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Przeznaczenie

Zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit to test wykorzystujgcy reakcje real-time
RT-PCR przeznaczony do jako$ciowej detekcji kwasow nukleinowych wirusa SARS-CoV-2
w wymazach z nosogardzieli (Nasopharyngeal Swab, NPS), wymazach z nosa i wymazach
z ustnej czesci gardta pobranych od os6b z przedmiotowymi i podmiotowymi objawami
zakazenia, 0s6b bezobjawowych lub 0séb z podejrzeniem zakazenia wirusem wywotujgcym
chorobe COVID-19. W przypadku czystych probek $liny test jest przeznaczony do badania
0s6éb z przedmiotowymi i podmiotowymi objawami zakazenia oraz oséb z podejrzeniem
choroby COVID-19.

Zestaw jest przeznaczony do stosowania pomocniczo podczas ustalania rozpoznania
choroby COVID-19 w ostrej fazie zakazenia. Wyniki uzyskane za pomoca zestawu nalezy
analizowa¢ w kontekscie obserwacji klinicznych, historii choroby pacjenta oraz danych

epidemiologicznych.

Zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jest przeznaczony do uzycia w laboratoriach
biologii molekularnej przez wykwalifikowanych pracownikéw, takich jak cztonkowie
personelu laboratorium klinicznego przeszkoleni w zakresie technik wykorzystujgcych
reakcje real-time RT-PCR i procedur diagnostyki in vitro.

Wyniki negatywne nie wykluczajg zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i nie mogg byc¢
traktowane jako wyfgczna podstawa do podejmowania decyzji dotyczgcych leczenia
pacjenta.

Zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jest przeznaczony do uzytku z systemami

Rotor-Gene Q MDx System, ABI 7500 Fast Dx, QuantStudio 5 Dx, cobas z 480 oraz CFX96
D umozliwiajacymi wykonanie reakcji real-time PCR.
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Opis i zasada procedury

Informacje o patogenie

Koronawirusy, rodzaj wiruséw z rodziny Coronaviridae, to duze, otoczkowe wirusy
o genomie w postaci RNA o polarnosci dodatniej, ktére wywotujg wysoce zjadliwe choroby
u ludzi i zwierzgt domowych (1). Koronawirusy zakazajgce ludzi odpowiadajg za jedng
trzecig przeziebien. Sg roéwniez znanym czynnikiem wywotujgcym szpitalne zakazenia

gornego uktadu oddechowego u wczesniakow (2).

Nowy cztonek rodziny koronawiruséw byt przyczyng wybuchu epidemii choroby ukfadu
oddechowego w miescie Wuhan w Chinach (1, 3). Na poczagtku nazwany nowym
koronawirusem (2019-nCoV), wirus SARS-CoV-2 rézni sie od wirusa SARS-CoV (1, 3)
odpowiedzialnego za epidemie w 2003 r. oraz od wirusa MERS-CoV, ktéry rozprzestrzenia
sie na Bliskim Wschodzie od roku 2012. Wirus SARS-CoV-2 jest czynnikiem
chorobotwérczym wywotujgcym chorobe COVID-19. RNA wirusa SARS-CoV-2 jest
wykrywalny w réznych prébkach pobranych z goérnych drég oddechowych (wymazach
z nosa, ustnej czesci gardta i nosogardzieli) oraz czystych probkach $liny we wczesnych

i ostrych fazach zakazenia (3).

Wyniki oznaczen opartych na reakcji real-time RT-PCR, w potgczeniu z historig choroby
pacjenta oraz danymi epidemiologicznymi dotyczgcymi wirusa SARS-CoV-2, staly sie
ztotym standardem w diagnostyce zakazen wirusem SARS-CoV-2. Europejskie Centrum ds.
Zapobiegania i Kontroli Chorob (European Centre for Disease Prevention and Control,
ECDC) zaproponowato potgczenie oznaczen opartych na reakcji real-time RT-PCR
z oznaczeniami immunologicznymi w celu monitorowania statusu zakazenia oraz oceny
skutecznosci $rodkdéw ograniczajgcych podjetych w celu opanowania ogniska choroby
(4, 5).
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Oznaczenie wykonywane za pomocg zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jest
ukierunkowane na 2 sekwencje docelowe (N1iN2) genu N wykrywane w tym samym kanale
fluorescencyjnym. Te dwie sekwencje docelowe nie sg rozrézniane, a amplifikacja jednej lub
obu z nich prowadzi do wygenerowania sygnatu fluorescencyjnego. Wyniki pozytywne
wskazujg na obecno$¢ wirusa SARS-CoV-2, ale nie wykluczajg koinfekcji innymi

patogenami. Negatywne wyniki reakcji real-time RT-PCR nie wykluczajg jednak zakazenia.

