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Przeznaczenie

Oznaczenie artus HCV QS-RGQ to test amplifikacji kwasu nukleinowego w warunkach in
vitro oparty na technologii reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotna transkrypcjg (reverse
transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) przeznaczony do uzytku z aparatami QS-
RGQ do ilosciowego wykrywania wirusa zapalenia watroby typu C (Hepatitis C virus, HCV)
RNA (genotypy 1-6) w osoczu EDTA pobranym od osdb zakazonych wirusem HCV.

Oznaczenie artus HCV QS-RGQ, w potaczeniu ze stanem klinicznym i innymi markerami
laboratoryjnymi, stuzy do okreslenia rokowania choroby oraz pomocniczo w ocenie odpowiedzi
wirusa na leczenie przeciwwirusowe mierzone poprzez zmiany stezenia HCV RNA w ludzkim
osoczu EDTA na poziomie bazowym, podczas leczenia i pod koniec leczenia. Oznaczenie artus
HCV QS-RGQ nie jest przeznaczone do przesiewowych badan krwi, osocza lub surowicy pod
katem zakazenia wirusem HCV. Oznaczenie nie jest przeznaczone do stosowania jako test
diagnostyczny w celu potwierdzenia zakazenia wirusem HCV.

Podsumowanie i objasnienie

Zestaw artus HCV QS-RGQ Kit jest gotowym do uzycia systemem przeznaczonym do
wykrywania HCV RNA za pomocg reakcji PCR w aparatach Rotor-Gene Q z
przygotowaniem prébek i ustawienia badania w aparatach QIAsymphony SP/AS. W skfad
odczynnikéw Hepatitis C Virus RG Master A i B wchodzg odczynniki i enzymy do amplifikacji
okreslonego obszaru genomu wirusa HCV o dtugosci 69 par zasad oraz do bezpos$redniego
wykrywania okreslonego amplikonu w zielonym kanale fluorescencyjnym aparatu Rotor-
Gene Q.

Ponadto zestaw artus HCV QS-RGQ Kit zawiera drugi heterologiczny system amplifikaciji,
ktory stuzy do detekcji potencjalnej inhibicji reakcji PCR. Wykrywa sie jg jako kontrole
wewnetrzng (internal control, IC) w pomaranczowym kanale fluorescencyjnym aparatu
Rotor-Gene Q. Granica wykrywalnosci testu analitycznego PCR dla HCV nie ulega
obnizeniu. Dostarczone zewnetrzne kontrole pozytywne (Hepatitis C Virus RG QS 1-4)

umozliwiajg okreslenie ilosci wirusowego RNA.
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Informacja o patogenie
Wprowadzenie

Wirus HCV to wirus RNA z rodziny flawiwiruséw. Otoczony strukturg ostony i kodujgcy
jedynie 10 dojrzatych biatek wirus HCV jest odpowiedzialny za ciezkie schorzenia od
zapalenia watroby i marskosci watroby do raka watrobokomoérkowego (hepatocellular
carcinoma, HCC), ktéry zawsze prowadzi do zgonu. Ponad 200 milionéw ludzi na catym
Swiecie jest nosicielami wirusa HCV, z czego cztery miliony w Europie. Zakazenie wirusem
HCV jest jedng z gtéwnych przyczyn przewlektej choroby watroby na catym Swiecie, przy
czym wiekszo$¢ osbéb jest nieSwiadoma zakazenia. Wyrdznia sie szes¢ gtownych
genotypéw wirusa HCV (1-6) — w Ameryce Pdinocnej i Europie Zachodniej najczesciej
wystepuje genotyp 1 (podtypy a i b) (1). Homologia nukleotyddéw miedzy genotypami wynosi
jedynie od 55% do 70%, a zidentyfikowano ponad 80 podtypéw. W celu podjecia wiasciwego
leczenia oraz przewidzenia prawdopodobiehstwa odpowiedzi na leczenie zalecane jest
okreslenie genotypu (2).

Definicja choroby klinicznej

W zdecydowanej wiekszosci przypadkéw ostre zakazenie wirusem HCV przebiega
bezobjawowo. Okres inkubacji wirusa HCV trwa od 6 do 10 tygodni, a poczatek choroby
moze charakteryzowa¢ sie nieswoistymi objawami, w tym anoreksjg, odczuwaniem
nieokreslonego dyskomfortu w jamie brzusznej, nudnosciami i wymiotami, gorgczkag
i ostabieniem. W rzadszych przypadkach jako poczatkowy objaw moze wystgpic zoéttaczka.
Jedynie niewielki odsetek (10-30%) oséb z ostrym zakazeniem zwalczy wirusa.
W wiekszosci przypadkow wirus HCV powoduje zakazenie trwajgce cate zycie, a pacjent
staje sie przewlektym nosicielem.

Przewlekte zakazenie wirusem HCV jest definiowane jako kontynuacja choroby bez poprawy
przez okres powyzej 6 miesiecy i rozwija si¢ ono u okoto dwdch trzecich sposrod zakazonych
0soOb. W dalszych 10-20% przypadkach przewlekte zakazenie wirusem HCV prowadzi do
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marskosci watroby i w konsekwencji do niewydolnosci watroby, ze wskaznikiem
Smiertelnosci siegajgcym 25%. U jedynie 1-5% sposrdd nosicieli wirusa HCV rozwinie sie
choroba HCC. Zwykle nie jest to spotykane u osoéb, u ktdérych nie wystgpita marskos¢
watroby. Co wiecej, zanim rozwing si¢ powazne powiktania, zakazenie wirusem HCV moze

pozosta¢ bezobjawowe przez nawet 20 lat.

Pomimo tego, ze mechanizmy postepowania choroby nie sg catkowicie poznane,
zaobserwowano, ze na szybkos$¢ tego procesu ma wptyw kilka czynnikéw. Nalezg do nich
wiek (starszy wiek powigzano z szybszym postepowaniem choroby), pte¢ (choroba
postepuje szybciej u mezczyzn), spozycie alkoholu (powigzane ze zwiekszeniem szybkosci
postepowania choroby) oraz obecnos¢ tluszczu w komérkach watroby. Ponadto dobrze
udokumentowano, ze wspdtistniejgce zakazenie wirusem zapalenia watroby typu B
(hepatitis B virus, HBV) i Iludzkim wirusem niedoboru odpornosci 1 (human
immunodeficiency virus-1, HIV-1) znacznie zwieksza szybkos¢ postepowania choroby (3).

Aktualne strategie terapeutyczne

Celem leczenia jest eradykacja wirusa HCV u 0séb z przewlektym zakazeniem, prowadzgca
do trwatej odpowiedzi wirusologicznej (sustained virological response, SVR), ktdéra jest
zblizona do wyzdrowienia. Odpowiedz SVR jest definiowana jako niewykrywalno$¢ HCV
RNA przez 12 tygodni (SVR12) lub 24 tygodni (SVR24) po zakonczeniu leczenia mierzona
przez czute oznaczenie RNA (z progiem wykrywalnosci [limit of detection, LOD]
wynoszgcym £15 j.m./ml). Jesli zostanie to osiagniete, zakazenie HCV zostanie wyleczone
u ponad 99% sposrod pacjentéw. Odpowiedz SVR jest zwykle powigzana z ustepowaniem
schorzenia watroby u pacjentéw bez marskosci watroby. Pacjenci z marskoscig watroby sg
narazeni na powikfania zagrazajace zyciu, jednakze zwidknienie watroby moze cofngc¢ sie i
nastgpi wtedy rowniez zmniejszenie ryzyka powiktan, takich jak niewydolno$¢ watroby i
nadcisnienie wrotne.

Do 2011 roku zatwierdzonym leczeniem przewleklego zakazenia wirusem HCV byto
podawanie pegylowanego interferonu alfa (pegylated interferon alpha, PeglFN-a) wraz z
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rybawiryng przez 24 lub 48 tygodni. Przy takim schemacie leczenia pacjenci zakazeni wirusem
HCV o genotypie 1 mieli wskazniki SVR o wartosci okoto 40% w Ameryce Pétnocnej i 50% w
Europie Zachodniej. Okoto 75-85% sposrod oséb zakazonych wirusem o genotypie 2 lub 3
osiggata odpowiedz SVR po 6 miesigcach od zakonczenia cyklu leczenia, natomiast u oséb

zakazonych wirusem o innych genotypach (4, 5 i 6) stosunek wynosit od 50% do 75% (2).

W 2011 roku do leczenia zakazen wirusem HCV o genotypie 1 zatwierdzono inhibitory proteaz:
telaprewir (TEL) i boceprewir (BOC). Byty one pierwszymi lekami o bezposrednim dziataniu
przeciwwirusowym (direct-acting antivirals, DAA) przeciwko wirusowi HCV, ktorych celem byta
proteaza serynowa NS3-4A wirusa HCV. Zaréwno TEL, jak i BOC byt podawany w potaczeniu
z interferonem PeglFN-a i rybawiryng. Uprzednio nieleczeni pacjenci zakazeni genotypem 1
poddani terapii trojlekowej osiggali wyzszy wskaznik SVR niz pacjenci, ktérych poddano terapii
dwulekowej tylko interferonem PegIFN-a i rybawiryng (4).

Od tego czasu bardziej skuteczne pangenotypowe leki DAA powodujgce mniej dziatan
niepozgdanych zostaly zatwierdzone m.in. w Europie oraz Stanach Zjednoczonych do
uzytku jako czes¢ skojarzonych terapii zakazen wirusem HCV. Aktualnie po raz pierwszy
dostepne sg skojarzone terapie bezinterferonowe, przy czym w niektérych z nich wcigz
konieczne jest stosowanie rybawiryny. Profile dziatan niepozgdanych terapii tréjlekowych
zBOC Ilub TEL oraz koszty na SVR wskazujg, ze idealnym rozwigzaniem byloby
niestosowanie ich u pacjentéw zakazonych genotypem 1 HCV w krajach o wysokich
dochodach. Nalezy zauwazyc¢, ze wiele krajéow o Srednich dochodach uzyskato zgode na
uzycie terapii z TEL i BOC dopiero w ostatnim czasie, ale terapie te sg stopniowo
wycofywane w krajach o wysokich dochodach na rzecz lekéw DAA drugiej generaciji (2).
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Materiaty dostarczone w zestawie

Zawartos¢ zestawu

artus HCV QS-RGQ Kit (72)
Numer katalogowy 4538366
Liczba reakcji 72
Niebieski Hepatitis C Virus Master A (Mieszanina MASTER 3x820 ul
Master A wirusa zapalenia watroby
typu)
Fioletowy Hepatitis C Virus Master B (Mieszanina MASTER 3 x200 pl
Master B wirusa zapalenia watroby
typu C)
Czerwony Hepatitis C Virus RG QS 1 (10* j.m./ul) 200 pl

(1. QS RG wirusa zapalenia watroby
typu C (10% j.m./pl))

Czerwony Hepatitis C Virus RG QS 2 (108 j.m./pul) 200 pl
(2. QS RG wirusa zapalenia watroby
typu C (103 j.m./ul))

Czerwony Hepatitis C Virus RG QS 3 (102 j.m./ul) 200 pl
(3. QS RG wirusa zapalenia watroby
typu C (102 j.m./pl))

Czerwony Hepatitis C Virus RG QS 4 (10" j.m./ul) 200 pl
(4. QS RG wirusa zapalenia watroby
typu C (10t j.m./ul))

Zielony Hepatitis C Virus RG Internal Control 2 x 1000 pl
(Kontrola wewnetrzna RG wirusa
zapalenia watroby typu C)

Biaty Water (PCR grade) (Woda 1900 pl
(odpowiednia do PCR))

Handbook (Instrukcja obstugi) 1

QS: wzorzec ilosciowy.

Objetosci odczynnikéw zoptymalizowano dla partii zawierajgcych 24 prébki, w tym wzorce iloSciowe
(quantification standard, QS) (od 1. do 4. QS) oraz kontrole bez matrycy (no template control, NTC).
W cyklu mozna przeprowadzi¢ analize wiekszej lub mniejszej liczby prébek, jednak w takim przypadku
zuzycie mieszaniny master mix nie bedzie optymalne z powodu koniecznosci uwzglednienia objetosci

martwej wymaganej dla aparatéw QIAsymphony SP/AS.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Przed uzyciem upewnic¢ sie, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z
zaleceniami producenta. W przypadku tego zestawu wymagane jest uzycie aparatow
QIAsymphony SP/AS i aparatu Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM® z odpowiednim

oprogramowaniem (szczegoty znajdujg sie ponizej).
Przygotowanie probki
® QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (nr kat. 937055)

Adaptery do aparatu QIAsymphony SP

e Statyw do mikroprobowek do elucji QS (adapter chtodzgcy, EMT, wer. 2, Qsym,
nr kat. 9020730)

e \Wkiad probéwkowy 3B (wktad, 2,0 ml, wer. 2, samplecarr. (24), Qsym, nr kat.
9242083)

Odczynniki i materiaty eksploatacyjne dla aparatu QIAsymphony SP

e Kartridze Sample Prep, 8-dotkowe (nr kat. 997002)
® Zamkniecia 8-sztyftowe (nr kat. 997004)

® Koncowki z filtrem, 1500 pl (nr kat. 997024)

® Koncowki z filtrem, 200 ul (nr kat. 990332)

o Mikroprobéwki do elucji CL (nr kat. 19588)

* Jedli ma to zastosowanie, zamiast aparatéw Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM mozna uzyé¢ aparatéw Rotor-Gene Q
5plex HRM wyprodukowanych w styczniu 2010 roku lub pézniej. Date produkcji mozna odczyta¢ z numeru seryjnego,
ktdéry znajduje sie na tylnej czesci aparatu. Numer seryjny ma format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesigc
produkgciji (cyfry), ,rr” 0znacza dwie ostatnie cyfry roku produkcji, a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.
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Worki ha zuzyte koncowki (nr kat. 9013395)

Mikroprobéwki typu H o pojemnosci 2,0 ml lub mikroprobowki typu | o pojemnosci
2,0 ml (Sarstedt®, nr kat. 72.693 i 72.694, www.sarstedt.com) do uzytku z
prébkami i kontrolami wewnetrznymi

Probowki polistyrenowe BD o pojemnosci 14 ml z okragtym dnem, 17 x 100 mm
(Becton Dickinson, nr kat. 352051) do przygotowania kontroli wewnetrznych

Adaptery do aparatu QIAsymphony AS

Uchwyt na odczynniki 1 QS (adapter chtodzacy, uchwyt do odczynnikéw 1, Qsym,
nr kat. 9018090)

Probowki w paskach RG 72 QS (adapter chtodzgcy, probowki w paskach RG 72,
Qsym, nr kat. 9018092)

Odczynniki i materiaty eksploatacyjne dla aparatu QlAsymphony AS

Probowki w paskach i zatyczki, 0,1 ml (nr kat. 981103)

Probéwki stozkowe o pojemnoéci 2 ml, Qsym AS (nr kat. 997102) lub
mikroprobdéwki typu | o pojemnosci 2,0 ml (Sarstedt, nr kat. 72.694.005)

Probdéwka stozkowa o pojemnosci 5 ml, Qsym AS (nr kat. 997104) lub probdwki
o ptaskim dnie z polipropylenu (Sarstedt, nr kat. 60.558.001)

Butelki na odczynniki, 30 ml, Qsym AS (nr kat. 997108)
Mikroprobéwki do elucji CL (nr kat. 19588)

Koncowki z filtrem, 1500 pl (nr kat. 997024)

Koncowki z filtrem, 200 pl (nr kat. 990332)

Koncowki z filtrem, 50 pl (nr kat. 997120)

Worki na zuzyte koncowki (nr kat. 9013395)
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Wyposazenie

® Pipety (z regulacja)* oraz jalowe koncéwki do pipet z filtrami
o Wytrzagsarka*

e \Wiréwka laboratoryjna* z rotorem dla probéwek o pojemnosci 2 ml, umozliwiajgca

wirowanie przy 6800 x g

e Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*' -(nr kat. 9002032) i oprogramowanie
Rotor-Gene Q w wersji 2.3 lub wyzszej

® Aparat QIAsymphony SP (nr kat. 9001297)* i aparat QIAsymphony AS (nr kat.
9001301)* oraz oprogramowanie QlAsymphony w wersji 4.0.3 lub wyzszej]

Zewnetrzne kontrole catego procesu

Do wykonania oznaczenia artus HCV QS-RGQ nie sg wymagane zewnetrzne kontrole
catego procesu (full process controls, FPC), jednak w kazdym laboratorium rutynowo
powinny by¢ wykonywane testy kontroli pozytywnych i negatywnych zgodnie z wytycznymi
lub wymaganiami jednostek akredytujgcych lub wynikajgcymi z lokalnych i krajowych i/lub
federalnych przepiséw.

