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Obecny uvod

Soupravy QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit jsou ur€eny k pouziti spolu s pfistrojem QIAsymphony SP.

Soupravy QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit poskytuji reagencie pro piné automatizovanou a simultéanni purifikaci virovych
a bakterialnich nukleovych kyselin. Sady Ize pouzivat k purifikaci nukleovych kyselin ze Sirokého spektra DNA a RNA viri a bakterialni
DNA z gramnegativnich a grampozitivnich bakterii. Charakteristiky funkénich vlastnosti pro jednotlivé druhy virG ¢i bakterii nebyly

stanoveny, uzivatel je musi validovat sam.

Technologie magnetickych ¢astic umozriuje purifikaci vysoce kvalitnich nukleovych kyselin, které neobsahuiji bilkoviny, nukleazy ani jiné
necistoty. Purifikované nukleové kyseliny jsou pfipraveny k pfimému pouziti v naslednych aplikacich, napf. pfi amplifikacnich reakcich
(Polymerase Chain Reaction, PCR). Pfistroj QIAsymphony SP provadi vSechny kroky postupu purifikace. V jednom cyklu se zpracovava

az 96 alikvotu v davkach az po 24 alikvotech.

V nasledujicim textu jsou uvedeny vybrané udaje o charakteristikach funk&nich vlastnosti pro rtizné aplikace.
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Charakteristika funkcnich viastnosti

Poznamka: Charakteristika funkénich viastnosti zavisi na rGznych faktorech a souvisi s konkrétni naslednou aplikaci. Byla stanovena
pro soupravu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit ve spojeni s pfiklady naslednych aplikaci. Metody izolace nukleovych kyselin
z biologickych vzorkud se v8ak pouzivaiji jako predstuperi pro fadu navazujicich aplikaci. Pro kazdy takovy pracovni postup je tfeba v ramci
vyvoje nasledné aplikace stanovit parametry funkénich vlastnosti, jako je kfizova kontaminace nebo presnost cyklu. Proto je povinnosti
uzivatele cely pracovni postup validovat a stanovit vhodné parametry funkénich viastnosti.

Zakladni funk&ni vlastnosti a kompatibilita s rGznymi naslednymi aplikacemi

Zakladni funkéni vlastnosti pro soupravu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit byly hodnoceny pomoci RNA viru HIV-1 coby vzorového
viru. Testy byly provedeny s Fed&nimi kvalifikovanych virovych panelti vytvorenych v HIV-1 negativni lidské plazmé&. Rady fedéni se
7 riznymi titry viru byly testovany vzdy s az 6 replikaty, purifikovany postupem pro soupravu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit
a analyzovany na pfitomnost viru HIV-1 pomoci vlastni analyzy RT-PCR (Obrazek 1). Virové nukleové kyseliny byly purifikovany
z 1 000ul alikvota se 60 pl eluéniho objemu.

Kromé toho byly pfi vyvoji soupravy pouzity bakterialni a virové nukleové kyseliny a riizné nasledné aplikace qPCR, aby se prokazalo,
Ze izolované nukleové kyseliny jsou kompatibilni s riznymi naslednymi aplikacemi (tabulka 2 — tabulka 7, obrazek 2 a obrazek 3).
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Obrazek 1. Pozorovana vytéznost pomoci protokolu Virus Cellfree 1000 s fadou fedéni virti a vlastni analyzou RT-PCR na pfitomnost RNA viru HIV-1.
Presnost

Smérodatna odchylky a koeficienty variace (Coefficients of Variation, CV) byly stanoveny pro fady fedéni HIV-1 v linearni oblasti
kvantifikace pfislusnych navazujicich analyz. Pro analyzu pfesnosti byly pouzity stejné nasledné analyzy jako pro stanoveni zakladnich
funk&nich vlastnosti (obrazek 1). Udaje o presnosti mezi analyzami jsou uvedeny v tabulce 1. Pro kaZdy prvek panelu bylo na pfistroji
QIAsymphony SP extrahovano 5 nebo 6 replikatu.
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Tabulka 1. Pfesnost mezi analyzami protokolu Virus Cellfree 1000 byla stanovena pomoci interni analyzy RT-PCR pro RNA viru HIV-1

Prvek 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

Opakovatelnost protokold Complex 200, 400 a 800

DNA bakterii Chlamydia trachomatis byla na pfistroji QIAsymphony SP purifikovana ze 200, 400 a 800 yl moci a byla eluovana ve 110 pl.
U kazdého protokolu (Complex200_V5 _DSP, Complex400_V3_DSP a Complex800_V5 DSP) provedl jeden operator 3 jednotliva
zpracovani na stejném pfistroji ve 3 riznych dnech, pfi¢emz kazdé zpracovani obsahovalo 4 Sarze po 22 alikvotech.