Podsumowanie i objasnienie

Zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jest gotowym do uzycia systemem
umozliwiajgcym proste przygotowanie prébki, a nastepnie detekcje RNA wirusa SARS-CoV-
2 przy uzyciu reakcji real-time RT-PCR wykonywanej w systemie RGQ MDx system lub
aparatach ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 lub QuantStudio 5 Dx (ryc. 1).

Bufor SARS-CoV-2 UM Amp Buffer zawiera odczynniki i enzymy przeznaczone do swoistej
amplifikacji regionow w genomie RNA wirusa SARS-CoV-2 o dtugosci 72 par zasad (pz)
i 67 pz i bezposredniej detekcji tych regiondw w kanale fluorescencyjnym ,Green” aparatu
RGQ MDx oraz kanale fluorescencyjnym ,FAM” aparatu ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx,
cobas z 480 lub QuantStudio 5 Dx.

Mieszanina starteréw i sond dostarczana w zestawie artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
zawiera réwniez oligonukleotydy wymagane do amplifikacji genu RNazy P. Detekcja
w kanale fluorescencyjnym ,Yellow” aparatu RGQ MDx lub kanale fluorescencyjnym
barwnika VIC/HEX aparatu ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 lub QuantStudio 5 Dx
oznacza, ze amplifikacja tych regionéw byta wystarczajgca i pobrano wystarczajgcg ilos¢
materiatu biologicznego. Kontrola ta ma kluczowe znaczenie, gdyz umozliwia potwierdzenie,
ze w prébkach negatywnych wzgledem wirusa SARS-CoV-2 obecny byt materiat
biologiczny. Amplifikacja powinna by¢ zawsze wykrywalna; w przeciwnym razie jako$é
probki jest watpliwa.
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Zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit zawiera réwniez trzeci, heterologiczny system
amplifikacji stuzgcy do detekcji potencjalnej inhibicji reakc;ji real-time RT-PCR. Do tego celu
przeznaczona jest kontrola wewnetrzna (Internal Control, IC) RNA wykrywana w kanale
fluorescencyjnym ,Red” aparatu RGQ MDx lub w kanale fluorescencyjnym barwnika
Cy5/ATTO647N aparatu ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 lub QuantStudio 5 Dx.
Ze wzgledu na to, ze kontrola IC jest zawarta w mieszaninie SARS-CoV-2 Amp Primers Mix,
amplifikacja tej kontroli powinna zachodzi¢ ze statg wydajnoscia, o ile w prébce lub podczas
reakcji real-time RT-PCR nie jest obecny inhibitor reakcji PCR, ktéry opodznia lub
uniemozliwia zajscie amplifikaciji.

Zewnetrzna kontrola pozytywna i negatywna (odpowiednio kontrola SARS-CoV-2 Positive
Control i woda wolna od nukleaz uzywana jako kontrola NTC) sg dostarczane w zestawie
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit w celu potwierdzenia skutecznosci etapu reakcji PCR.
Zdecydowanie zalecane jest wykonywanie kontroli bez izolacji (bufor SARS-CoV-2 UM Prep
Buffer uzywany jako kontrola NEC) w celu zweryfikowania czy w buforze do przygotowania
nie wystepujg inhibitory reakcji real-time RT-PCR.

Wydajnos¢ etapow odwrotnej transkrypciji i reakcji PCR jest monitorowana przez te kontrole.
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2. Kroki dzielenia probki na porcje i ogrzewania

Prébka ($lina)

Ogrzewanie Trzymanie
Dzielenie w temperaturze w temperaturze
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porcje po 50 i é% bloku grzewczym % 5 min =3

Dodanie barwnika ROX do buforu
SARS-CoV-2 UM Amp Buffer
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reference dye

SARS-CoV-2

v

UM Amp Buffer

Kontrola
SARS-CoV-2
Internal Control

2 Bufor SARS-CoV-
© 2 UM Amp Buffer
+ barwnik ROX

SARS-CoV-2

Potaczenie
odczynnika Amp -

Amp Primers

Odczynnik
SARS-CoV-2
Amp Primers +
IC

Primers i kontroli IC N W

Potgczenie w celu
otrzymania
mieszaniny reakcyjnej —
x
»