Do monitorowania przebiegu catego procesu przeznaczone sg wysokopozytywne kontrole
catego procesu high positive full process control, (H-FPC) i niskopozytywne kontrole catego
procesu (low positive full process control, L-FPC). Negatywna kontrola catego procesu
(negative full process control, N-FPC) wykrywa zanieczyszczenie odczynnika Iub

$rodowiska wirusem HCV.

* Upewnic sig, ze aparaty zostaty sprawdzone i skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.

T Jesli ma to zastosowanie, aparat Rotor-Gene Q 5plex HRM wyprodukowany w styczniu 2010 roku lub pozniej.
Date produkcji mozna odczyta¢ z numeru seryjnego, ktéry znajduje sie na tylnej czgsci aparatu. Numer seryjny ma
format ,mmrrnnn”, gdzie ,mm” oznacza miesigc produkcji (cyfry), ,rr” oznacza dwie ostatnie cyfry roku produkcji,

a ,nnn” oznacza unikalny identyfikator aparatu.t Migdzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikéw Powietrznych
(International Air Transport Association). Przepisy dotyczace transportu materiatéw niebezpiecznych w
migdzynarodowym transporcie lotniczym (Dangerous Goods Regulations).
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Zalecane jest wykonywanie testéw negatywnych i pozytywnych kontroli procesu dla HCV w
kazdej reakcji PCR. Kontrole procesu nalezy traktowac jak probki i poddaé je takiej samej
procedurze izolacji RNA. Do tego celu mozna uzyé uprzednio oznaczonych probek.

Uwagi i srodki ostroznosci

Do diagnostyki in vitro.
Przed uzyciem testu uwaznie przeczyta¢ wszystkie instrukcje.

W celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy zapozna¢ 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, wyswietlaé idrukowa¢ karty charakterystyki dla wszystkich zestawow
i elementéw zestawow firmy QIAGEN.

W celu uzyskania informacji na temat bezpieczenstwa dotyczacych uzywanego zestawu do
oczyszczania nalezy zapoznac¢ sie z instrukcjg obstugi odpowiedniego zestawu. W celu
uzyskania informacji na temat bezpieczenstwa dotyczacych konkretnego urzgdzenia nalezy

zapoznac sie z odpowiednig instrukcjg obstugi.

Ostrzezenia

® Podczas pracy ze srodkami chemicznymi nalezy zawsze uzywa¢ odpowiedniego
fartucha laboratoryjnego, rekawiczek jednorazowych i okularéw ochronnych.

® Produkt moze by¢ uzywany wytgcznie przez personel odpowiednio poinstruowany
i przeszkolony w zakresie technik RT-PCR i procedur diagnostyki in vitro.

® Proébki nalezy zawsze traktowac jak materiat zakazny i/lub stwarzajgcy zagrozenie

biologiczne zgodnie z procedurami bezpieczehstwa obowigzujagcymi w laboratorium.
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® Podczas postepowania z prébkami lub elementami zestawu nalezy zawsze nosi¢
ochronne bezpudrowe rekawiczki jednorazowego uzytku, fartuch laboratoryjny
i okulary ochronne.

® Zalecana jest praca w odrebnych obszarach roboczych przeznaczonych do
czynnosci przygotowania probek, ustawiania reakcji oraz amplifikacji/wykrywania
zgodnie z koncepcjg 2 pomieszczen, ktéra rozdziela przygotowanie prébek
i ustawianie badania od amplifikacji. Przebieg pracy w laboratorium powinien by¢
jednokierunkowy. W kazdym obszarze nalezy zawsze nosi¢ rekawiczki

jednorazowe i zmieniac je przed wejsciem do innego obszaru.

® Nalezy przypisa¢ materiaty eksploatacyjne i wyposazenie do odrebnych obszaréw

roboczych i nie przenosi¢ ich miedzy obszarami.

® Unikac zanieczyszczenia mikrobiologicznego i zanieczyszczenia nukleazami
(DNazami/RNazami) prébek i elementéw zestawu.

® Zawsze uzywac jednorazowych koncowek do pipet wolnych od DNaz/RNaz
z barierami aerozolowymi.

® Przechowywa¢ materiat pozytywny i/lub potencjalnie pozytywny w innym miejscu
niz wszystkie pozostate elementy zestawu.

® Nie otwiera¢ probdwek reakcyjnych po amplifikacji, aby unikngé zanieczyszczenia
amplikonami.

® Nie miesza¢ elementéw z zestawdw o réznych numerach serii.
® Nie uzywac¢ elementoéw zestawu po uptynieciu ich terminu waznosci.

® Pozostatosci probek i odczynnikéw nalezy utylizowa¢ zgodnie z lokalnymi

przepisami dotyczacymi bezpieczenstwa.

Ogolne srodki bezpieczenstwa

Zawsze nalezy mie¢ na uwadze ponizsze zalecenia:
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e Podczas etapow wykonywanych recznie dba¢ o to, by proboéwki byty zamkniete

zawsze, gdy jest to mozliwe, i unika¢ zanieczyszczenia.
e Przed rozpoczeciem oznaczenia catkowicie rozmrozi¢ wszystkie odczynniki
w temperaturze pokojowej (15-25°C).
e Po rozmrozeniu wymiesza¢ odczynniki, kilka razy pipetujac w gore i w dét lub
wytrzgsajgc pulsacyjnie, a nastepnie krétko odwirowac.
Uwaga: Upewnic sie, ze w probéwkach nie ma piany ani pecherzykow.
e Upewni¢ sie, ze wymagane adaptery zostaty wstepnie schiodzone do temperatury 2—-8°C.

e Pracowac szybko, a odczynniki do PCR trzymac przed zatadowaniem w lodzie lub na

bloku chtodzacym.

e Przechodzi¢ do kolejnego etapu pracy laboratoryjnej bez zbednej zwtoki. Czas
przenoszenia prébek pomiedzy poszczegdlnymi modutami nie moze przekraczac
30 minut (z aparatéw QIAsymphony SP/AS do aparatu Rotor-Gene Q).

Przechowywanie i sposob postepowania
z odczynnikami

Elementy zestawu artus HCV QS-RGQ Kit nalezy przechowywa¢ w temperaturze od —15 do —
30°C. Mieszanin Master A i Master B mozna uzy¢ ponownie, ale nie nalezy przekraczaé
maksymalnej liczby dwdch cykli zamrazania/rozmrazania. Objetosci probdwek zostaty

zoptymalizowane dla partii po 24 reakcje.

Potwierdzono, ze odczynniki QS 1-4 i kontrola wewnetrzna zachowujg stabilnos¢ przez

maksymalnie sze$¢ cykli zamrazania/rozmrazania.

Potwierdzono, ze odczynniki zachowujg stabilno$¢ na poktadzie aparatéw QIAsymphony
SP/AS przez okres przygotowywania probek podczas wykonywania testéw maksymalnej
liczby prébek w jednym cyklu (cykl z 3 nos$nikami).
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Procedura

Pobieranie prébek
1. Krew nalezy pobra¢ do standardowych probéwek do pobierania probek zawierajgcych
EDTA.

2. Przed wirowaniem w celu oddzielenia osocza zawartos¢ probéwki nalezy wymieszag,

odwracajgc jg 8 razy bez wstrzgsania probki.

Wazne: Nie nalezy uzywac¢ ludzkich probek heparynizowanych, gdyz heparyna moze by¢
czynnikiem zaktdcajgcym to oznaczenie. Dotyczy to prébek pobranych do probéwek
zawierajacych heparyne, jak rowniez probek pobranych od pacjentéw leczonych heparyng.

Transport i przechowywanie probek

Probki nalezy przesta¢ w ciggu 24 godzin od ich pobrania w pojemniku transportowym
odpornym na rozbicie w temperaturze 2—-8°C zgodnie z przepisami dotyczgcymi transportu

materiatu zakaznego.”

Zweryfikowano stabilnos¢ probek krwi petnej (przed wirowaniem) w nastepujgcych

warunkach przechowywania:

e wtemperaturze pokojowej (15-25°C) do 24 godzin.

Zweryfikowano stabilno$¢ probek osocza EDTA (po wirowaniu) w nastepujacych warunkach

przechowywania (obejmuje czas wymagany na transport):

e wtemperaturze pokojowej (15-25°C) do 24 godzin,

* Miedzynarodowe Zrzeszenie Przewoznikéw Powietrznych (International Air Transport Association). Przepisy
dotyczace transportu materiatéw niebezpiecznych w migdzynarodowym transporcie lotniczym (Dangerous Goods
Regulations).
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e wtemperaturze 2—-8°C do 3 dni,

e wtemperaturze od —15 do —30°C (lub nizszej) do 6 tygodni, w tym do 3 cykli

zamrazania/rozmrazania.

Przygotowanie probki

1. Umiesci¢ 1200 pyl osocza EDTA w mikroprobéwce typu H o pojemnosci 2,0 ml, bez
stozkowego dna w kotnierzu przedtuzajgcym, firmy Sarstedt (nr kat. 72.693) lub
mikroprobdéwce typu | o pojemnoéci 2,0 ml, ze stozkowym dnem w kotnierzu

przedtuzajgcym, firmy Sarstedt (nr kat. 72.694).

2. Zatadowaé¢ do aparatéw QIAsymphony SP/AS, nie dopuszczajgc do wytworzenia piany.
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Wykrywanie materiatu RNA swoistego dla wirusa HCV

Tabela 1. Informacje ogélne na temat zestawu artus HCV QS-RGQ Kit

Oczyszczanie poczatkowe

Zestaw parametrow badania

Domysiny zestaw ustawien kontrolnych
badania

Objetos¢ eluciji

Objetos¢ kontroli wewnetrznej (IC) na
probke

Objeto$¢ mieszaniny Master mix
Objetos$¢ matrycy

Liczba reakcji

Czas trwania cyklu na aparatach
QIAsymphony SP/AS

Czas trwania cyklu na aparacie Rotor-
Gene Q

Objetos¢ probki (wliczajgc w to nadwyzke)

Wersja oprogramowania QIAsymphony

Zestaw artus HCV QS-RGQ Kit
(nr kat. 4538366)
Materiat prébki Osocze EDTA

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (nr kat. 937055)
1200 pl

170221_APS_HCV_v2_plasmal000_ V2
ACS_Cellfree1000_V7_DSP_artus_HCV_v2

90 ul
9ul

Wersja 4.0.3 lub wyzsza
25 ul
25 ul

24-72" (w tym wszystkie kontrole, ktére majg zosta¢ zatadowane
na aparaty QIAsymphony SP i QIAsymphony AS; odpowiada to
liczbie 19-67 probek klinicznych)

W przypadku 48 reakgji: okoto 205 minut

Okoto 105 minut

*

Nalezy upewnic sig, ze nie przekroczono limitu: 72 reakcje i 1 adapter statywu badan. Unikaé przedtuzonego

czasu inkubacji (>30 minut) miedzy ustawianiem badania a przenoszeniem do aparatu Rotor-Gene Q.

artus HCV QS-RGQ Kit Instrukcja obstugi
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Procedura
Przygotowanie nosnika RNA i dodanie kontroli wewnetrznej do prébek

Stosowanie zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit w potgczeniu z zestawem
artus HCV QS-RGQ Kit wymaga wprowadzenia kontroli wewnetrznej (IC RG wirusa
zapalenia watroby typu C) do procedury oczyszczania w celu monitorowania wydajnosci

przygotowania probek i dalszych testow.

Kontrole wewnetrzng (IC RG wirusa zapalenia watroby typu C), dostarczong z zestawem
artus HCV QS-RGQ Kit, nalezy doda¢ do mieszaniny no$nik RNA (CARRIER)-bufor AVE
(AVE). Catkowita objeto$¢ mieszaniny kontrola wewnetrzna—nosnik RNA (CARRIER)-bufor
AVE (AVE) wynosi 120 pl na prébke.

W tabeli Tabela 2 przedstawiono mieszanine reakcyjng dla kontroli wewnetrznej dla prébki
w stosunku 0,1 pl na 1 pl objetosci elucji. Zaleca sie przygotowanie swiezych mieszanin tuz

przed kazdym cyklem pracy.
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Tabela 2. Przygotowanie nosnika RNA i kontroli wewnetrznej (kontrola wewnetrzna RG wirusa zapalenia
watroby typu C)

Element Reakcje
Objetos¢ (pl) dla ns13 Objetos¢ (pl) dla n>13
w probéwkach firmy w probéwkach firmy
Sarstedt* Corning®*
Roztwoér podstawowy no$nika RNA (CARRIER) 5 5
Kontrola wewnetrzna 9 9
(kontrola wewnetrzna RG wirusa zapalenia watroby
typu C)
Bufor AVE 106 106
Objetos¢ koncowa na prébke (wytgczajac objetosé 120 120
martwg)
Catkowita objetos¢ dla n prébek (n x 120) + 360 (n x 120) + 600

*

-+

Mikroprobowki typu H o pojemnosci 2,0 ml i mikroprobéwki typu | o pojemnosci 2,0 ml (Sarstedt, nr kat. 72.693
1 72.694). Wymagana jest objeto$¢ mieszaniny kontroli wewnetrznej odpowiadajgca 3 dodatkowym prébkom
(tj. 360 pl). Nie napetnia¢ do wiecej niz 1,92 ml catkowitej objetosci (co odpowiada maksymalnej liczbie

13 prébek). Opcjonalnie, w przypadku wykonywania wiecej niz 13 reakcji, wykona¢ mieszanine kontroli
wewnetrznej w wiekszej probdwece i zatadowac ja do kilku mikroprobédwek o pojemnosci 2,0 ml. Upewnic¢ sie,
ze do kazdej probéwki dodano wymagang nadwyzke objetosci odpowiadajacg 3 dodatkowym probkom.

W przypadku przygotowywania wiecej niz 13 reakcji wykona¢ mieszaning kontroli wewnetrznej w wigkszej
probdéwce (probdwka polistyrenowa z okragtym dnem o pojemnosci 14 ml, 17 x 100 mm, Corning, nr kat. 352051).
Wymagana jest objetos¢ mieszaniny kontroli wewnetrznej odpowiadajgca 5 dodatkowym prébkom (tj. 600 pl). Nie
napetnia¢ do wigcej niz 13,92 ml catkowitej objetosci (co odpowiada maksymalnej liczbie 111 probek).

Rozpoczynanie pracy z aparatami QIAsymphony SP/AS

Zamkng¢ wszystkie szuflady i pokrywy.