Tabulka 2. Opakovatelnost protokolu Complex 200 pfi pouziti interni analyzy C. trachomatis

Cyklus Sarze n Pramér 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 1,85
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

Celkovy pocet alikvott = 264
Celkovy primér = 28,70

Tabulka 3. Pfresnost protokolu Complex 200 pfi pouziti interni analyzy C. trachomatis

Mezi Sarzemi v ramci stejného Mezi zpracovanimi (Ser) Celkova (Sr)
zpracovani (Spwr)

SD 0,46 0,26 0,53
CV (%) 1,60 0,91 1,84
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Tabulka 4. Opakovatelnost protokolu Complex 400 pfi pouziti interni analyzy C. trachomatis

Cyklus Sarze n Primér 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

Celkovy pocet alikvotu = 264

Celkovy prumér = 27,99

Tabulka 5. Pfesnost protokolu Complex 400 pfi pouziti interni analyzy C. trachomatis
Mezi $arzemi v ramci stejného zpracovani (Spwr) Mezi zpracovanimi (Sgr) Celkova (Sy)
SD 0,51 0,52 0,73
CV (%) 1,83 1,87 2,62
Tabulka 6. Opakovatelnost protokolu Complex 800 pfi pouziti interni analyzy C. trachomatis

Cyklus Sarze n Primér 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

Celkovy pocet alikvott = 264
Celkovy primér = 26,20

Tabulka 7. Pfesnost protokolu Complex 800 pfi pouziti interni analyzy C. trachomatis

Mezi Sarzemi v ramci stejného zpracovani (Spwr)

Mezi zpracovanimi (Sgr)

Celkova (Si)

SD
CV (%)

0,46
0,46

0,00
0,00
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Stabilita eluatt

Poznamka: Stabilita eluatt zavisi na rdznych faktorech a souvisi s konkrétni naslednou aplikaci. Byla stanovena pro soupravu
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit ve spojeni s pfiklady naslednych aplikaci. UZivatel je povinen prostudovat si navod k pouziti
konkrétni nasledné aplikace pouzivané v jeho laboratofi a/nebo ovéfit cely pracovni postup za ucelem stanoveni vhodnych podminek
skladovani.

Stabilita eluatt pro soupravu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit byla hodnocena pomoci nukleové kyseliny extrahované z modi,
obohacené o standardni material HIV a standardni material CMV. Stabilita nukleové kyseliny byla stanovena pomoci vlastnich analyz
real-time PCR pro HIV a CMV. Stabilita eluatt pfi teploté 2—8 °C nebyla ovlivnéna délkou skladovani az do 1 mésice. P¥i skladovani

delSim nez 24 hodin v8ak doporu€ujeme skladovat purifikované nukleové kyseliny pfi teploté —20 °C.
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Obrazek 2. Stabilita RNA HIV v eluatech. Standardni material HIV pfidany do mo¢i byl purifikovan na pfistroji QIAsymphony SP za pouziti protokolu Complex 200. Eluaty
byly inkubovany po dobu 31 dnl pfi teploté 2—8 °C. Pro detekci v pravidelnych ¢asovych intervalech byla pouzita vlastni analyza real-time PCR pro HIV. Eluaty byly
analyzovany v 8 replikatech.
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Obrazek 3. Stabilita CMV v eluatech. Standardni material CMV pfidany do mogi byl purifikovan na pfistroji QIAsymphony SP za pouziti protokolu Complex 200. Eluaty byly
inkubovany po dobu 31 dnl pfi teploté 2—-8 °C. Pro detekci v pravidelnych ¢asovych intervalech byla pouzita vlastni analyza real-time PCR pro CMV. Eluaty byly analyzovany
v 8 replikatech.
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Interferujici latky

Do EDTA plazmy, CSF, moci a prepravniho média (eNAT) s virovym materialem byly pfidany rizné potencialni endogenni a exogenni
interferujici latky, aby se otestoval jejich vliv na pfiklady naslednych analyz po pfipravé alikvotu pomoci soupravy QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit. BéZné relevantni potencialni interferujici latky a pFisluSné testované materialy alikvotl jsou uvedeny nize v tabulce 8.
U uvedenych interferujicich latek a vice nez 80 dalSich potencialnich interferujicich latek nebyl zjiStén zadny vyznamny negativni dopad.
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Tabulka 8. Potencialni interferujici latky testované s riznymi materialy alikvotu

Interferujici latky Plazma CSF Mo¢ eNAT

(Lidské sérum) albumin y \
Bilirubin N v
Erytrocyty V \
Gama globulin

gDNA

Hemoglobin

Lidska jatra, celkova RNA
Triglyceridy (intralipid)
EDTA

Heparin

2 2 2 2 2 2 2 2

Roztok amoniaku
Glukéza

Slizni¢ni

Krev

Leukocyty

~ N - e
<

pH 4, pH 9

Poznamka: ,\"“ oznaduje, které materialy alikvottl byly testovany na pfislusnou potencialni interferujici latku.