(ciag dalszy na nastepnej stronie)
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(ciag dalszy z poprzedniej strony)

Dodanie 8 pl wody do dotkéw na kontrole NEC

! i 10 pl wody do dotkéw na kontrole NTC
. Woda do i >
. i stosowania jako
F‘rzygotowan!e : NTC %
oznaczenia i Dodanie 2 pl buforu Prep Buffer do
1. Bufor Prep : dotkéw na kontrole NEC i probki Probka |- | NEC

Buffer I SARS-CoV-2 N E ;
[ UM Prep Fj . 3
: Buffer el :

| &= Dodanie 8 pl probki
: Prébka (po

; ogrzaniu)

i

Przygotowanie
oznaczenia
2. Prébka

Dodanie 15 pl mieszaniny reakcyjnej
= (do wszystkich dotkéw)

Przygotowanie
oznaczenia

3. Mieszanina
reakcyjna

reakcyjna

i
|
i Mieszanina
|
i
i
|
i

Przgztac::vzzz:: 3 Dodanie 10 pl do dotka na kontrole T
4. Positive : SARS-CoV-2 pozytywng = ;i b Pc
Control (Kontrola : Positive Control gl | 1 scstias
| 8esad)
i

pozytywna)

Aparaty, w ktérych mozna
. Powtarzanie wykonac¢ reakcje RT-PCR:
Krokd cykli Czas Temperatura e Rotor-Gene® Q MDx
Odwrotna transkrypcja - 10 min 50°C —» o ABI® 7500 Fast Dx
Aktywacja - 2 min 95°C ¢ QuantStudio® 5 Dx
Denaturacja 5s 95°C o cobas®z 480

40; ™
Hybrydyzacja/wydiuzanie X 30s 58°C e CFX96 Dx

RT-PCR

Ryc. 1. Przebieg oznaczenia wykonywanego za pomocg zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
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Dostarczone materiaty

Zawartosc¢ zestawu

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

Nr katalogowy 4511460 4511469

Liczba reakcji 768 3072

Kolor' . Kolor wieczka Oznaczenie Id. probowki Objetosé Objetosé

probowki (1) (ml)
SARS-CoV-2 Preparation Buffer

(Bufor do 2 x 930 8 x 930
przygotowania)

Przezroczysty —Zotty UM Prep Buffer

Master Mix
Przezroczysty ~Niebieski SARS-Cov-2 (Mieszanina 4 x 1440 16 x 1440
UM Amp Buffer X
Master Mix)
Primers and
Przezroczysty ~Fioletowy iﬁRSF;rCI;‘ég Probes 4 x 1680 16 x 1680
P (Startery i sondy)
SARS-CoV-2 Internal Control

(Kontrola 1x 1390 4 x 1390
wewnetrzna) (IC)

Przezroczysty Zielony Internal Control

SARS-CoV-2 Positive Control
Przezroczysty Czerwony Positive Control (Kontrola 1x 220 4x220
pozytywna)
Water for NTC (Woda do  Water 4 x 1900
Przezroczysty Przezroczysty stosowania jako NTC) (Woda, NTC) 1x 1900
ROX Reference Dye ROX Dye
Przezroczysty ~Przezroczysty (Barwnik referencyjny (Barwnik ROX) 1x210 4x210
ROX)

10 artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2022



Skfadniki zestawu

Odczynniki

Objetosci odczynnikéw w kazdej probéwce zoptymalizowano dla 8 partii zawierajgcych po
96 probek (w przypadku zestawu na 768 reakcji) lub dla 32 partii po 96 reakcji (w przypadku
zestawu na 3072 reakcje), w tym kontrole pozytywng (Positive Control, PC), kontrole bez
matrycy (No Template Control, NTC) i kontrole bez izolacji (No Extraction Control, NEC).

Mozna przeprowadzi¢ analize wiekszej lub mniejszej liczby prébek, jednak w takim
przypadku zuzycie odczynnikéw nie bedzie optymalne. Zalecane jest unikanie wielu cykli
zamrazania—-rozmrazania. W celu unikniecia wielu cykli zamrazania—-rozmrazania mozna
podzieli¢ odczynniki na porcje.

Startery i sondy

Startery i sondy ukierunkowane na sekwencje wirusa SARS-CoV-2 opracowano na
podstawie starterow i sond zaprojektowanych przez amerykanskie Centra Kontroli
i Prewencji Choréb (Centers for Disease Control and Prevention, CDC).