Wigczy¢ aparaty QlAsymphony SP/AS i odczeka¢ do momentu wyswietlenia ekranu
~>ample Preparation” (Przygotowanie probki) oraz zakonczenia procedury inicjalizac;ji.

Zalogowac sie do urzadzenia (nastgpi odblokowanie szuflad).
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Oczyszczanie wirusowego RNA

Zestaw artus HCV QS-RGQ Kit zostat zwalidowany z etapem oczyszczania wirusowego
RNA wykonywanym na aparacie QIAsymphony SP za pomocga zestawu QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit. W celu uzyskania informacji na temat sposobu przygotowania kartridza
z odczynnikami do etapu oczyszczania probki w aparacie QIAsymphony SP nalezy
zapoznaC sie z instrukcjig obstugi zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
(QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Handbook).

Zestawy ustawien kontrolnych badania i zestawy parametrow badania

Zestawy ustawien kontrolnych badania to potgczenie protokotu i dodatkowych parametréw,
takich jak kontrola wewnetrzna, przeznaczone do oczyszczenia probek w aparacie
QlAsymphony SP. Dla kazdego protokotu fabrycznie zainstalowano domys$iny zestaw

ustawien kontrolnych.

Zestawy parametréw badania to potgczenie definicji badania z dodatkowymi zdefiniowanymi
parametrami, takimi jak liczba powtérzen i liczba wzorcow oznaczenia, przeznaczone do
ustawienia badania w aparacie QIAsymphony AS.

W przypadku cykli zintegrowanych wykonywanych w aparatach QIAsymphony SP/AS
zestaw parametrow badania jest bezposrednio zwigzany z poczatkowym zestawem
ustawien kontrolnych, ktory okresla powigzany proces oczyszczenia probki.
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Protokot. izolacja RNA i ustawianie badania
w aparatach QIAsymphony SP/AS

Wazne czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

e Upewnic sie, ze uzytkownik potrafi obstugiwa¢ aparaty QIAsymphony SP/AS.
Zapoznac sie z instrukcjami obstugi dotgczonymi do aparatu i upewnic sie, ze wersje
odpowiadajg wersjom okreslonym w protokole badania.

e Przed pierwszym uzyciem kartridza z odczynnikami (reagent cartridge, RC) sprawdzic,
czy bufory QSL2 i QSB1 w kartridzu RC nie zawierajg osadu. W razie potrzeby,
aby rozpusci¢ osad, wyjgc¢ rynienki zawierajgce bufory QSL2 i QSB1 z kartridza RC
i inkubowac je przez 30 minut w temperaturze 37°C, od czasu do czasu wstrzgsajac.
Upewnic sig, ze rynienki umieszczono ponownie we wtasciwych pozycjach.

W przypadku gdy kartridz RC zostat juz przebity, upewnic sie, ze rynienki zamknieto
paskami Reuse Seal Strips, a nastepnie inkubowaé caty kartridz RC w tazni wodnej
przez 30 minut w temperaturze 37°C, od czasu do czasu wstrzgsajac.”

e Unikac energicznego potrzgsania kartridzem RC. W przeciwnym wypadku moze dojs¢
do wytworzenia piany, co moze spowodowac problemy z detekcjg poziomu ptynu.

e Pracowac szybko, a odczynniki do PCR trzymac przed zatadowaniem w lodzie lub
na bloku chtodzgcym.

e Objetosci odczynnikéw sg zoptymalizowane dla 3 x 24 reakcji na zestaw. W cyklu
mozna przeprowadzi¢ analize wigkszej lub mniejszej liczby prébek, jednak w takim
przypadku zuzycie dostepnej mieszaniny master mix nie bedzie optymalne z powodu
obliczonej objetosci martwej wymaganej dla aparatow QlAsymphony.

* Upewnic¢ sig, ze aparaty byty regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi producenta.
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Przed kazdym uzyciem nalezy catkowicie rozmrozi¢ wszystkie odczynniki, wymieszaé
je (kilka razy pipetujac w gore i w dét, odwracajac lub szybko wytrzgsajgc) i odwirowaé
przez co najmniej 3 sekundy przy 6800 x g. Nie dopuszcza¢ do wytworzenia piany

w odczynnikach.

Udowodniono, ze eluaty z etapu przygotowania prébek i wszystkie elementy zestawu
artus HCV QS-RGQ Kit zachowujg stabilno$¢ w aparacie co najmniej przez czas
przecietnie wymagany do oczyszczenia 67 probek oraz ustawienia badania dla

72 reakgcji, wliczajgc w to maksymalnie 30 min potrzebnych na przeniesienie probek
z aparatéw QIAsymphony SP/AS do aparatu Rotor-Gene Q.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Przygotowaé wszystkie wymagane mieszaniny. W razie potrzeby bezposrednio przed
rozpoczeciem przygotowac¢ mieszaniny zawierajgce nosnik RNA (CARRIER) i kontrole
wewnetrzne.

Przed rozpoczeciem procedury upewnic sie, ze czgsteczki magnetyczne sg catkowicie
zawieszone. Przed pierwszym uzyciem energicznie wytrzgsac rynienke
z czasteczkami magnetycznymi przez co najmniej 3 minuty.

Przed zatadowaniem kartridza RC zdjg¢ pokrywe z rynienki zawierajgcej czgsteczki
magnetyczne oraz otworzy¢ probowki z enzymami. Upewnic¢ sie, ze statyw na enzymy
osiggnat temperature pokojowg (15-25°C).

Upewnic sie, ze na kartridzu RC umieszczono wieko perforujgce (piercing lid, PL) i
zdjeto wieczko rynienki z czgstkami magnetycznymi. W przypadku korzystania z
czesciowo zuzytego kartridza RC, upewnic¢ sie, ze usunieto paski Reuse Seal Strips.
Jesli prébki sg oznaczone kodem kreskowym, utozy¢ je w no$niku probdwek tak, aby
kody kreskowe znalazly sig¢ na wprost czytnika w obrebie szuflady ,Sample” (Probka)
po lewej stronie aparatu QIAsymphony SP.

23
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Konfiguracja aparatu QIAsymphony SP

Szuflada ,Waste” (Odpady)

Uchwyt na opakowanie jednostkowe 1-4
Uchwyt na worek na odpady

Uchwyt na butle na odpady ptynne

Oprézni¢ opakowania jednostkowe
Worek na odpady

Oproézni¢ i zainstalowa¢ butle na odpady ptynne

Szuflada , Eluate” (Eluat)

Statyw elucji

Objetos¢ eluciji*

Uzy¢ gniazda 1, pozycja chiodzenia

Wstepnie wybrana objetos¢ elucji: 60 pl
Poczatkowa objetos¢ elucji: 90 pl

* Objetos¢ elucji jest wybrana wstepnie dla danego protokotu. Jest to minimalna dostepna objgto$¢ eluatu
w koncowej probéwce elucji. Poczatkowa objetosé roztworu elucji jest wymagana do zapewnienia wtasciwe;j
rzeczywistej objetosci eluatu, réwnej wczesniej zdefiniowanej wartosci.

Szuflada ,,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty eksploatacyjne)

Kartridz z odczynnikami (RC) pozycja 1i 2

Uchwyt statywu na koncéwki pozycja 1-4

Uchwyt statywu na koncéwki, pozycja 5-18

Uchwyt na opakowanie jednostkowe, pozycja 1-3

Uchwyt na opakowanie jednostkowe, pozycja 4

Zatadowac¢ 1 kartridz z odczynnikami (RC) na
maksymalnie 48 probek lub 2 nowe kartridze
z odczynnikami (RC) na maksymalnie 67 probek

Zatadowac wystarczajgca liczbe statywdéw na
jednorazowe koncowki z filtrem, 200 pl (patrz
wymagany sprzet z tworzywa sztucznego w tabeli na
nastepnej stronie).

Zatadowa¢ wystarczajgcg liczbe statywéw na
jednorazowe koncowki z filtrem, 1500 pl (patrz
wymagany sprzet z tworzywa sztucznego w tabeli na
nastepnej stronie).

Zatadowac¢ 3 opakowania jednostkowe zawierajgce
kartridze sample prep

Zatadowac 1 opakowanie jednostkowe zawierajgce
zamkniecia 8-sztyftowe
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Szuflada ,Sample” (Prébka)

Typ probki Osocze EDTA
Objetos¢ probki (wliczajac w to nadwyzke) 1200 pl
Proboéwki z prébkami Mikroprobowki typu H o pojemnosci 2,0 ml lub

mikroprobdéwki typu | o pojemnosci 2,0 ml (Sarstedt,
nr kat. 72.693 i 72.694)

Wkiad Whkiad probéwkowy Tube Insert 3B (nr kat. 9242083)

Wymagany sprzet z tworzywa sztucznego dla 1-3 partii prébek

Jedna partia, Dwie partie, Trzy partie,
24 probki* 48 probek* 67 prébek*
Jednorazowe koncowki z filtrem, 200 plt* 28 52 76
Jednorazowe koncowki z filtrem, 1500 plt* 113 206 309
Kartridze sample prep® 21 42 54
Zamkniecia 8-sztyftowe! 3 6 9

* Uzycie wigcej niz jednej proboéwki z kontrolg wewnetrzng na partie oraz przeprowadzenie wiecej niz jednego
skanowania inwentaryzujgcego wymaga dodatkowych jednorazowych koncéwek z filtrem.

Statyw na koncowki zawiera 32 koncowki z filtrem.

Liczba wymaganych koncéwek z filtrem obejmuje koncéwki z filtrem dla 1 skanowania inwentaryzujgcego na
kartridz z odczynnikami.

§ Opakowanie jednostkowe zawiera 28 kartridzy sample prep.

1 Opakowanie jednostkowe zawiera dwanascie zamknie¢ 8-sztyftowych.

+H —+

Procedura wykonywana za pomocg aparatow QIAsymphony SP/AS
Oczyszczanie wirusowego RNA w aparacie QIAsymphony SP

1. Zamkng¢ wszystkie szuflady i pokrywy aparatu QIAsymphony SP/AS.

2. Wigczyé aparat i odczekaé do momentu pokazania si¢ ekranu ,Sample Preparation”

(Przygotowanie prébki) oraz zakohczenia procedury inicjalizacji.
Wiacznik zasilania znajduje sie w lewym dolnym rogu aparatu QlAsymphony SP.

3. Zalogowac sie w aparacie.
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Przygotowa¢ nastepujace szuflady zgodnie z czescig ,Konfiguracja aparatu
QIAsymphony SP” na stronie 24.

e Przygotowac szuflade ,Waste” (Odpady), a nastepnie wykona¢ skanowanie

inwentaryzujgce.

e  Przygotowacé szuflade ,Eluate” (Eluat), a nastepnie wykonaé¢ skanowanie

inwentaryzujace.

¢  Przygotowac szuflade ,Reagents and Consumables” (Odczynniki i materiaty
eksploatacyjne), a nastepnie wykona¢ skanowanie inwentaryzujace.

e Szuflada ,Sample” (Prébka)

Za pomoca konfiguracji ,Integrated run” (Cykl zintegrowany) na ekranie dotykowym
aparatu QIAsymphony wprowadzi¢ informacje wymagane do przetworzenia kazdej
partii probek. Wybrac¢ zestaw parametréw badania dla cyklu i przypisaé go do
odpowiedniej konfiguracji badania (AS) partii do prébek.

Informacje o zestawie parametréw badania i wstepnie wybranej objetosci elucji
zawiera Tabela 2.

Wiecej informacji o wykonywaniu cykli zintegrowanych za pomoca aparatu
QIAsymphony SP zawiera instrukcja obstugi aparatu.

Podczas ustawiania cyklu zintegrowanego nalezy sprawdzi¢, czy prawidtowo
przypisano sprzet laboratoryjny, typ probki i objetosci.

Informacje o materiatach eksploatacyjnych i elementach, ktére nalezy zatadowaé do
kazdej szuflady, znajdujg sie w powyzszej czesci.

Po wprowadzeniu informacji o wszystkich partiach cyklu zintegrowanego klikng¢
przycisk ,Ok”, aby wyjs¢ z konfiguracji ,Integrated run” (Cykl zintegrowany). Status
wszystkich partii w obrebie przegladu cyklu zintegrowanego zmieni sie z ,LOADED”

(ZALADOWANE) na ,QUEUED” (W KOLEJCE). Gdy tylko partia zostanie dodana do

kolejki, pojawi sie przycisk ,Run” (Uruchom), ktéry nalezy nacisna¢, aby rozpoczg¢

procedure.

Wszystkie etapy procesu sg catkowicie zautomatyzowane.
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Konfiguracja aparatu QIAsymphony AS
Materiaty eksploatacyjne

Podczas konfiguracji pozycje odpowiednie dla kazdego materiatu eksploatacyjnego

w module QlAsymphony AS sg wyswietlane na ekranie dodatkowym aparatu.

Materiaty eksploatacyjne Nazwa wyswietlona na ekranie Do uzytku z adapterem/uchwytem
dotykowym do odczynnikéw

Probéwki w paskach i zatyczki, QIA#981103 Strip Tubes 0.1 Probéwki w paskach RG 72 QS

0,1 ml (250)

Probowki stozkowe, 2 ml, QIA#997102 T2.0 Screw Skirt's Uchwyt na odczynniki 1 QS

Qsym AS (500)*

Probéwka stozkowa, 5 ml, QIA#997104 T5.0 Screw Skirt'® Uchwyt na odczynniki 1 QS

Qsym AS (500)

Mikroprobéwki do elucji CL QIA#19588 EMTR" Statyw do mikroprobéwek do elucji

(24 x 96) Qs

*

Oznacza sprzet laboratoryjny, ktéry mozna schtodzi¢ za pomoca adaptera chtodzgcego z kodem kreskowym.

Dla odczynnikéw wchodzacych w sktad mieszaniny master mix, mieszaniny master mix przygotowanej w systemie,

wzorcow badania i kontroli badania.

F Zamiennie mozna uzy¢ probéwek firmy Sarstedt opisanych w czgsci ,Materiaty wymagane, ale niedostarczone”,
strona 10.

§ Przyrostek ,(m)” widoczny na ekranie dotykowym oznacza, ze obliczenia dotyczace poziomu ptynu dla stosownej

probéwki zoptymalizowano pod katem odczynnikéw tworzacych menisk wklesty.

—+
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Adaptery i uchwyty do odczynnikéw

Statyw/uchwyt na odczynniki Nazwa Wymagana liczba
Statyw probek Statyw do mikroprobéwek do elucji 1
Qs
Uchwyty na odczynniki Uchwyt na odczynniki 1 QS 1
Statywy badan Probéwki w paskach RG 72 QS 1

*

Uzycie wiecej niz jednej probéwki z kontrolg wewnetrzng na partie oraz przeprowadzenie wiecej niz jednego
skanowania inwentaryzujgcego wymaga dodatkowych jednorazowych kofncowek z filtrem.

Koncowki z filtrem

Zatadowac¢ statywy na koncowki, zaczynajgc od gniazd na koncowki 1, 2 i 3 w szufladzie
,Eluate and Reagents” (Eluat i odczynniki), a nastepnie zatadowacé statywy na korcéwki do

gniazd na koncowki 7, 8 i 9 w szufladzie ,Assays” (Badania).

