)

0,46
0,46
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Stabilno$¢ eluatu

Uwaga: Stabilno$¢ eluatu w duzym stopniu zalezy od réznych czynnikdéw i odnosi sie do konkretnej dalszej procedury analityczne;j.
Zostata ustalona dla zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit uzywanego w ramach standardowych dalszych procedur
analitycznych. Obowigzkiem uzytkownika jest zapoznanie sie z instrukcjami wykonywania konkretnej dalszej procedury analitycznej
przeprowadzanej w jego laboratorium i/lub zwalidowanie catego przebiegu pracy (z uwzglednieniem wszystkich procedur) w celu

ustalenia odpowiednich warunkéw przechowywania.

Stabilnos¢ eluatu dla zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit zostata oceniona przy uzyciu kwaséw nukleinowych wyizolowanych
z probek moczu, do ktérych dodano materiat wzorcowy wirusa HIV oraz materiat wzorcowy wirusa CMV. Stabilno$¢ kwasu nukleinowego
zostata okreslona przy uzyciu wewnetrznego oznaczenia real-time PCR ukierunkowanego na materiat wiruséw HIV i CMV. Na stabilnos¢
eluatu przechowywanego w temperaturze 2—8°C nie miat wptywu czas przechowywania wynoszacy do 1 miesigca. Zalecane jest jednak,

aby kwasy nukleinowe byty przechowywane w temperaturze —20°C, jesli czas przechowywania ma by¢ diuzszy niz 24 godziny.
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Ryc. 2. Stabilnos¢ RNA wirusa HIV w eluatach. Materiat wzorcowy wirusa HIV dodany do moczu oczyszczono na aparacie QIAsymphony SP, stosujgc protokét Complex
200. Eluaty inkubowano przez 31 dni w temperaturze 2—-8°C. W regularnych odstepach czasu wykonywano wewnetrzne oznaczenie real-time PCR przeznaczone do detekcji
wirusa HIV. Eluaty analizowano w powtdrzeniach po 8.
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Ryc. 3. Stabilnos¢ kwasu nukleinowego wirusa CMV w eluatach. Materiat wzorcowy wirusa CMV dodany do moczu oczyszczono na aparacie QIAsymphony SP, stosujgc
protokét Complex 200. Eluaty inkubowano przez 31 dni w temperaturze 2-8°C. W regularnych odstepach czasu wykonywano wewnetrzne oznaczenie real-time PCR
przeznaczone do detekcji wirusa CMV. Eluaty analizowano w powtérzeniach po 8.
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Substancje zaktécajgce

Do prébek osocza (z dodatkiem EDTA), PMR, moczu i podtoza transportowego (eNAT) zawierajgcych materiat wirusowy dodawano
rézne endogenne i egzogenne potencjalne substancje zaktdcajgce w celu sprawdzenia ich wptywu na detekcje materiatu docelowego
przez standardowe oznaczenia wykorzystywane w dalszych procedurach analitycznych po przygotowaniu prébek przy uzyciu zestawu
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit. Czesto spotykane, istotne potencjalne substancje zaktocajgce oraz odpowiadajgce im materiaty
prébek wykorzystywane w badaniu zostaty przedstawione w Tabeli 8. W przypadku wymienionych substancji oraz ponad

80 dodatkowych substancji zaktdcajgcych nie zaobserwowano negatywnego wptywu.

Tabela 8. Potencjalne substancje zakt6cajace badane przy uzyciu réznych materiatéw prébek

Substancje zaktécajace Osocze PMR Mocz eNAT

(Surowica ludzka) albumina Y \
Bilirubina | x/
Erytrocyty v v
Gamma-globulina
gDNA

Hemoglobina

< [ < .

Catkowity RNA wyizolowany
z tkanki ludzkiej watroby

Trojglicerydy (Intralipid)
EDTA

Heparyna

< [ < .

Roztwér amoniaku
Glukoza

Sluz

Krew

Leukocyty

— S -
<

pH4,pH9

Uwaga: Symbol ,\" wskazuje, ktéry materiat probki byt badany pod katem danej substancji zaktécajace;.

Wszelkie potencjalne substancje zaktdcajgce (np. leki) oraz ich stezenia sg scisle zwigzane z konkretng dalszg procedurg analityczng
oraz mozliwym wczesniejszym leczeniem pacjenta, dlatego muszg by¢ sprawdzane podczas weryfikacji wszelkich dalszych procedur
analitycznych uwzgledniajgcych uzycie zestawow QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit.

Uwaga: Testy zostaty przeprowadzone w ramach standardowych dalszych procedur analitycznych w celu oceny jakosci wyizolowanych
kwasow nukleinowych. Rézne dalsze procedury analityczne mogg jednak rézni¢ sie pod wzgledem wymagan dotyczgcych czystosci
materiatu (tj. braku lub stezen potencjalnych substancji zakidcajgcych), dlatego sposéb identyfikacji i badania réznych substancji
zaktocajgcych oraz ich réznych stezen rowniez musi zostac ustalony jako czes¢ procesu opracowywania konkretnych dalszych procedur
analitycznych dla jakiegokolwiek przebiegu pracy uwzgledniajgcego uzycie zestawow QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit.