Kontrole i kalibratory

Oznaczenie zawiera 5 kontroli przeznaczonych do monitorowania wydajnosci reakcji
real-time RT-PCR.

Kontrola wewnetrzna (Internal Control, IC): Kontrola wewnetrzna to jednoniciowy RNA
otrzymany w wyniku transkrypcji in vitro (IVT), ktéry stuzy do wykrycia obecnosci
zanieczyszczen, ktére moga prowadzi¢ do inhibicji odwrotnej transkrypcji. Kontrola
wewnetrzna monitoruje rowniez wydajnos¢ odwrotnej transkrypcji w kontroli bez matrycy
(No Template Control, NTC) i kontroli bez izolacji (No Extraction Control, NEC).
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Kontrola bez matrycy (No Template Control, NTC): Kontrola bez matrycy zawiera wode
wolng od nukleaz. Kontrole te dodaje sie na ptytke PCR w celu wykrycia zanieczyszczen,
ktére mogty zosta¢ wprowadzone podczas przygotowywania ptytki i mogg doprowadzi¢ do
btednej interpretacji wynikéw otrzymanych dla sekwencji docelowych wirusa SARS-CoV-2.

Kontrola pozytywna (Positive Control, PC): Kontrola pozytywna to dwuniciowy DNA, ktory
ulega amplifikacji pod wptywem mieszaniny SARS-CoV-2 Primers and Probes (mieszanina
P&P). Wykrycie tej kontroli potwierdza prawidtowe dziatanie odczynnika uzywanego na

etapie amplifikacji w reakcji PCR.

Kontrola bez izolacji (No Extraction Control, NEC): Kontrola bez izolacji zawiera bufor
SARS-CoV-2 UM Prep Buffer. Kontrola ta jest przetwarzana réwnolegle z prébkami
klinicznymi w celu wykrycia zanieczyszczen, ktére mogty zosta¢ wprowadzone podczas
przygotowywania probki i mogg doprowadzi¢ do btednej interpretacji wynikéw otrzymanych
dla sekwencji docelowych wirusa SARS-CoV-2.

Kontrola przygotowania probki: Kontrola przygotowania probki wykrywa gen RNazy P i ma
kluczowe znaczenie, gdyz umozliwia potwierdzenie, ze w probkach negatywnych wzgledem
wirusa SARS-CoV-2 obecny jest materiat biologiczny. Amplifikacja kontroli przygotowania

prébki powinna by¢ zawsze wykrywalna; w przeciwnym razie jako$¢ prébki jest watpliwa.
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Platformy i oprogramowanie

Przed uzyciem upewni¢ sie, ze aparaty zostaty poddane konserwaciji i kalibracji zgodnie
z zaleceniami producenta. Zestaw moze by¢ uzywany do wykonywania pieciu procedur;
procedury te wymagajg uzycia wymienionych nizej aparatéw przeznaczonych do

przeprowadzania reakcji real-time RT-PCR w potgczeniu z odpowiednim oprogramowaniem:

® aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM: oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.3.1
lub wyzszej;

® aparat ABI 7500 Fast Dx: oprogramowanie SDS w wersji 1.4.1 lub wyzszej;
aparat CFX96 Dx z oprogramowaniem CFX Manager Dx Software w wers;ji
3.1.3090.1022 lub wyzszej;

e aparat cobas z 480 z oprogramowaniem LightCycler® 480 SW UDF w wersji 2.0.0 lub
wyzszej;

® aparat QuantStudio 5 Dx z oprogramowaniem QuantStudio 5 Dx IVD Software w wersji
1.0.1 lub wyzszej albo oprogramowaniem QuantStudio 5 Dx TD w wersji 1.0.1 lub

wyzszej.
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Materiaty wymagane, ale niedostarczone

Materiaty eksploatacyjne i wyposazenie
Materiaty eksploatacyjne i wyposazenie do uzytku na wszystkich platformach

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

Wytrzgsarka

Blok grzewczy

Rekawiczki jednorazowe bezpudrowe

Jatowe koncowki do pipet, wolne od nukleaz, z filtrami

Probowki wolne od sktadnikéw reakcji PCR, pojemnos¢ 1,5 ml lub 2 ml

Wiréwka na ptytki 96-dotkowe
Materiaty eksploatacyjne i wyposazenie wymagane dla poszczegdlnych platform