Rodzaj materiatu Nazwa wyswietlona Minimalna liczbadla Minimalna liczba dla

eksploatacyjnego na ekranie 24 reakcji 72 reakcji
dotykowym

Koncowki z filtrem, 1500 pl (1024) 1500 pl 5 6

Koncowki z filtrem, 200 pl (1024) 200 pl 10 10

Koncéwki z filtrem, 50 pl (1024) 50 pl 25 73

Worki na zuzyte koncowki - 1 1
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tadowanie szuflad aparatu QIAsymphony AS w celu ustawienia badania

Po dodaniu cyklu zintegrowanego do kolejki otworzy¢ szuflady aparatu QIAsymphony
AS. Elementy, ktére majg zosta¢ zatadowane, sg wyswietlane na ekranie dotykowym.
Zawsze przed rozpoczeciem cyklu zintegrowanego nalezy upewnic¢ sig, ze wykonano
ponizsze czynnosci.

o  Wiozyé zsyp na koncowki

e Wyrzuci¢ worek na zuzyte koAcowki

e  Zalozy¢ pusty worek na zuzyte koncowki

Zdefiniowac i zatadowac statyw(y) badan. Statywy badan we wstepnie schtodzonych
adapterach sg tadowane do gniazd ,Assay” (Badanie). Informacje o statywach badan
zawierajg poprzednie czesci.

Sprawdzi¢ temperature w pozycjach chtodzenia.

Po osiggnieciu docelowych temperatur chtodzenia mata gwiazdka znajdujgca sie obok
kazdego gniazda zmieni kolor na zielony.

Wypetni¢ kazdg probéwke odpowiednig objetoscig wiasciwego odczynnika zgodnie z
informacjg tadowania podang przez oprogramowanie aparatu.

Uwaga: Przed kazdym uzyciem nalezy catkowicie rozmrozi¢ wszystkie odczynniki z
wyjatkiem mieszaniny Master Mix B, wymiesza¢ je (kilka razy pipetujgc w gore i w dot,
odwracajgc lub szybko wytrzgsajac) i wirowaé przez co najmniej 3 sekundy przy 6800
x g. Nie dopuszczac do wytworzenia pecherzykow i piany, gdyz moze to spowodowaé
btedy wykrywania. Pracowa¢ szybko, a odczynniki do PCR trzyma¢ przed
zatadowaniem w lodzie lub na bloku chtodzgcym.

Uwaga: Reczne pipetowanie lepkich odczynnikédw moze sprawia¢ trudnosci. Upewni¢

sie, ze do probowki przeniesiono catg wymagang objetos¢é mieszaniny Master Mix.

29
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6.

10.

11.

12.

Zalecane jest zeskanowanie informac;ji o zestawie oznaczenia, aby umozliwi¢

optymalng wykrywalno$¢ odczynnikéw. W tym celu nalezy wykonac ponizsze etapy:

o Nacisng¢ przycisk ,Scan Kit Barcode” (Zeskanuj kod kreskowy zestawu)
na ekranie dotykowym i nacisng¢ jasnoniebieski wiersz kodu
kreskowego zestawu.

0 Nacisngc¢ pole tekstowe i zeskanowac kod kreskowy znajdujgcy sie na
gornej czesci zestawu artus HCV QS-RGQ Kit, uzywajgc recznego
skanera kodéw kreskowych.

Zatadowac¢ uchwyt na odczynniki, a nastepnie umiesci¢ probdwki z odczynnikami bez
wieczek w odpowiednich pozycjach wstepnie schtodzonego adaptera dla
odczynnikéw.

Zatadowac jednorazowe koncowki z filtrem do szuflad ,Eluate and Reagents” (Eluat

i odczynniki) oraz ,Assays” (Badania) zgodnie z wymagang liczbg kofncowek kazdego
typu.

Zamkna¢ szuflady ,Eluate and Reagents” (Eluat i odczynniki) oraz ,Assays” (Badania).
W momencie zamykania kazdej szuflady naciska¢ przycisk ,Scan” (Skanuj), aby
rozpocza¢ skanowanie inwentaryzujgce kazdej szuflady.

Podczas skanowania inwentaryzujgcego sg sprawdzane gniazda, adaptery, koncowki
z filirem oraz zsyp na koncéwki, jak rowniez to, czy zatadowano prawidtowe objetosci
okreslonych odczynnikow. W razie potrzeby skorygowaé¢ wszelkie btedy.

Po zakonczeniu etapu oczyszczania w aparacie QIAsymphony SP i przeniesieniu
statywdw elucji do aparatu QlAsymphony AS automatycznie rozpocznie sig ustawianie
badania.

Po zakonczeniu cyklu nacisna¢ przycisk ,Remove” (Usun) na ekranie ,Overview”
(Przeglad) ustawien badania. Otworzy¢ szuflade ,Assays” (Badania) i wytadowac
statyw(y) badan.

Wyciggng¢ pozostatosci odczynnikow artus HCV QS-RGQ z aparatu QIAsymphony
AS i zutylizowac je zgodnie z lokalnymi przepisami.

Pobra¢ plik wynikowy i plik cyklera (opcjonalnie).
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13.

14.

15.

Przestac plik cyklera danego cyklu do aparatu Rotor-Gene Q, uzywajac

oprogramowania QIAsymphony Management Console (QMC) lub pobierajac go

do pamieci USB.

e  Woybrac¢ karte ,In-/Output Files” (Pliki wejsciowe/wyjsciowe) w interfejsie
uzytkownika przygotowywania probki.

o  Wiozy¢ pamie¢ USB, wybra¢ opcje ,,Cycler files” (Pliki cyklera) i przestac pliki.

e Na ekranie powinien pojawi¢ sie monit potwierdzajgcy przestanie plikéw, wybraé
przycisk ok i wyciggna¢ pamie¢ USB, ktéra zawiera teraz pobrane pliki.

Przej$¢ do czesci ,Protokot: reakcja RT-PCR w aparacie Rotor-Gene Q" na kolejnej

stronie.

Podczas reakcji PCR w aparacie RotorGene Q lub po jej zakonczeniu przeprowadzi¢

regularng konserwacje aparatu QIAsymphony AS.

Ze wzgledu na to, ze przebieg pracy jest zintegrowany, pod koniec przebiegu pracy
wyczysci¢ wszystkie aparaty.

Postepowa¢ zgodnie ze instrukcjami dotyczacymi konserwaciji, ktére zawiera
.Instrukcja obstugi aparatéw QIAsymphony SP/AS — opis ogélny”. Upewni¢ sie,

ze konserwacja jest wykonywana regularnie, aby zminimalizowa¢ ryzyko

zanieczyszczenia krzyzowego.

31
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Protokot: reakcja RT-PCR w aparacie Rotor-
Gene Q

Wazne czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem

Przed rozpoczeciem protokotu zapoznac sie z obstugg aparatu Rotor-Gene Q. Patrz
instrukcja obstugi aparatu.

Ustawienie badania wymaga uwzglednienia wszystkich czterech wzorcow ilosciowych
oraz co najmniej jednej kontroli negatywnej (woda odpowiednia do PCR) w kazdej
reakcji PCR.

Procedura wykonywana za pomocg aparatu Rotor-Gene Q

N oo o >~ W»

Wybra¢ rotor 72-dotkowy w oknie ,New Run Wizard” (Kreator nowego cyklu).

Klikng¢ pole wyboru ,Locking ring attached” (Zamocowano pierscien blokujacy)

na stronie ustawiania.

Klikng¢ przycisk ,Next” (Dalej) i potwierdzi¢ parametry cyklu.

Upewni¢ sie, ze optymalizacja wzmocnienia jest ustawiona na QS1.

Wprowadzi¢ szczegoty dotyczgce identyfikatora operatora i objetosci reakciji (50 pl).
Klikng¢ przycisk ,Start” (Rozpocznij), aby rozpoczg¢ cykl PCR.

Nazwacé prébki.

Uwaga: W celu unikniecia btedéw wprowadzania danych zalecane jest przestanie listy
identyfikatorow probek z aparatow QIAsymphony SP/AS do aparatu Rotor-Gene Q
drogg elektroniczna.

Przenies¢ odpowiedni plik cyklera do lokalizacji lokalnej na komputerze

Wybrac ikone ,Open file” (Otwdrz plik) (patrz zrzut ekranu na kolejnej stronie) z monitu

0 nazwanie probki, a nastepnie odszukac i otworzy¢ odpowiedni plik cyklera.

artus HCV QS-RGQ Kit Instrukcja obstugi  01/2019 32



r New Run Wizard 23
Seltings :
| Given Conc. Fomat . [123456.789123467 ] una: luad "] _More Options |
Samples —p
| Il ¢| Edt | ResetDefou | Gradient [O] H Bl F]
C |ID |Name | Type | Groups | Given Conc |Se AI
1 Unknown Ye_}
2 Unknown Ye
3 Unknovan Ye
4 Unknovn Ye
5 Unknown Ye
B Unknowen Ye
7 Unknown Ye ‘
8 Unknown Ye
9 Unknown Y LI
pill o
Page
Name : |Page 1 4J_I New [~ Synchronize pages
Skip Wizard 1 << Back I FEinish I Finish and Lock Samples
L

10. Po nazwaniu probek nacisng¢ przycisk ,Finish” (Zakoncz).
11. Zamkng¢ probéwki PCR i umiescic je w rotorze 72-dotkowym w aparacie Rotor-Gene Q.

Upewni¢ sie, ze probowki w paskach (po 4 na pasek) Rotor-Gene Q zostaty przeniesione
w prawidtowej orientacji, tak aby pozycja adaptera chtodzgcego pasowata do pozyciji
rotora.

Uwaga: Upewnic¢ sig, ze pierscien blokujacy, ktory jest akcesorium aparatu Rotor-Gene Q,
jest umieszczony na gorze rotora, uniemozliwiajgc przypadkowe otwarcie probowek

podczas cyklu.

12. W celu detekcji HCV RNA utworzy¢ profil temperaturowy w sposéb opisany w tabeli
Tabela 3.

13. Upewnic sie, Zze ustawienia optymalizacji wzmocnienia odpowiadajg ustawieniom
przedstawionym w tabeli Tabela 4 i sg stosowane do pozycji probdwki zawierajgcej
wzorzec QS1 (jest to probdwka po ostatniej probce testowej z aparatu QIAsymphony SP).

14. Rozpocza¢ cykl.
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Tabela 3. Parametry cyklu dla aparatu Rotor-Gene Q

Etap Temperatura (°C) Czas trwania Kanaly rejestracji Liczba cykli

Etap odwrotnej 50

transkrypcji (RT) 10 min nd. 1

Denaturacja wstepna/

: 95 2 min nd. 1
aktywacja enzymu
Denaturacja 95 10s nd.
Hybrydyzacja 55 20s nd.
Cel: Zielony 45
Elongacja 72 20s Kontrola wewnetrzna:
Pomaranczowy

Tabela 4. Ustawienia optymalizacji wzmocnienia

Ustawic¢ 72°C
temperature na:

Wykonaé optymalizacje przed pierwszg rejestracjg (upewnié sie, ze zaznaczono te opcje)

Ustawienia kanatu optymalizacji wzmocnienia automatycznego

Kanat Pozycja Min. odczyt Maks. odczyt Min. Maks.
probowki wzmocnienie wzmocnienie

Zielony Qs1 5Fl 10 FI -10 10

Pomaranczowy QS1 5F 10 Fl -10 10
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Ustawienia analizy

W niniejszej czesci opisano ustawienia analizy w oprogramowaniu Rotor-Gene Q (wersja 2.3
lub wyzsza) po zakonczeniu cyklu. Korzystanie z tych samych ustawien analizy zapewnia
niezmienng skutecznos$¢ badania i umozliwia poréwnanie wynikow z réznych cykli.

Tabela 5. Parametry analizy cyklu dla zestawu artus HCV QS-RGQ Kit

Kanat Skala Probowka Prég Ignoruj Korekcja Usuwanie

liniowa dynamiczna pierwszy nachylenia wartosci
odstajacych
(prég wydajnosci
reakcji)

Zielony Wybrany Wybrany 0,02 10 wytgczona nd.

(FAM)

Pomaranczowy  Wybrany Wybrany 0,02 15 wytgczona nd.

(czerwien

teksanska)

nd. = nie dotyczy.

Kryteria waznosci cyklu i prébki

Wyniki dla wszystkich reakcji PCR bedg interpretowane za pomocg oprogramowania Rotor-
Gene Q. Waznos$¢ cyklu i probki bedzie oceniania w sposob opisany w Tabela 6, Tabela 7
i Tabela 8 poprzez sprawdzenie wynikéw z aparatu Rotor-Gene Q. Do dalszych analiz

nalezy uzywac¢ wytgcznie waznych wynikow probek z waznych cykli.
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Tabela 6. Kryteria waznosci cyklu

Parametr kontrolny Kryteria kanatu zielonego (FAM) Kryteria kanatu pomaranczowego
(czerwien teksanska)

Kontrola bez matrycy (NTC) Brak amplifikacji Ct 26.30-33.60

QS1 Amplifikacja Amplifikacja”

QSs2 Amplifikacja Amplifikacja

QS3 Amplifikacja Amplifikacja

Qs4 Amplifikacja Amplifikacja

* W rzadkich przypadkach bardzo duze miano wirusa HCV moze spowodowaé niepowodzenie kontroli wewnetrznej
(IC). W przypadku niepowodzenia amplifikacji IC wzorca QS1, ale spetnienia wszystkich pozostatych kryteriow
waznosci badania, cykl nalezy traktowac jako wazny.

Tabela 7. Kryteria waznosci cyklu dla krzywej wzorcowej

Parametr kontrolny Kryteria
R? 20.990
Punkt przeciecia (,B”) Ct 30.75-34.43

Kryteria waznosci poszczegolnych probek zawiera Tabela 8; majg one zastosowanie po
okresleniu cyklu jako waznego na podstawie kryteriow w tabelach Tabela 6 i Tabela 7.

Tabela 8. Kryteria waznosci prébki

Prébka Kryteria kanatu zielonego Kryteria kanatu pomaranczowego
(FAM) (czerwien teksanska)

Nie wykryto wirusa HCV Brak amplifikacji 225,00 C{*

Wykryto wirusa HCV <2000 j.m./ml Amplifikacja 225,00 C¢"

Wykryto wirusa HCV >2000 j.m./ml Amplifikacja 225,00 C,*

*

Delta miedzy kontrolg wewnetrzng (IC) kontroli bez matrycy (NTC) a kontrolg wewnetrzng (IC) prébki musi by¢
<3,50 Ct (AC+IC = Ct ICprsbki — Ct ienTc).

W rzadkich przypadkach bardzo duze miano wirusa HCV moze spowodowaé niepowodzenie IC, jesli jednak
okreslone stezenie wirusa HCV miesci sie w zakresie liniowym (<1 x 108 j.m./ml) badania, probke nalezy traktowac

-+

jako wazna.
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Wyniki kontroli catego procesu

Zewnetrzne kontrole catego procesu (FPC) sg opcjonalne, ale zalecane. Oznaczenie artus
HCV QS-RGQ nie zapewnia ustalonych regut analizy kontroli FPC, gdyz kontrole FPC sg
sklasyfikowane jako prébki i z tego powodu sg dostarczane i witgczane do oznaczenia
zgodnie z lokalnymi, krajowymi i federalnymi przepisami.