Uwaga: Zgodnie z normg ISO 20186-2:2019(E) heparyna pochodzgca z probowek do pobierania krwi moze wptywac¢ na czystosé
izolowanych kwaséw nukleinowych, a w przypadku jej ewentualnego przeniesienia do eluatow moze wykazywac wiasciwosci inhibicyjne
w dalszych procedurach analitycznych. Dlatego zalecane jest, aby w celu przygotowania prébek osocza uzywaé prébek krwi,
w przypadku ktorych jako antykoagulantu zastosowano EDTA lub cytrynian.
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Zanieczyszczenie krzyzowe

Zbadano ryzyko wystgpienia zanieczyszczenia krzyzowego podczas uzywania zestawow QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit.
Na potrzeby badania wykonano trzy testy, kazdy przy uzyciu 96 probek iaparatu QlAsymphony SP. Probki o roznym statusie byty
testowane w ramach jednej partii, w ktérej uktadano je w uktadzie szachownicy (naprzemiennie utozone prébki pozytywne i negatywne).
Jako systemu modelowego uzyto ludzkich prébek osocza z dodatkiem EDTA oraz probek moczu, do ktérych dodano materiat wirusa HIV
(odpowiednio w stezeniu 2,93E+07 i >1,00E+07 1U/ml). Probki byty przygotowywane przy uzyciu wszystkich dostepnych protokotow (dla
zastosowan Virus Cellfree i Pathogen Complex). Ryzyko wystgpienia potencjalnego zanieczyszczenia negatywnych prébek osocza
i moczu podczas procesu izolacji zostato ocenione poprzez wykonanie analizy uzyskanych eluatow przy uzyciu wewnetrznego
oznaczenia RT-PCR wzgledem wirusa HIV. Nie wykryto zanieczyszczenia krzyzowego spowodowanego przeniesieniem miedzy

prébkami, miedzy partiami oraz miedzy cyklami przetwarzania.
Zakres wejsciowych objetosci probek i wyjsciowych objetosci eluatow

Podczas przygotowywania probek przy uzyciu zestawow QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit mozna wybiera¢ rézne objetosci
wejsciowe probek oraz rézne objetosci elucji. Szczegdtowe informacje zawiera odpowiednia karta protokotu, ktérg mozna znalez¢ na
stronie produktu pod adresem www.giagen.com, na karcie Resource (Materiaty zrédtowe). W celu przeanalizowania wptywu trzech
réznych objetosci elucji przeprowadzono standardowe badania korelacji przy uzyciu prébek osocza z dodatkiem EDTA, do ktérych
dodawano materiat wiruséw HBV i HIV, oraz protokotéw Cellfree 200 i Cellfree 1000. Wyniki wskazuja, ze uzywanie trzech réznych
objetosci elucji (60, 85 i 110 pl) w protokole Cellfree 200 lub Cellfree 1000, nie przyczynito sie do wystgpienia istotnych réznic

w oznaczeniach ilosciowych wirusowego RNA lub DNA.
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Symbole

W niniejszym dokumencie uzywane sg ponizsze symbole. Petna lista symboli zamieszczonych w instrukcji uzycia oraz na opakowaniu

i etykietach znajduje sie w instrukcji obstugi.

Symbol Definicja symbolu
c € Ten produkt spetnia wymogi rozporzgdzenia europejskiego 2017/746 w sprawie wyrobow medycznych do
diagnostyki in vitro.
IVD Wyrob medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy
Rn R oznacza wydanie instrukcji uzycia, a n oznacza numer wydania
Producent
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Historia zmian

Wydanie Opis

R1, czerwiec 2022 r. Wersja 2, wydanie 1

e W ramach wersji 2 zaktualizowano tre$¢ w celu zapewnienia zgodnosci
z rozporzgdzeniem IVDR

e Tresc czesci ,Zakres liniowy” zostata przeniesiona do czesci ,Skutecznosé
podstawowa i zgodnos¢ z réznymi dalszymi procedurami analitycznymi”

e Rozszerzono czes¢ ,Stabilnos¢ eluatu”
e Dodano czesc¢ ,Substancje zaktécajgce”
e Dodano czesc¢ ,Zanieczyszczenie krzyzowe”

e Dodano czesc¢ ,Zakres wejsciowych objetosci probek i wyjsciowych
objetosci eluatow”

e Dodano czes¢ ,Symbole”

Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych produktéw mozna znalezé
w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawow
QIAGEN sg dostepne pod adresem www.qiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie technicznym lub u lokalnego dystrybutora
firmy QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (QIAGEN Group). Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty wyraznie oznaczone jako zastrzezone, nie
mozna uwazac za niechronione przepisami prawa.

06/2022 HB-3028-D01-001 © 2022 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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