Jakékoli potencialni interferujici latky (napf. léky) a odpovidajici koncentrace jsou velmi specifické pro naslednou aplikaci a pfipadné
predchozi |ékafské oSetfeni a je tfeba je prozkoumat pfi ovéfovani takové nasledné aplikace pomoci souprav QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit.

Poznamka: Testovani bylo provedeno pomoci ukazkovych naslednych aplikaci pro posouzeni kvality extrahovanych nukleovych kyselin.
Rzné nasledné aplikace v§ak mohou mit rizné pozadavky na Gistotu (tj. nepfitomnost nebo koncentraci potencialnich interferujicich
latek), takze identifikace a testovani pfislusnych latek a odpovidajicich koncentraci museji byt rovnéz stanoveny jako soucast vyvoje

nasledné aplikace pro jakykoli pracovni postup zahrnujici soupravy QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit.
Poznamka: Podle normy ISO 20186-2:2019(E) maze heparin ze zkumavek pro odbér krve ovlivnit Cistotu izolovanych nukleovych kyselin

a pfipadny prenos do eluatd by mohl zpUsobit inhibici v nékterych naslednych aplikacich. Proto doporuujeme pro pfipravu plazmy

pouzivat krevni alikvoty oSetfené EDTA nebo citratem jako antikoagulantem.
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Kfizova kontaminace

Riziko kfizové kontaminace souprav QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit bylo analyzovano provedenim tfi cykld zpracovani
96 alikvotll na pfistroji QIAsymphony SP se stfidavymi $achovnicovymi davkami (stfidavé pozitivni a negativni alikvoty). Jako modelovy
systém byla pouzita lidska EDTA plazma a mo¢ s pfidavkem materialu HIV (2,93E+07, respektive > 1,00E+07 IU/ml). Pfiprava alikvotu
byla provedena podle vSech dostupnych protokoll (pro aplikace Virus Cellfree a Pathogen Complex). Potencidlni kontaminace
negativnich alikvott plazmy a moci béhem extrakce byla vyhodnocena naslednou analyzou eluatl pomoci viastni analyzy RT-PCR na
pfitomnost viru HIV. Nebyla zjiSté€na zadna kfizova kontaminace mezi jednotlivymi alikvoty a Sarzemi ani pfenos z jednoho cyklu do
druhého.

Rozsah vstupu alikvotu / vystupu eluatu

Pro pfipravu alikvotd pomoci souprav QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit Ize zvolit riizné vstupni objemy alikvotu a elu¢ni objemy.
Dal$i podrobnosti jsou uvedeny na listech s protokoly, které Ize nalézt na zaloZce zdroju na produktové strance na webovych strankach
www.giagen.com. Pro analyzu vlivu tfi rznych eluénich objemU byly provedeny ukazkové korelac¢ni studie pro EDTA plazmu
s pfidavkem virového materialu HBV a HIV pomoci protokolt Cellfree 200 a Cellfree 1000. Vysledky neukazuji Zadné vyznamné rozdily
v kvantifikaci RNA nebo DNA viru pfi pouziti protokolu Cellfree 200 nebo Cellfree 1000 v kombinaci s jednim ze tfi riznych elu¢nich
objemu (60, 85 a 110 pl).
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Symboly

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

naleznete v pfirucce.

Symbol Definice symbolu
c € Tento vyrobek spliuje pozadavky evropského nafizeni 2017/746 pro diagnostické zdravotnické
prostfedky in vitro.
IVD Zdravotnicky prostiedek pro diagnostiku in vitro
Katalogové Cislo
Rn R oznaduje revizi navodu k pouZiti a n je Cislo revize
Vyrobce
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Historie revizi

Revize Popis

R1, ¢erven 2022 Verze 2, revize 1
e  Aktualizace na verzi 2 kvuli souladu s nafizenim IVDR

e Prevod oddilu Linearni rozsah do oddilu Zakladni funkéni vlastnosti
a kompatibilita s raznymi naslednymi aplikacemi

e Rozsifeni oddilu Stabilita eluatd

e  Pfidani oddilu Interferujici latky

e Prfidani oddilu Kfizova kontaminace

e Prfidani oddilu Rozsah vstupu alikvotu / vystupu eluatu

e  Pfidani oddilu Symboly

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifické pro vyrobek jsou uvedeny v pfiru¢ce pro prfisluSsnou soupravu QIAGEN
nebo v uzivatelské pfirucce. Prirucky k soupravam QIAGEN a uzivatelské pfirucky jsou kdispozici na webovych strankach
www.giagen.com nebo si je |ze vyzadat od technické podpory spole€nosti QIAGEN ¢&i mistniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony® (skupina QIAGEN). Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, i kdyZ nejsou vyslovné takto oznaceny, nelze povazovat za nechranéné zakonem.
06/2022 HB-3028-D01-001 © 2022 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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