W przypadku wtgczenia do oznaczenia nalezy upewnic¢ sie, ze:

¢ wysoka kontrola FPC (H-FPC) zgtasza pozytywny wynik HCV prébki, ktéry miesci sie
we wstepnie zdefiniowanych parametrach

e niska kontrola FPC (L-FPC) zgtasza pozytywny wynik HCV probki, ktéry miesci sie we
wstepnie zdefiniowanych parametrach

e negatywna kontrola FPC (N-FPC) zgtasza negatywny wynik HCV prébki

Jesli wyniki dla kontroli H-FPC, L-FPC lub N-FPC wykraczajg poza parametry wstepnie
zdefiniowane przez laboratorium, nalezy postepowac zgodnie ze standardowymi procedurami

analizy przyczyn zrédtowych i odpowiedniej oceny statusu waznosci prébki i cyklu.
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Oznaczenie ilosciowe

Wzorce ilosciowe (QS RG wirusa zapalenia watroby typu C 1-4) w zestawie artus HCV QS-
RGQ Kit sg traktowane jak oczyszczone probki i stosowana jest objetosé probki rowna 25
pl. Dla wyznaczenia krzywej wzorcowej w aparacie Rotor-Gene Q nalezy wykorzystac
wszystkie cztery wzorce iloSciowe i zdefiniowaé je w oknie dialogowym ,Edit Samples”
(Edytuj probki) w aparacie Rotor-Gene Q jako wzorce o okreslonych stezeniach (patrz

instrukcja obstugi aparatu).

Uwaga: Wzorce ilosciowe skalibrowano wzgledem miedzynarodowego standardu dla
wirusa HCV okres$lonego przez Swiatowg Organizacje Zdrowia (World Health Organization,
WHO). Podane wartosci sg wyrazone w j.m./ul. W celu zaraportowania stezenia wirusa HCV
w prébce nalezy uzyé ponizszego réwnania umozliwiajgcego przeksztatcenie warto$ci

uzyskanych z krzywej wzorcowej w j.m./ul na j.m./ml .

Wynik (j.m./ul) x poczgtkowa objetosc¢ elucji (90 pl)

Wynik (j.m./ml) =
ynik (j.m./ml) Objetos¢ probki (1 ml)

artus HCV QS-RGQ Kit Instrukcja obstugi  01/2019 38



Interpretacja wynikow

Wyniki oznaczenia zestawu artus HCV QS-RGQ Kit sg przeznaczone do uzytku w potgczeniu

ze stanem klinicznymi i innymi markerami laboratoryjnymi. Zestawu tego mozna uzywac¢ w celu

okres$lenia rokowania choroby oraz pomocniczo w ocenie odpowiedzi wirusa na leczenie

przeciwwirusowe mierzone poprzez zmiany stezenia HCV RNA w ludzkim osoczu EDTA na

poziomie bazowym, podczas leczenia i pod koniec leczenia.

Tabela 9. Interpretacja wynikow oznaczenia wykonywanego za pomoca zestawu artus HCV QS-RGQ Kit

Sygnat wykryty
w kanale
zielonym

Sygnat wykryty
w kanale
pomaranczowym

Wynik ilosciowy
(.m./ml)

Interpretacja

Tak

Tak

Tak

Tak

Nie
Nie

225,00

225,00

225,001

Tak/Nie"

225,00
Nie

<15

215 <2000

>2000i <1 x 108

>1 x 108

Wynik wazny: wykryto HCV RNA,

<15 j.m/ml, oznaczenie ilo$ciowe nie jest
mozliwe, gdyz wynik ilosciowy znajduje
sie ponizej zakresu liniowego
oznaczenia.

Wynik wazny: wykryto HCV RNA

w obliczonym stezeniu. Wynik ilosciowy
miesci sie w zakresie liniowym
oznaczenia.

Wynik wazny: wykryto HCV RNA

w obliczonym stezeniu. Wynik iloSciowy
miesci sie w zakresie liniowym
oznaczenia.

Wynik wazny: wykryto HCV RNA.
Oznaczenie ilosciowe nie jest mozliwe,
gdyz wynik ilosciowy znajduje sig
powyzej zakresu liniowego oznaczenia.

Wynik wazny: nie wykryto HCV RNA.

Wynik niewazny: wynik jest
niejednoznaczny.

Delta miedzy kontrolg wewnetrzng (IC) kontroli bez matrycy (NTC) a IC probki musi by¢ <3,50 Ct (ACtic = Ct
ICprobki — Ct ICnTC).

T W rzadkich przypadkach duze miano wirusa HCV moze spowodowaé niepowodzenie kontroli wewnetrznej (IC).
Jesli okreslone stezenie HCV znajduje sie w zakresie liniowym oznaczenia, prébke nalezy traktowac jako wazna.
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Charakterystyka dziatania testu
Granica proby slepej i swoistosc

Granica proby slepej (limit of blank, LOB) jest definiowana jako najwyzszy wynik pomiaru,
ktéry mozna zaobserwowac dla proby Slepej. W przypadku zestawu artus HCV QS-RGQ Kit
odpowiednim parametrem do analizy LOB jest intensywno$¢ fluorescencji w punkcie
koncowym w kanale testowym. Poziomy fluorescencji dla prébek negatywnych muszg
znajdowac sie ponizej danej wartosci progowej (np. 0.02), aby wygenerowa¢ wynik ,HCV
RNA Not Detected” (Nie wykryto HCV RNA).

Skuteczno$¢ testu z wykorzystaniem prébek negatywnych okresla prawdopodobienstwo

otrzymania wynikow fatszywie pozytywnych.

Za pomoca procedury zestawu artus HCV QS-RGQ przeanalizowano tgcznie 120 probek
osocza EDTA seronegatywnych wzgledem wirusa HCV pobranych od réznych dawcow.
Zadna ze 120 probek nie wygenerowata wartosci Ct przed 45 cyklem i wszystkie zostaty
okreslone jako ,HCV RNA Not Detected” (Nie wykryto HCV RNA). Swoisto$¢ zestawu artus
HCV QS-RGQ Kit dla probek seronegatywnych wzgledem wirusa HCV wynosita zatem
100% z LOB przy 45 cyklu przy progu wynoszgcym 0,02.

Granica wykrywalnosci (LOD)

Wartos¢ LOD zestawu artus HCV QS-RGQ Kit okreslono na podstawie 5.
miedzynarodowego standardu WHO dla wirusa HCV (kod NIBSC 14/150) i zgodnie z
wytyczng EP17-A2 Instytutu Norm Klinicznych i Laboratoryjnych (Clinical and Laboratory
Standards Institute, CLSI) (5). LOD zdefiniowano jako najmniejszg ilo$¢ analitu w prébce
wykrywang z prawdopodobienstwem 95%. 5. miedzynarodowy standard WHO dla wirusa
HCV byt uzywany do przygotowania zestawu szesciu rozcienczen seryjnych od stezenia
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69,5 j.m/ml w osoczu EDTA. Potwierdzono, ze warto$¢ LOB wynosi 0 j.m./ml, co okreslono

za pomoca analizy probek seronegatywnych wzgledem HCV.

Przebadano tgcznie 102 powtdrzenia na stezenie (101 powtdrzen dla stezenia 9 j.m./ml i 15
j-m./ml) na siedmiu aparatach QIAsymphony i siedmiu aparatach Rotor-Gene Q w ciagu
trzech dni badania. Wszystkie powtdrzenia kazdego rozcienczenia badano podczas jednej
reakcji PCR. Test byt wykonywany za pomocg trzech réznych serii zestawu artus HCV QS-
RGQ Kit, przy czym kazda seria byta uzywana podczas trzech réznych dni przez trzech

réznych operatorow.

Wykonano regresje probitowg za pomocag oprogramowania SAS® i okreslono warto$¢ 95%
LOD i wskaznik udanych odczytéw przy 15 j.m./ml. Wyniki zawierajg Tabela 10 i Tabela 11.

Tabela 10. Szacunkowa granica wykrywalnosci za pomoca analizy probitowej z dwustronnym 95-procentowym
przedziatem ufnosci

Szacunkowa Dolna dwustronna granica Gorna dwustronna granica

granica wykrywalnosci (LOD) 95-procentowego przedziatu 95-procentowego przedziatu
ufnosci ufnosci

10,66 8,90 14,21
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Tabela 11. Podsumowanie wskaznika udanych odczytéw z goérnag jednostronnag granica 95-procentowego
przedziatu ufnosci

Stezenie Czest. Wskaz- Gérna Srednie Sredni  SDobl. Btad FDD  TAE
nomi- udanych  nik uda- jedno- oblicz. obl. log1o systema-
nalne odczytow/ nych stronna steze- logo j.m./ml tyczny
j.m./ml catkowita  odczy- granica nie j.-m./ml
|. powt. tow (%) 95-proc. j.m./ml
p. ufn.
wskaz-
nika
udanych
odczytow
(%)
5,40 84/102 82,35 88,27 7,87 0,90 0,243 0,16 4,86 0,65
9,00 91/101 90,10 94,53 12,30 1,09 0,312 0,14 7,64 0,76
15,00 99/101 98,02 99,65 19,31 1,29 0,295 0,11 6,85 0,70
25,00 102/102 100,00 100,00 36,67 1,56 0,191 0,17 3,48 0,55
41,70 102/102 100,00 100,00 56,55 1,75 0,187 0,13 3,39 0,51
69,50 102/102 100,00 100,00 103,64 2,02 0,178 0,17 3,18 0,53

Obl.: obliczony; p. ufn.: przedziat ufnosci; FFD (fold detectable difference, FFD): wykrywalna zmiana krotnosci; Czest.:
czestose; |.: liczba; powt.: powtérzen; SD (standard deviation, SD): odchylenie standardowe; TAE (total analytical error,
TAE): catkowity btad analityczny.

Granica wykrywalnosci dla genotypow od 2 do 6 wirusa zapalenia
watroby typu C

Strategia weryfikacji opierata sie na wskazéwkach dostepnych w wytycznej EP17-A2
instytutu CLSI (5). W celu weryfikacji wartosci LOD i dolnej granicy oznaczalnosci (lower
limit of quantification, LLOQ) przy 15 j.m./ml kazdy z genotypéw od 2 do 6 wirusa HCV
przebadano w 60 powtérzeniach w stezeniu 15 j.m./ml. Przed wykonaniem testow za
pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ Kit prébki kliniczne reprezentujgce kazdy genotyp
rozcienczono do docelowego stezenia. Testy te przeprowadzono za pomoca trzech ré6znych
serii zestawu artus HCV QS-RGQ Kit, uzywajgc trzech réznych systemoéw aparatow
QIAsymphony i Rotor-Gene Q. W tabeli Tabela 12 przedstawiono wskaznik udanych
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odczytow i gorng granice jednostronnego 95-procentowego przedziatu ufnosci dla

genotypdéw od 2 do 6 wirusa HCV przy stezeniu nominalnym 15 j.m./ml.

Tabela 12. Podsumowanie wskaznika udanych odczytéw dla genotypéw od 2 do 6 wirusa zapalenia watroby
typu C przy stezeniu 15 j.m./ml, z gérng jednostronng granica 95-procentowego przedziatu ufnosci.

Genotyp wirusa Stezenie Czest. udanych Odsetek udanych Gorna jednostronna

zapalenia nominalne odczytow/ odczytow granica

watroby typu C j.m./ml catkowita I. powt. (%) 95-procentowego
przedziatu ufnosci

2 15 58/60 96,67 99,40

3 15 60/60 100,00 100,00

4 15 58/60 96,67 99,40

5 15 55/59 93,22 97,65

6 15 56/58 96,55 99,38

HCV: wirus zapalenia watroby typu C.

Zakres liniowy i granica oznaczalnosci

Zakres liniowy zestawu artus HCV QS-RGQ Kit wyznaczono zgodnie z zaleceniami
zawartymi w wytycznej EP06-A instytutu CLSI (6). Obejmowato to przygotowanie 10
rozcienczen seryjnych ostonietych konstruktéw RNA otrzymanych w wyniku transkrypcji in
vitro (in vitro transcription, IVT), ktre reprezentowaty genotypy od 1 do 6 wirusa HCV. Kazdy
konstrukt byt rozcienczany seryjnie w negatywnym osoczu EDTA w celu zbadania liniowego
zakresu roboczego oznaczenia. Badano stezenia od 15 j.m./ml do 1 x 108 j.m./ml. Prébki
analizowano za pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ Kit, a kazde rozciehczenie byto
badane w szes$ciu powtdérzeniach. Ryc. 1 przedstawia wyniki w formie graficznej oraz wykres
regresji dla genotypu 1 wirusa HCV jako przykiad, gdyz jest to genotyp, ktéry wystepuje
najczesciej w populaciji europejskiej.
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Obliczony Log10 j.m./ml
I
#

Réwnanie regresii Log10 nominalnego stezenia j.m./ml

calc_conc_logl10_iu_ml = -0.264547 + 1.003622*mac_log

calc_conc_log10_iu_ml = -0.246022 + 0.99303*mac_log + 0,001122*mac_log"2

Ryc. 1. Obliczony log10 j.m./ml a log10 j.m./ml stezenia nominalnego dla genotypu 1

wirusa HCV. Czerwona linia ciggta przedstawia linie regresji liniowej, a niebieska linia

przerywana przedstawia linie regresji wielomianowej drugiego stopnia.

Okreslono, ze zakres liniowy zestawu artus HCV QS-RGQ Kit wer. 2 obejmuje stezenia od 15
j-m./ml do 1x108 j.m./ml wirusa HCV w osoczu EDTA dla genotypow 1-6. Warto$¢ LLOQ

zdefiniowano jako najnizsze stezenie w obrebie zakresu liniowego, przy ktérym catkowity btad

analityczny (TAE; 2 x odchylenie standardowe [SD] + [Btad systematyczny]) jest <1,0 logio

j.m./ml. Dane wygenerowane w celu weryfikacji wartosci LOD oznaczenia wykorzystano do

obliczenia wykrywalnej zmiany krotnosci [(FDD): 10%((Catkowite SD)*sqrt(2)*2))] jak réwniez

TAE przy 15 j.m./ml. Jak przedstawiono w tabeli Tabela 13, dla genotypéw od 1 do 6 wirusa

HCV otrzymywano warto$¢ TAE <1,0 Logio j.m./ml przy 15 j.m./ml.
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Tabela 13. Wskaznik udanych odczytéw, obliczone stezenie wirusa zapalenia watroby typu C (j.m./ml),
wykrywalna zmiana krotnosci (FDD) i catkowity btad analityczny (total analytical error, TAE) przy 15 j.m./ml

Genotyp Stezenie Czest. Srednie oblicz.  Sredni SD Btad FDD  TAE
wirusa nominalne  udanych j.m./ml obl. log1o obl. systema-

HCV j.m./ml odczytow/ (Srednia j.m./ml logo tyczny

catkowita geometryczna j.m./ml
|. powt. )

1 (WHO¥) 15,00 99/101 19,31 1,29 0,295 0,11 6,85 0,70
2 15,00 58/60 21,00 1,32 0,258 0,15 5,37 0,66
3 15,00 60/60 10,77 1,03 0,403 -0,14 13,77 0,95
4 15,00 58/60 15,94 1,20 0,250 0,03 5,09 0,53
5 15,00 55/59 9,59 0,98 0,290 -0,19 6,61 0,77
6 15,00 56/58 17,10 1,23 0,273 0,06 5,94 0,60

* 5. miedzynarodowy standard Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) dla wirusa HCV (kod NIBSC 14/150).
FDD: wykrywalna zmiana krotnosci; Czest.: czgsto$¢; HCV: wirus zapalenia watroby typu C; SD: odchylenie
standardowe; |.: liczba; powt.: powtdrzen; TAE: catkowity btad analityczny.