Aparat Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM

® Probdéwki do reakcji PCR o pojemnosci 0,1 ml do uzytku z aparatem Rotor-Gene Q MDx
(Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, nr kat. 981103)

® Rotor 72-Well Rotor (nr kat. 9018903) i rotor Locking Ring 72-Well Rotor
(nr kat. 9018904)

Aparat ABI 7500 Fast Dx

® Plytka 96-Well MicroAmp™ (Thermo Fisher Scientific, nr kat. N8010560)
® Folia MicroAmp Optical Adhesive Film (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 4360954)
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Aparat CFX96 Dx

e Plytka Hard-Shell® 96-Well PCR Plate, niskoprofilowa, cienkoscienna, z biatym/
przezroczystym kotnierzem (Bio-Rad Laboratories Inc., nr kat. HSP9601)

® Folia Microseal ‘B’ PCR Plate Sealing Film, samoprzylepna, optyczna (Bio-Rad
Laboratories Inc., nr kat. MSB1001)

Aparat cobas z 480

e Ptytka LightCycler 480 Multiwell Plate, biata (Roche Group, nr kat. 04729692001).
® Folia LightCycler 480 Sealing Foil (Roche Group, nr kat. 04729757001).

Aparat QuantStudio 5 Dx

® Ptytka MicroAmp EnduraPlate™ Optical 96-Well Clear Reaction Plate (Thermo Fisher
Scientific, nr kat. A36924)
® Folia MicroAmp Optical Adhesive Film (Thermo Fisher Scientific, nr kat. 4360954)
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Ostrzezenia i srodki ostroznosci

Nalezy pamietaé, ze moze by¢ wymagane zapoznanie sie z lokalnymi przepisami
dotyczacymi zgtaszania powaznych incydentow, ktore wystgpity w zwigzku z wyrobem,
producentowi oraz wiasciwemu organowi panstwa, w ktérym przebywa uzytkownik i/lub

pacjent.

Informacje dotyczace bezpieczenstwa

Podczas pracy ze s$rodkami chemicznymi nalezy zawsze nosi¢ odpowiedni fartuch
laboratoryjny, rekawiczki jednorazowe i okulary ochronne. W celu uzyskania dodatkowych
informacji nalezy zapoznac sie z odpowiednimi kartami charakterystyki (Safety Data Sheet,
SDS). Sg one dostepne online w wygodnym i kompaktowym formacie PDF pod adresem
www.qiagen.com/safety. Na tej stronie mozna wyszukiwac¢, wyswietla¢ i drukowac karty

charakterystyki dla wszystkich zestawdw i sktadnikéw zestawow firmy QIAGEN.

Zawsze nalezy stosowa¢ odpowiednie $rodki ochrony indywidualnej, obejmujgce miedzy
innymi bezpudrowe rekawiczki jednorazowego uzytku, fartuch laboratoryjny oraz okulary
ochronne. Chroni¢ skére, oczy i btony sluzowe. Podczas pracy z probkami nalezy czesto

zmienia¢ rekawiczki.

Wszystkie probki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny. Zawsze nalezy
przestrzega¢ srodkow ostroznosci opisanych w odpowiednich wytycznych, na przyktad
w wytycznych Protection of Laboratory Workers from Occupationally Acquired Infections,
Approved Guideline M29 wydanych przez instytut Clinical and Laboratory Standards
Institute® (CLSI) lub w innych odpowiednich dokumentach.

Prébki sg potencjalnie zakazne. Pozostatosci probek i odczynnikow uzywanych do

oznaczenia nalezy utylizowa¢ zgodnie =z lokalnymi procedurami dotyczgcymi

bezpieczenstwa.
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Srodki ostroznosci

® Przestrzega¢ standardowych procedur laboratoryjnych w zakresie utrzymania czystosci
i zapobiegania skazeniom obszaru roboczego. Wyznaczy¢ obszar ze sprzetem
przeznaczonym wytgcznie do pracy z RNA.

® Przestrzega¢ dobrych praktyk laboratoryjnych, aby zminimalizowa¢ zanieczyszczenie
krzyzowe.

® Zachowa¢ ostroznos$é¢, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia prébek RNazg podczas
eksperymentu. Uzywac sprzetoéw z tworzywa sztucznego wolnych od RNaz.