Precyzja, powtarzalnosc¢ i zmiennos¢ miedzy seriami

Precyzje zestawu artus HCV QS-RGQ Kit oceniono zgodnie z zaleceniami zawartymi w
wytycznej EP05-A3 instytutu CLSI (7). Badanie to obejmowato przetestowanie panelu
zawierajgcego pie¢ probek, w tym probke negatywng, probke o stezeniu 3 x LOD, prébke
kliniczng rozcienczong w stosunku 1:100 w osoczu EDTA i dwie sztucznie wytworzone
prébki mieszczgce sie w liniowym zakresie oznaczenia. Sztucznie wytworzone probki
zawieraty ostoniety konstrukt RNA otrzymany w wyniku transkrypcji in vitro (IVT), ktory
reprezentowat genotyp 3 wirusa HCV. Wszystkie probki znajdowaty sie w osoczu EDTA.
Kazdy operator przeprowadzit jeden zintegrowany cykl QS-RGQ w ciggu o$miu
(nie)nastepujgcych po sobie dni z czterema powtdrzeniami kazdej prébki panelu na cykl.
Oznacza to, ze dla tego badania fgcznie przeprowadzono 24 cykle (8 dni x 3 operatoréw x
1 cykl na operatora dziennie), w wyniku czego uzyskano 96 punkiéw danych na probke
panelu w obrebie trzech réznych serii zestawu artus HCV QS-RGQ Kit. Ponadto badanie
wykonywato trzech réznych operatoréw, uzywajac trzech réznych platform QS-RGQ oraz
trzech réznych serii zestawu DSP Virus/Pathogen Midi Kit.
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Zmienne elementy tego badania przedstawiono w tabeli Tabela 14. Catkowite SD zostato
zaraportowane dla Log10 (j.m./ml) i szacunek ten przedstawia zmienno$¢ w obrebie
laboratorium (ij. precyzje posrednig). Tabela 14 wskazuje, ze SD wynosito od 0,131 przy
najwyzszym badanym stezeniu (5 x 108 j.m./ml) do 0,222 przy najnizszym badanym stezeniu
(45 j.m./ml).

Tabela 14. Odchylenie standardowe (SD) zmiennych elementéw j.m./ml (logio) i procentowy wspétczynnik
zmiennosci (%CV) (log-normalny).

Stez. L. SD SD SD SD SD SDw Catkowite
nominalne obser- miedzy miedzy miedzy miedzy miedzy obrebie SD
j.m./ml wacji cyklami dniami operato-  seriami seriami cyklu (catkowity
(%CV) (%CV) rami zestawu  ekstrakcji (%CV) %CV)
(%CV) (%CV) (%CV)
5x 108 96 0,112 0,017 0,014 0,051 0,000 0,054 0,131
(26,30) (3,82) (3,34) (11,86) (0,00) (12,38) (30,96)
100 96 0,136 0,044 0,000 0,022 0,000 0,145 0,202
(32,04) (10,21) (0,00) (5,05) (0,00) (34,22) (49,14)
45 96 0,115 0,072 0,000 0,016 0,000 0,178 0,222
(26,86) (16,60) (0,00) (3,68) (0,00) (42,86) (54,62)
18,9 x 10° 96 0,094 0,049 0,045 0,035 0,000 0,063 0,131
(probka (21,97) (11,24) (10,46) (7,96) (0,00) (14,69) (30,74)
kliniczna)

Stez.: stezenie; CV: wspodtczynnik zmiennoséci; SD: odchylenie standardowe.

Do danych dopasowano model z logio j.m./ml jako zmienng zalezng i serig zestawu jako
zmienng jakosciowg efektu statego. Roznice w $rednim logio j.m./ml zaraportowano miedzy
kazdg parg serii zestawu (tj. w sumie trzy réznice) wraz z odpowiadajgcym btedem
standardowym (standard error, SE) i 95-procentowym przedziatem ufnosci. Wyniki

przedstawiono w tabeli Tabela 15.

artus HCV QS-RGQ Kit Instrukcja obstugi  01/2019 46



Tabela 15. Réznica w $rednim obliczonym logio j.m./ml migedzy seriami zestawéw dla kazdego cyklu prébki

Stez. tacznal. Réz. Roz. Blad Dolna Gorna Wartos¢

nominalne obserwacji miedzy $redniego standar- granica granica p

j.m./ml seriami log1o dowy 95-proc. p.  95-proc.

zestawu j.m./ml (SE) ufn. p. ufn.

5x 108 96 1-2 -0,046 0,030 -0,106 0,014 0,134
1-3 -0,130 0,030 -0,190 -0,070 <0,001
2-3 -0,085 0,030 -0,145 -0,025 0,006

100 96 1-2 -0,048 0,050 -0,146 0,050 0,336
1-3 -0,117 0,050 -0,215 -0,018 0,021
2-3 -0,069 0,050 -0,167 0,030 0,169

45 96 1-2 0,049 0,055 -0,060 0,159 0,371
1-3 -0,058 0,055 -0,167 0,051 0,294
2-3 -0,107 0,055 -0,217 0,002 0,054

18,9 x 10° 96 1-2 -0,070 0,031 -0,132 -0,008 0,026

(prébka

kliniczna) 1-3 -0,104 0,031 -0,166 -0,042 0,001
2-3 -0,034 0,031 -0,096 0,028 0,278

Stez.: stezenie; p. ufn.: przedziat ufnosci; réz.: réznica.
Maksymalna réznica bezwzgledna miedzy réznymi uzywanymi seriami zestawu wynosita
0,130 w $rednim log1o j.m./ml.

Odtwarzalnosé

Projekt tego badania opiera sie na wytycznej EP05-A3 instytutu CLSI (7). Precyzja jest
definiowana jako ,stopien zgodno$ci miedzy zmierzonymi wartosciami uzyskanymi w trakcie
powtoérzenia pomiaréow takich samych lub podobnych obiektéw w okreslonych warunkach”.
Odtwarzalnos$¢, zgodnie z wytyczng EP05-A3, to precyzja wynikéw uzyskanych w réznych
osrodkach. Warunkami laboratoryjnymi zmieniajgcymi sie w obrebie tego badania byty dni,
cykle (,dzien” i ,cykl” sg zaktécane) i o$rodki badawcze (trzy ré6zne osrodki badawcze —
jedna wewnetrzna i dwie zewnetrzne lokalizacje badawcze).
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W kazdym zewnetrznym osrodku badawczym codziennie wykonywano jeden zintegrowany
cykl za pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ Kit w okresie o$miu dni (nie)nastepujacych po
sobie z czterema powtdrzeniami na prébke na cykl. W kazdym z dwdch osrodkow
zewnetrznych uzywano jednego aparatu przez wszystkie 16 cykli (8 dni x 1 cykl na dzien x
2 osrodki badawcze) wykonywanych w tym badaniu dodatkowo do danych wygenerowanych
wewnetrznie. Podgrupa danych wygenerowanych dla badan precyzji i powtarzalnosci (patrz
strona 45), w ktoérych serie zestawoéw odpowiadaty seriom uzywanym w tym badaniu,
stanowita dane trzeciego osrodka badawczego w niniejszym badaniu odtwarzalno$ci.

Tabela 16. Podsumowanie danych statystycznych dla obliczonego logio j.m./ml na podstawie stezenia
nominalnego prébek dla wszystkich trzech osrodkéw badawczych

Stez. Logl0 L. Srednia Mediana Odchylenie Minimum  Maksimum
nominalne nominalny powtérzen standardowe

j.m./ml j.-m./ml (SD)

5x 10° 6,699 96 6,93 6,93 0,083 6,68 7,17
100 2,000 96 2,15 2,15 0,138 1,73 2,42

45 1,653 96 1,82 1,85 0,214 1,27 2,70
18,9 x 10° 4,276 96 4,33 4,33 0,063 4,17 4,53
(prébka

kliniczna)

Stez.: stezenie; L.: liczba.

Jak przedstawiono w tabeli Tabela 16, maksymalna warto$¢ SD wsrod wszystkich osrodkow
badawczych wynosita 0,214 log1o j.m./ml z najnizszym stezeniem badanym w tym badaniu,
tj. przy 45 j.m./ml (3 x LOD).

Reaktywnosc¢ krzyzowa i zakazenia mieszane

To badanie zostato zaprojektowane w celu przebadania zaktécen wykrywania wirusa HCV
za pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ Kit powstatymi z powodu reaktywnosci krzyzowej
z patogenami, ktére sg spokrewnione z wirusem HCV lub podobne do niego. W przypadku
prébek pozytywnych na obecnos$¢ wirusa HCV brak zakiécen byt definiowany jako brak

istotnej réznicy w logio j.m./ml migdzy wynikami uzyskanymi dla kontroli i prébek, do ktorych
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dodano patogen. Jesli miedzy probkami zaobserwowano jakgkolwiek istotng réznice, miata
by¢ ona mniejsza niz dwukrotno$¢ precyzji posredniej oznaczenia. Ponadto prébki, ktore
byly negatywne wzgledem wirusa HCV, miaty dawa¢ wynik negatywny na obecnos$¢ wirusa
HCV podczas badania w obecnosci patogenow.

Probki pozytywne wzgledem wirusa HCV o stezeniu 45 j.m./ml wyprodukowano przy uzyciu
ostonietego materiatlu genetycznego, ktéry reprezentowat genotyp 1a wirusa HCV,
otrzymanego w wyniku transkrypcji (IVT). Do wyprodukowanych prébek pozytywnych
wzgledem wirusa HCV oraz do prébek negatywnych wzgledem wirusa HCV dodano osobno
tacznie 34 rézne patogeny. Nastepnie dokonano ekstrakcji materiatu RNA i przebadano go w
szesciu powtdrzeniach za pomocg aparatéw QIAsymphony SP/AS i Rotor-Gene Q 5Plex
HRM. Kontrolami uzywanymi do tego badania byly osocze wolne od patogenéw negatywne
wzgledem wirusa HCV (kontrola negatywna) oraz osocze wolne od patogenéw pozytywne
wzgledem wirusa HCV w stezeniu rownym 45 j.m./ml (kontrola HCV 45).

Patogeny dodano do prébek do stezenia koricowego réwnego 1 x 10° w odpowiedniej
jednostce okreslonej na certyfikacie analizy (np. j.m., kopie, czgstki, dawka zakazna
powodujgca zakazenie 50% komadrek w hodowli tkankowej (tissue culture infectious dose,
TCIDso), jednostki tworzace kolonie (colony forming units, CFU), czastki wirusa (virus
particles, VP)). W przypadku patogendw, ktérych stezenie nie umozliwiato przygotowania

takiego stezenia korcowego probki, przygotowano najwyzsze mozliwe stezenie.
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Tabela 17. Patogeny badane pod katem reaktywnosci krzyzowej wzgledem probek kontrolnych negatywnych
wzgledem wirusa zapalenia watroby typu C i prébek pozytywnych wzgledem wirusa zapalenia watroby typu C
w stezeniu 45 j.m./ml

Negatywne HCV 45j.m./ml

wzgledem

wirusa

HCV
Koncowe Gatunek Czest. Réznica Btad Dolna Gorna Wartos¢
badane stez. wynikéw w stan- granica granica p

nega- srednim dardo-  95- 95-

tywnych/ log1o wy procen-  procen-

catkowital. j.m./ml (SE) towego  towego

probek p. ufn. p. ufn.

nega-

tywnych
1x10° (j.m./ml)  Adenowirus typ 5 6/6 0,251 0,182 -0,123 0,626 0,179
Bez Ludzki 6/6 0,022 0,182 -0,353 0,397 0,905
rozcienczenia poliomawirus BK
(brak podanego
stez. roztworu
podstawowego)
1 x 10° CFU/ml Candida albicans 6/6 0,148 0,182 -0,227 0,522 0,425
1 x 10% IFU/ml Chlamydia 6/6 0,348 0,182 -0,026 0,723 0,067

trachomatis
1 x 10° kopii/ml Cytomegalowirus 6/6 -0,079 0,161 -0,410 0,253 0,630
1 x 105 kopii/ml Wirus dengi 1 6/6 -0,170 0,160 -0,499 0,159 0,297
1 x 10° kopii/ml Wirus dengi 2 6/6 0,149 0,160 -0,180 0,478 0,361
1 x 10° kopii/ml Wirus dengi 3 6/6 -0,044 0,160 -0,373 0,285 0,786
1 x 10° kopii/ml Wirus dengi 4 6/6 0,126 0,160 -0,203 0,455 0,438
5x10° Wirus Epsteina- 6/6 -0,209 0,161 -0,540 0,122 0,205
TCIDso/ml Barra
1x10° Wirus zapalenia 6/6 -0,275 0,161 -0,606 0,057 0,100
TCIDso/ml watroby typu A
1 x 105 j.m./ml Wirus opryszczki 6/6 0,036 0,161 -0,295 0,367 0,823
pospolitej typu 1
1x10° Wirus opryszczki 6/6 0,332 0,146 0,027 0,637 0,034
TCIDso/ml pospolitej typu 2
5x10° Ludzki wirus 6/6 0,265 0,146 -0,040 0,570 0,085
TCIDso/ml opryszczki typu 8
1 x 10° PFU/mI Wirus grypy A 6/6 0,152 0,139 -0,136 0,440 0,286
1x10° Mycobacterium 6/6 -0,143 0,139 -0,431 0,145 0,315
CFUffiolke (/ml)  gordonae
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Negatywne HCV 45 j.m./ml
wzgledem
wirusa
HCV
1x10* Mycobacterium 6/6 0,150 0,119 -0,095 0,395 0,220
CFUffiolkg (/ml)  smegmatis
1x10 Neisseria 6/6 -0,173 0,119 -0,418 0,072 0,158
CFUffiolke (/ml)  gonorrhoeae
1x10° Propionibacterium  6/6 0,042 0,119 -0,203 0,287 0,728
CFUffiolke (/ml)  acnes
1x10° Staphylococcus 6/6 0,133 0,119 -0,112 0,378 0,275
CFUffiolke (/ml)  aureus
1x10° Staphylococcus 6/6 -0,156 0,186 -0,539 0,227 0,409
CFUffiolke (/ml)  epidermidis
5x10° Wirus ospy 6/6 -0,188 0,186 -0,571 0,195 0,321
TCIDso/ml wietrznej i
potpasca (VZV)
1 x 10% j.m./ml Wirus zapalenia 6/6 -0,138 0,186 -0,521 0,245 0,464
watroby typu B
1 x10°j.m./ml HIV-111B 6/6 0,042 0,186 -0,341 0,424 0,825
1 x 10% j.m./ml HIV-2 szczep NIH-  6/6 0,097 0,158 -0,241 0,434 0,551
z
1x10° HPV16 z linii
Komérek/ml Caski 6/6 0,270 0,146 -0,035 0,575 0,080
1 x10° L
p HPV18 z linii HeLa  6/6 0,385 0,230 -0,093 0,864 0,109
komérek/ml
1 x 105 kopii/ml Ludzki wirus
opryszczki typu 6A  6/6 -0,436 0,170 -0,787 -0,085 0,017
GS
1 x 10° vp/ml Ludzki wirus T-
limfotropowy typu 6/6 -0,154 0,170 -0,504 0,197 0,376
1
1 x 105 vp/ml Ludzki wirus T-
limfotropowy 6/6 0,209 0,230 -0,269 0,688 0,373
typu 2
1 x 10° j.m./ml- Wirus zapalenia
mézgu St. Louis 6/6 0,148 0,164 -0,190 0,486 0,376
1 x 105 j.m./ml Wirus
Zachodniego Nilu,
szczep NY 2001- 6/6 -0,018 0,164 -0,356 0,320 0,913
6263
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Negatywne HCV 45 j.m./ml
wzgledem
wirusa
HCV
1 x10° j.m./ml Wirus zottej
goraczki 17-D 6/6 0,208 0,230 -0,270 0,687 0,375
" ) )
8,13 x 10 Wirus Zika MR 6/6 0164 0164 -0174 0,501 0,328
j-m./ml 766

Jak przedstawiono w tabeli Tabela 17, zaden z badanych patogenéw nie wykazywat
reaktywnosci krzyzowej z zestawem artus HCV QS-RGQ Kit. Stwierdzono to, gdyz nie
zaobserwowano istotnej réznicy w logio j.m./ml miedzy wynikami uzyskanymi dla kontroli i
prébek HCV 45, do ktérych dodano patogen. W przypadkach, w ktérych zaobserwowano
istotne roznice, byly one mniejsze niz dwukrotnosé¢ catkowitego SD oznaczenia (<0,444
Logio j.m./ml, Tabela 17). Ponadto 100% prébek negatywnych wzgledem HCV badanych
na obecno$¢ patogendw dato wyniki negatywne.

Substancje zaktécajace

Badanie zakléceh miato na celu okreslenie wptywu substancji potencjalnie zakiécajgcych,
ktére mogg by¢ obecne w ludzkim osoczu EDTA, na skutecznosé oznaczenia
wykonywanego za pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ Kit. Podczas projektowania tego
badania zakiécen opierano sie na wytycznej EP7-A2 instytutu CSLI (8). W tym badaniu
substancjami potencjalnie zaktécajgcymi byly leki uzywane do leczenia zakazen wirusem
HCV (np. substancje egzogenne, tabele Tabela 18 i Tabela 19) oraz skfadniki krwi i hormony
(np substancje endogenne, Tabela 20). Substancje endogenne dodano do probek w
stezeniu trzykrotnie przekraczajgcym maksymalne stezenie w osoczu (Cmaks.) dla tego leku.
Substancje endogenne dodano w stezeniach podanych w wytycznej EP7-A2 instytutu CSLI
(8). Substancje zakiécajgce badano w ludzkim osoczu EDTA negatywnym wzgledem wirusa
HCV oraz w macierzy prébki negatywnej, do ktérej dodano wirusa HCV w stezeniu 45 j.m./ml
(3 x LOD), uzywajgc ostonietego konstruktu RNA otrzymanego w wyniku transkrypcji in vitro
(IVT), ktéry reprezentowat genotyp 1a wirusa HCV.
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Dziesie¢ réznych pul substancji egzogennych dodano do dwdch réznych stezen badanych
(probka negatywna wzgledem wirusa HCV i probka, do ktérej dodano wirusa HCV w
stezeniu 45 j.m./ml). Substancje egzogenne podzielono na podstawie typu rozpuszczalnika

uzywanego do ich zawieszenia (Tabela 18).

Tabela 18. Substancje egzogenne i ich podziat utworzony do badan

Pula substancji egzogennej/ Badane substancje egzogenne
rozpuszczalnik uzywany do zawieszenia
DMSO 1 Boceprewir, efawirenz, emtrycytabina, raltegrawir, zydowudyna
2 Acyklowir, atazanawir, darunawir, fosamprenawir, indynawir
3 Azytromycyna, elbaswir, parytaprewir, sakwinawir, tenofowir
4 Klarytromycyna, gancyklowir, lopinawir, telaprewir
Woda niezawierajgca 5 Abakawir, cyprofloksacyna, enfuwirtyd, telbiwudyna,
nukleaz walgancyklowir
6 Adefowir, fluoksetyna, interferon alfa 2a, interferon alfa 2b,
stawudyna
7 Daklataswir, didanozyna, lamiwudyna, rybawiryna, sofosbuwir
Etanol 8 Entekawir, grazoprewir, ombitaswir, paroksetyna, zalcytabina
(DMSO)
9 Amprenawir, nelfinawir, symeprewir, typranawir
10 Ledypaswir, rytonawir, sertralina, walacyklowir
DMSO nd. Newirapina

DMSO: dimetylosulfotlenek; nd.: nie dotyczy.
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Tabela 19. Podsumowanie danych statystycznych dla przebadanych substancji egzogennych

Réznica miedzy kontrolg Réznica Btad Dolna Gorna Wartos¢ p
a substancja zaktécajaca w srednim standardowy granica granica

obliczonym (SE) 95-proc. 95-proc.

log1o j.m./ml p. ufn. p. ufn.
Grupa 1 — KONTROLA 0,148 0,203 -0,272 0,567 0,474
Grupa 2 — KONTROLA 0,286 0,213 -0,154 0,726 0,193
Grupa 3 — KONTROLA 0,068 0,213 -0,372 0,509 0,751
Grupa 4 — KONTROLA 0,302 0,203 -0,118 0,722 0,150
Grupa 5 — KONTROLA 0,029 0,195 -0,375 0,432 0,884
Grupa 6 — KONTROLA 0,250 0,195 -0,153 0,654 0,212
Grupa 7 — KONTROLA 0,170 0,195 -0,234 0,573 0,393
Grupa 8 — KONTROLA 0,307 0,204 -0,114 0,728 0,145
Grupa 9 — KONTROLA 0,006 0,183 -0,380 0,391 0,976
Grupa 10 — KONTROLA 0,174 0,192 -0,228 0,577 0,375
Newirapina — KONTROLA 0,014 0,183 -0,371 0,399 0,940

P. ufn.: przedziat ufnosci; SE: btad standardowy.

Jak przedstawiono w tabeli Tabela 19, zadna z substancji egzogennych przebadanych w
tym badaniu nie powodowata istotnej zmiany logio j.m./ml w poréwnaniu z prébkami
kontrolnymi (wartos¢ p >0,05). Ponadto nie zaobserwowano amplifikacji w probkach
negatywnych wzgledem wirusa HCV, gdy do prébek tych dodano substancje egzogenne lub
grupe substanc;ji (nie przedstawiono tych danych).
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Tabela 20. Podsumowanie danych statystycznych dla substancji endogennych

Réznica migdzy kontrolg Réznica Blad Dolna Gorna Wartos¢ p
a substancja zaklocajaca w srednim standardowy granica granica

obliczonym (SE) 95-proc. 95-proc.

logo j.m./ml p. ufn. p. ufn.
Trojglicerydy — KONTROLA 0,373 0,125 0,115 0,631 0,006
Bilirubina zwigzana — 0,277 0,119 0,033 0,521 0,028
KONTROLA
Hemoglobina — KONTROLA 0,297 0,119 0,053 0,541 0,019
Bilirubina niezwigzana — 0,300 0,061 0,163 0,4370 <0,001
KONTROLA
EDTA — KONTROLA 0,005 0,144 -0,321 0,331 0,973
Globulina — KONTROLA 0,256 0,058 0,124 0,387 0,002
hDNA — KONTROLA 0,066 0,079 -0,112 0,244 0,425
hRNA — KONTROLA 0,019 0,171 -0,368 0,405 0,915
Albumina — KONTROLA -0,080 0,162 -0,442 0,281 0,631

Tabela 20 wskazuje, ze wyniki otrzymane dla probek ze zwigzang i niezwigzang bilirubing,

hemoglobing i globuling statystycznie istotnie réznity sie od wynikéw otrzymanych dla prébek
kontrolnych (odpowiednio p=0,028, p<0,001, p=0,019 i p=0,002), ale réznica w $rednim
obliczonym logio j.m./ml wynosita odpowiednio 0,277, 0,300, 0,297 i 0,256. Oznacza to, ze

substancje te spemity kryteria akceptacji badania <0,5 logio j.m./ml. Ponadto nie

zaobserwowano amplifikacji w probkach negatywnych wzgledem wirusa HCV, gdy do

prébek tych dodano substancje endogenne (nie przedstawiono tych danych).
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Zanieczyszczenie krzyzowe

W celu wykonania testu pod katem zanieczyszczenia krzyzowego miedzy zintegrowanymi
cyklami na aparatach QIAsymphony SP/AS za pomocg procedury artus HCV QS-RGQ
zaprojektowano badanie zanieczyszczenia krzyzowego. Zanieczyszczenie krzyzowe
zdefiniowano jako ilos¢ analitu przeniesionego na sasiadujgce dotki podczas cykli

automatycznych. Przeniesienie w aparacie, wyrazone jako odsetek, obliczano jako:

(Liczba prébek negatywnych, w ktérych wykryto poszukiwanego wirusa ) e
Total number of negative samples

Badanie to byto wykonywane za pomocg prébek pozytywnych wzgledem wirusa HCV o
stezeniach istotnych klinicznie (1 x 10°, 1 x 10% i 1 x 107 j.m./ml). Uzyskano rézne stezenia,
przygotowujgc odrebne rozcienczenia ostonietego konstruktu RNA otrzymanego w wyniku
transkrypcji in vitro (IVT), ktéry reprezentowat genotyp 1a wirusa HCV, w osoczu EDTA. Kazdg
z prébek o danym stezeniu badano na przemian z probkami negatywnymi wzgledem wirusa
HCV w pieciu nastepujgcych po sobie cyklach (,cykle szachownicowe”). Dla kazdego stezenia
wykonano kohcowy (szosty) cykl w celu okreslenia zanieczyszczenia miedzy cyklami.
Obliczono odsetek zanieczyszczenia krzyzowego (przeniesienie w aparacie, zdefiniowane
powyzej), a wyniki dla kazdego stezenia zawiera Tabela 21 (ponizej).

Tabela 21. Odsetek zanieczyszczenia krzyzowego przy stezeniach istotnych klinicznie

Stezenie probki w formacie Czestos¢ zanieczyszczenia Odsetek zanieczyszczenia
szachownicy krzyzowego krzyzowego (%)

1x 107 j.m./ml 4/170 2,35

1 x 108 j.m./ml 3/170 1,76
1x10°j.m./ml 0/170 0,00
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Skutecznosc¢ kliniczna

Skuteczno$¢ kliniczng zestawu artus HCV QS-RGQ Kit oceniono podczas badania
poréwnawczego w dwoch laboratoriach klinicznych w  Wielkiej Brytanii, w ktérych
przebadano 452 odrebne prébki pacjentéw pozytywnych lub negatywnych wzgledem wirusa
HCV. Probki byly badane za pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ Kit w rutynowym
Srodowisku laboratorium klinicznego i odzwierciedlaty aktualny trend epidemiologiczny
wirusa HCV w badanej populacji europejskiej. Probki kliniczne okreslonych genotypow (4, 5
i 6) zakupiono na rynku w celu uwzglednienia wszystkich aktualnie wystepujgcych
genotypéw 1-6 wirusa HCV.

W tym badaniu prébki pacjentdéw przebadano za pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ Kit i
poréwnano z wynikami otrzymanymi wczesniej lub otrzymywanymi rownolegle za pomoca
oznaczenia poréwnawczego posiadajgcego znak CE. Wykonano analize regresji Deminga i
Passinga-Babloka z wynikami testu otrzymanymi za pomocg zestawu artus HCV QS-RGQ
Kit przedstawionymi na osi y, a wynikami oznaczenia poréwnawczego na OSi X.
Zaraportowano szacowane parametry wraz z btedami standardowymi i odpowiadajgcymiim
95-procentowymi przedziatami ufnosci. Wykonano analize regresji, ktéra obejmowata
wszystkie probki miedzy wartoscig LLOQ a gorng granicg oznaczalnosci (upper limit of
quantification, ULOQ) dla obu oznaczen (n=165, Ryc. 2).
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Log10 (.m./ml) wer. 2 zestawu

Dane

Logio (j.m./ml) oznaczenia poréwnawczego

Regresja Passinga-Babioka Regresja Deminga

Ryc. 2: Wykres regresji z prostymi Passinga-Babloka i Deminga (n=165).

Tabela 22. Analiza regresji dla zestawu artus HCV QS-RGQ Kit i oznaczenia poréwnawczego

Test Logwo Log 0 zmienngj L.obser-  Punkt Punkt Punkt Nachy-  Nachy- Nachy-
zmiennej objasn. (m./ml)  wacji prze- przecigcia  przecigcia  lenie lenie lenie
zaleznej ciecia dolnej gornej dolnej gornej
(j.m./ml) dwu- dwu- dwu- dwu-

stronnej stronnej stronnej  stronnej
granicy granicy granicy granicy
95-proc. p.  95-pro- 95-pro- 95-pro-
ufn. cento- cento- cento-
wego wego wego
p.ufn. p. ufn. p.ufn.

Deminga artus Oznaczenie 165 0,164  -0,190 0,519 0,974 0,912 1,036
HCV QS-  poréwnawcze
RGQ Kit

Passinga- artus Oznaczenie 165 -0,222 -0,448 0,028 1,033 0,990 1,072

Babloka HCV QS-  poréwnawcze
RGQ Kit

P. ufn.: przedziat ufnosci; objasn.: objasniajaca; I.: liczba.
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Tabela 22 przedstawia, ze zaréwno w przypadku analizy Deminga, jak i analizy Passinga-
Babloka, punkt przeciecia jest bliski zeru (odpowiednio 0,164 i -0,222), a nachylenie jest
bliskie 1 (odpowiednio 0,974 i 1,033). Oznacza to bliskg 0ogdlng korelacje miedzy zestawem
artus HCV QS-RGQ Kit a oznaczeniem poréwnawczym.
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Ograniczenia

W celu osiggniecia optymalnych wynikéw reakcji PCR nalezy Scisle przestrzegaé
instrukcji obstugi.
Nalezy zwraca¢ uwage na daty przydatnosci wydrukowane na pudetku i etykietach

wszystkich elementow zestawu. Nie uzywaé przeterminowanych elementéw.

Prébki zawierajgce witdknik lub probki, w ktérych widoczne sg inne oznaki
nagromadzenia skrzepu, moga zablokowa¢ koncowki do pipet i doprowadzi¢ do
otrzymania fatszywych wynikéw z powodu przeniesienia niewystarczajgcej objetosci

podczas przygotowania probki.

Cho¢ wystepujg rzadko, mutacje w obrebie wysoce konserwatywnych rejonéw
genomu wirusa HCV, do ktorych przytgczajg sie primery i/lub sondy zestawu, moga
w takich przypadkach by¢ przyczyna niedoszacowania miana wirusa lub niewykrycia

obecnosci wirusa HCV w takich probkach.

Produkt jest przeznaczony do stosowania przez profesjonalnych uzytkownikow, takich

jak technicy i lekarze przeszkoleni w zakresie procedur diagnostyki in vitro.

Kontrola jakosci

Zgodnie z poswiadczonym certyfikatem 1ISO systemem zarzadzania jakoscig firmy QIAGEN

kazda seria zestawu artus HCV QS-RGQ Kit jest testowana pod kgtem wstepnie ustalonych

parametrow w celu zapewnienia spojnej jakosci produktu.

artus HCV QS-RGQ Kit Instrukcja obstugi  01/2019

60



Literatura

1.

Polaris Observatory HCV Collaborators (2017) Global prevalence and genotype
distribution of hepatitis C virus infection in 2015: a modelling study; Lancet Gastroenterol.
Hepatol., 2, 161.

European Association for Study of the Liver (2018). EASL recommendations on

treatment of Hepatitis C 2018. J. Hepatol., [Epub ahead of print].

European Association for Study of the Liver and Asociacion Latinoamericana para el
Estudio del Higado (2015). EASL-ALEH Clinical Practice Guidelines: Non-invasive tests

for evaluation of liver disease severity and prognosis. J. Hepatol., 63, 237.

Harrington, P.R., Zeng, W., and Naeger, L.K. (2012) Clinical relevance of detectable
but not quantifiable hepatitis C virus RNA during boceprevir or telaprevir treatment.
Hepatology 55, 1048.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP17-A2, Vol. 32 No. 8,
Evaluation of Detection Capability for Clinical Laboratory Measurement Procedures,
Approved Guideline — Second Edition 2012.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP06-A, Evaluation of the
Linearity of Quantitative Measurement Procedures: A Statistical Approach; Approved
Guideline 2003.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP05-A3, Evaluation of
Precision of Quantitative Measurement Procedures; Approved Guideline — Third Edition
2014.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) Guideline EP7-A2, Vol. 25 No. 27,
Interference Testing in Clinical Chemistry; Approved Edition — Second Edition 2005.

61

artus HCV QS-RGQ Kit Instrukcja obstugi  01/2019



artus HCV QS-RGQ Kit Instrukcja obstugi  01/2019

62



Symbole

W niniejszej instrukcji uzycia uzywane sg symbole znajdujgce sie w ponizszej tabeli.

Symbol Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do przeprowadzenia
72 testow

72

IVD Diagnostyka in vitro

Znak CE

Numer katalogowy

LOT Numer serii
Numer materiatu
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Symbol Definicja symbolu

COMP Elementy

CONT Zawiera

Kontrola wewnetrzna

GT|N Globalny numer jednostki handlowej

R oznacza wydanie Instrukcji uzycia (Instrukcji obstugi),
Rn a n to numer wydania

Zakres temperatury

Producent
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Symbol

Definicja symbolu

i

Termin waznosci

Zapoznac sie z instrukcjg uzycia
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Przewodnik rozwigzywania problemow

W celu usuwania btedéw lub rozwigzywania problemoéw, ktére mogag wystapic z zestawem
artus HCV QS-RGQ Kit, nalezy zapozna¢ sie z tg czescig. Jesli wykonanie zalecanych
czynnosci nie rozwigze problemu, nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej
firmy QIAGEN w celu uzyskania pomocy za posrednictwem Centrum pomocy technicznej
pod adresem www.giagen.com/support, zadzwoni¢ pod numer 00800-22-44-6000 lub
skontaktowaé sie z jednym z oddziatdw pomocy technicznej firmy QIAGEN Ilub
dystrybutorami lokalnymi.

Mozliwy problem lub przyczyna Dziatanie naprawcze

Obstuga ogdlna

Na ekranie dotykowym Jesli podczas trwania protokotu wyswietli sie
wyswietla sie komunikat komunikat o btedzie, nalezy skorzysta¢ z instrukciji
0 btedzie obstugi dostarczanych z aparatami.

Osad w rynience z odczynnikami otwartego kartridza zestawu QlAsymphony
DSP Virus/Pathogen Kit

a) Parowanie buforu Nadmierne parowanie moze prowadzi¢ do
zwiekszenia stezenia soli lub obnizenia stezenia
alkoholu w buforach. Wyrzuci¢ kartridz
z odczynnikami (RC). Upewnic¢ sie, ze rynienki
z buforem z czesciowo zuzytego kartridza
z odczynnikami (RC) zostaty zamkniete za pomocag
paskow Reuse Seal Strip, gdy nie sg uzywane
do oczyszczania.
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Mozliwy problem lub przyczyna Dziatanie naprawcze

b) Przechowywanie kartridza Przechowywanie kartridza z odczynnikami (RC)

z odczynnikami (RC) w temperaturze ponizej 15°C moze prowadzi¢
do powstawania osadu. W razie potrzeby, aby
rozpusci¢ osad, nalezy wyja¢ rynienki zawierajgce
bufory QSL2 i QSB1 z kartridza z odczynnikami
(RC) i inkubowac je w tazni wodnej'w temperaturze
37°C przez 30 minut, od czasu do czasu
wstrzgsajgc. Sprawdzi¢, czy rynienki te
umieszczono ponownie we wtasciwych pozycjach.
W przypadku, gdy kartridz z odczynnikami (RC)
zostat juz przebity, upewnic sig, ze rynienki
zamknieto paskami Reuse Seal Strips, a nastepnie
caty kartridz RC podda¢ inkubacji w tazni wodnej*
w temperaturze 37°C przez 30 minut, od czasu do
czasu wstrzgsajac.

Niedostateczny uzysk kwaséw nukleinowych

a) Czgsteczki magnetyczne Przed rozpoczeciem procedury upewnic sie, ze

nie zostaty catkowicie czagsteczki magnetyczne sg catkowicie zawieszone.
zawieszone Przed uzyciem wytrzgsa¢ przez co najmniej 3 min.
b) Zamrozone prébki nie Rozmrozi¢ prébki, delikatnie je wstrzasajac, aby
zostaty dobrze wymieszane zapewnic¢ catkowite ich wymieszanie.

po rozmrozeniu

c) Nie dodano nosnika RNA Zrekonstytuowaé nosnik RNA (CARRIER) w buforze
(CARRIER) AVE (AVE) i wymieszaé go z odpowiednig
objetoscig buforu AVE (AVE), tak jak to opisano
w odpowiedniej powyzszej czesci. Powtorzy¢
procedure oczyszczania z nowymi probkami.

d) Zdegradowane kwasy Prébki przechowywano nieprawidtowo lub zostaty

nukleinowe one poddane zbyt duzej liczbie cykli zamrazania—
rozmrazania. Powtérzy¢ procedure oczyszczania
Z nowymi probkami.

* Upewni¢ sie, ze aparaty byty regularnie sprawdzane, konserwowane i kalibrowane zgodnie z wytycznymi
producenta.
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e) Niecatkowita liza prébki Przed rozpoczeciem sprawdzi¢, czy bufory QSL2
i QSB1 nie zawierajg osadu. W razie potrzeby, aby
rozpuscic¢ osad, nalezy wyjaé¢ rynienki zawierajgce
bufory QSL1 i QSB1 z kartridza z odczynnikami
(RC) i inkubowac je przez 30 minut w temperaturze
37°C, od czasu do czasu wstrzgsajac. W przypadku,
gdy kartridz z odczynnikami (RC) zostat juz przebity,
upewnic sig, ze rynienki zamknieto paskami Reuse
Seal Strips, a nastepnie inkubowa¢ caty kartridz RC
w tazni wodnej przez 30 minut w temperaturze 37°C,
od czasu do czasu wstrzgsajgc.”

f) Zatkanie koncowki pipety Przed rozpoczeciem procedury oczyszczania
nierozpuszczalnym QIAsymphony nie usunieto z probki
materiatem nierozpuszczalnego materiatu. W celu usunigecia

nierozpuszczalnego materiatu do oznaczen
wirusowych, odwirowac¢ probke przy 3000 x g przez
1 min, a nastepnie przenies¢ supernatant do nowe;j
probéwki.

Aparat QlAsymphony AS wykrywa niewystarczajacg ilos¢ mieszaniny Master

Do prob6wki nie przeniesiono Potgczy¢ wymagang objeto$¢ kazdego z
wystarczajgcej objetosci odczynnikéw do jednej probdwki i umiescic¢ jg w
mieszaniny Master aparacie QIAsymphony. Reczne pipetowanie

lepkich odczynnikéw moze sprawiaé trudnosci.
Upewnic sie, ze do probdwki przeniesiono catg
objeto$¢ mieszaniny Master.

W przypadku lepkich odczynnikéw zaleca sie
pobiera¢ dodatkowo 5% objetosci przy stosowaniu
pipet manualnych (np. ustawi¢ pipete na 840 pl
zamiast na 800 pl).

Mozna réwniez, po powolnym dozowaniu ptynu i
wydmuchaniu resztek na scianke docelowej
probowki wyciggnaé koncéwke z ptynu, zwolni¢ ttok
pipety, a nastepnie odczeka¢ dodatkowe 10 sekund.
Pozostatosci ptynu sptyng w dot koncowki i bedzie
mozna je wydmuchagé, ponownie naciskajgc ttok.
Zastosowanie koncowek przeznaczonych do PCR
oznaczonych jako ,mata retencja” moze poprawic¢
odzysk objetosci cieczy.
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Dziatanie naprawcze

Brak sygnatu dla kontroli pozytywnych (QS RG wirusa zapalenia watroby typu C
1-4) w zielonym kanale fluorescencyjnym

a) Wybrany do analizy
danych PCR kanat
fluorescencyjny nie spetnia
wymagan protokotu

b) Nieprawidtowe
zaprogramowanie profilu
temperaturowego w aparacie
Rotor-Gene Q

c) Nieprawidtowa konfiguracja
reakcji PCR

d) Warunki przechowywania
€0 najmniej jednego

z elementéw wchodzgcych
w skfad zestawu nie spetnity
zalecen zawartych w czesci
.Przechowywanie i sposéb
postepowania

z odczynnikami” na

stronie 15)

e) Uplyneta data waznosci
zestawu artus HCV QS-RGQ
Kit

Do analizy danych wybrac¢ zielony kanat
fluorescencyjny dla analitycznego PCR pod katem
HCV oraz zétty kanat fluorescencyjny dla kontroli
wewnetrznej PCR.

Poréwnag profil temperaturowy z protokotem.
Zapoznac sie z odpowiednimi czesciami w niniejszej
instrukcji obstugi, ktére dotyczg parametréw cyklu
aparatu Rotor-Gene Q (patrz Tabela 3 i czes¢
~Ustawienia analizy” na stronie 35)

Upewnic sie, ze badanie ustawiono poprawnie oraz
zastosowano wlasciwy zestaw parametréw badania
(patrz Tabela 2). W razie potrzeby powtérzy¢ PCR.

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

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci
(patrz etykieta zestawu) odczynnikow i, w razie
potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
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Mozliwy problem lub przyczyna

Dziatanie naprawcze

Staby sygnat lub brak sygnatu kontroli wewnetrznej, negatywnej lub
niskopozytywnej wzgledem HCV prébki osocza poddanej oczyszczeniu za
pomoca zestawu QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit, w pomaranczowym

kanale fluorescencyjnym

a) Warunki reakcji PCR nie sg

zgodne z protokotem

b) Wystgpita inhibicja reakcji
PCR

¢) Podczas ekstrakcji
utracono materiat RNA

d) Warunki przechowywania
€0 najmniej jednego

z elementéw wchodzacych
w skfad zestawu nie spetnity
zalecen zawartych w czesci
.Przechowywanie i sposéb
postepowania

z odczynnikami” na

stronie 15)

e) Uplyneta data waznosci
zestawu artus HCV QS-RGQ
Kit

Sprawdzi¢ warunki reakcji PCR (patrz wyzej) i,
w razie potrzeby, powtérzy¢ PCR z prawidtowymi
parametrami.

Sprawdzi¢, czy uzytkownik korzysta ze
zwalidowanej metody izolacji (patrz ,,Protokét:
izolacja RNA i ustawianie badania w aparatach
QIAsymphony SP/AS” na stronie 22) i $cisle
przestrzega instrukcji.

Brak sygnatu kontroli wewnetrznej moze oznaczaé
utrate materiatu RNA podczas ekstrakcji. Sprawdzic,
czy uzytkownik korzysta ze zwalidowanej metody
izolacji (patrz ,Protokoét: izolacja RNA i ustawianie
badania w aparatach QIAsymphony SP/AS” na
stronie 22) i $cisle przestrzega instrukcji.

Patrz rowniez ,Niedostateczny uzysk kwasow
nukleinowych” powyze;.

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

Sprawdzi¢ warunki przechowywania i date waznosci
(patrz etykieta zestawu) odczynnikow i, w razie
potrzeby, uzy¢ nowego zestawu.
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Sygnaly kontroli negatywnej w zielonym kanale fluorescencyjnym podczas

analitycznej reakcji PCR

a) Podczas przygotowywania Nadmierne parowanie moze prowadzi¢ do
reakcji PCR doszto do zwiekszenia stezenia soli lub obnizenia stezenia
zanieczyszczenia probki alkoholu w buforach. Wyrzuci¢ kartridz

z odczynnikami (RC). Upewni¢ sie, ze rynienki

z buforem z czesciowo zuzytego kartridza

z odczynnikami (RC) zostatly zamkniete za pomocg
paskow Reuse Seal Strip, gdy nie sg uzywane

do oczyszczania.

b) Podczas ekstrakcji doszto Powtorzy¢ ekstrakcije i reakcje PCR prébki testowej,
do zanieczyszczenia korzystajgc z nowych odczynnikéw.
Sprawdzi¢, czy miejsce pracy i aparaty sg regularnie
czyszczone.
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Informacje dotyczgce zamawiania

Produkt Spis tresci Nr kat.
artus HCV QS-RGQ Kit Do 72 reakcji: mieszanina Master A i B, 4538366
kontrola wewnetrzna, 1-4 wzorce
ilosciowe (quantification standard, QS)
wirusa zapalenia watroby typu C, (1-4 QS
RG wirusa zapalenia watroby typu C) i
woda odpowiednia do PCR.
Produkty pokrewne
QIAsymphony DSP Zawiera 2 kartridze z odczynnikami, 937055
Virus/Pathogen Midi Kit ~ statywy na enzymy i akcesoria
(96)
QIAsymphony SP Modut sample prep QIAsymphony, 1 rok 9001297
gwarancji na czesci i robocizne
QIAsymphony AS Modut ustawien badania QIAsymphony, 9001301
1 rok gwarancji na czesci i robocizne
Rotor-Gene Q Software ~ Oprogramowanie do wykonywania 9023241
w wersji 2.3 lub wyzszej  rutynowych badan za pomocg aparatéw
Rotor-Gene Q i QIAsymphony RGQ
Rotor-Gene Q MDx Cykler do reakcji Real-time PCR 9002032

Cycler

i analizator High Resolution Melt

z 5 kanatami (zielony, zétty,
pomaranczowy, czerwony, purpurowy)
i kanatem HRM, komputer typu laptop,
oprogramowanie, akcesoria, roczna

gwarancja na czesci i robocizne; obejmuje

instalacje i przeszkolenie
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Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); Corning® (Corning Inc.);
Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.); SAS® (SAS Institute Inc.).

Historia zmian dokumentu

Zaktualizowano warto$¢ R*2 w tabeli 7 z 20,980 na 20,990.
Dodano brakujgce dane skutecznosci w tabeli 15
Zaktualizowano ryc. 2 i tabele 22 o nowe dane

R2
01/2019

Ograniczona umowa licencyjna dla zestawu artus HCV QS-RGQ Kit
Korzystanie z tego produktu oznacza zgode nabywcy lub uzytkownika produktu na nastepujace warunki:

1.

Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytacznie zgodnie z protokotem dotgczonym do produktu oraz niniejsza instrukcjg i wytacznie z elementami
znajdujacymi sie w tym zestawie. Firma QIAGEN nie udziela zadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego zestawu z
elementami nienalezacymi do zestawu z wyjatkiem elementéw opisanych w wytycznych dotgczonych do produktu, niniejszej instrukciji oraz dodatkowych
wytycznych dostgpnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoly zostaly sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z mysig o
innych uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoly nie zostaty doktadnie przetestowane, ani poddane procesowi optymalizacji przez firme QIAGEN.
Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw osob trzecich.

Firma QIAGEN nie gwarantuje, ze niniejszy zestaw i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw osob trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone
licencje.

Zestaw oraz jego elementy sg przeznaczone do jednorazowego uzytku, nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac ani odsprzedawac.

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

Nabywca i uzytkownik zestawu zobowigzuje sie nie podejmowa¢ dziatan, ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢
do wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynnosci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowac przestrzeganie zakazow
niniejszej Umowy ograniczonej licencji i wnie$¢ sprawe do dowolnego sadu i ma prawo zazada¢ zwrotu kosztéw wszelkich postgpowan i kosztow sgdowych,

w tym wynagrodzen prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowiert Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w
odniesieniu zestawu i/lub jego elementéw.

Aktualne warunki licencyjne dostepne sg w witrynie www.giagen.com.

Nabycie tego produktu umozliwia zastosowanie go przez nabywce do przeprowadzania czynnosci diagnostycznych w zakresie diagnostyki in vitro u ludzi.
Niniejszym nie udziela sie praw patentowych ani innych licencji Zadnego typu poza powyzszym prawem uzytkowania wynikajagcym z nabycia produktu.
HB-2556-002 1115368 01/2019

© 2019 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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