® Zapewni¢ dobrg identyfikowalno$¢ z zapisami; dotyczy to zwtaszcza identyfikacji probek.
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Przechowywanie i sposéb postepowania
z odczynnikami

Nalezy zwrdéci¢ uwage na terminy waznosci oraz informacje o warunkach przechowywania
wydrukowane na opakowaniach i etykietach wszystkich sktadnikow. Nie nalezy uzywaé

sktadnikéw z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie przechowywanych.

Zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit moze by¢ przechowywany w temperaturze od
-30°C do -15°C do podanej daty waznosci.

Transport i przechowywanie probek oraz
Sposob postepowania z probkami

Zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jest przeznaczony do uzytku z prébkami
wymazoéw z nosogardzieli, nosa i ustnej czesci gardta oraz czystymi probkami $liny.
Wszystkie probki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny. Centra Kontroli
i Prewenciji Choréb (Centers for Disease Control and Prevention, CDC) oraz agencja Public
Health England opracowaty wytyczne dotyczace pobierania probek, postepowania
z prébkami oraz wykonywania testow na probkach klinicznych. W celu uzyskania
dodatkowych informacji nalezy zapoznac sie z tymi wytycznymi lub innymi stosownymi

protokotami opracowanymi przez krajowe laboratorium referencyjne.
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Pobieranie, transport i przechowywanie probek wymazdéw z nosogardzieli, nosa i
ustnej czesci gardta

W celu uzyskania informacji na temat pobierania, przechowywania i transportu probek
wymazow nalezy zapoznac sie z zaleceniami dostawcy odpowiedniego wyrobu. Wymazowki
muszg by¢ catkowicie zanurzone w podtozu transportowym, aby zachowaé integralnos¢
probki. Probki wymazow z nosogardzieli pozostajg stabilne i moga by¢ przechowywane:

® w temperaturze 4°C (od 2 do 8°C) przez maksymalnie 72 godziny;

® w temperaturze —70°C przez 2 tygodnie.

Prébki wymazow z nosogardzieli pozostajg stabilne przez 3 cykle zamrazania-rozmrazania.

Pobieranie, transport i przechowywanie czystych probek sliny

Czyste probki s$liny muszg byé pobierane do jatowych pojemnikéw bez Srodkéw

konserwujgcych, buforéw lub innych dodatkow.

Sposob pobierania czystych probek sliny:

® Przed pobraniem czystej prébki sliny pacjent nie powinien kaszlec.
Przez 30 minut przed pobraniem czystej probki Sliny pacjent nie powinien spozywac
pokarmow lub ptynéw, pali¢ tytoniu lub uzywaé papieroséw elektronicznych, zu¢ gumy
ani my¢ zebow.

® Przez 24 godziny przed pobraniem czystej prébki sliny pacjent nie powinien mie¢
wykonywanych zadnych zabiegdéw stomatologicznych ani badan stomatologicznych.
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Czyste probki $liny pozostajg stabilne i mogg by¢ przechowywane:

w temperaturze pokojowej (18-26°C) przez maksymalnie 72 godziny;

w temperaturze 4°C (od 2 do 8°C) przez maksymalnie 72 godziny;

w roznych temperaturach: najpierw w temperaturze pokojowej, nastepnie
w temperaturze 4°C, a nastepnie w temperaturze —20°C (od —30 do —15°C) — w ten
sposob prébki moga by¢ przechowywane przez maksymalnie 12 dni;

w temperaturze —20°C (od —30 do —15°C) przez 1 miesigc.

Czyste probki $liny pozostajg stabilne przez 3 cykle zamrazania-rozmrazania.

Jesli warunki przechowywania prébek w laboratorium uzytkownika odbiegajg od

wymienionych wytycznych, uzytkownik powinien zwalidowac¢ te warunki przechowywania.

20
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Protokot: przygotowanie probki i detekcja wirusa
SARS-CoV-2 w aparacie RGQ MDx 5plex HRM

Ten protokot okresla sposéb przygotowywania probek i reakcji real-time RT-PCR w celu

detekcji docelowych sekwencji wirusa SARS-CoV-2 w przechowywanych w podiozu

transportowym ludzkich probkach wymazéw z nosa, nosogardzieli lub ustnej czesci gardta

oraz w czystych prébkach $liny przy uzyciu aparatu RGQ MDx 5plex HRM przeznaczonego

do przeprowadzania reakcji real-time RT-PCR w potgczeniu z oprogramowaniem Rotor-

Gene Q w wersji 2.3.1.49 (lub wyzszej).

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

UpewnicC sie, ze nie uptynety terminy waznosci nadrukowane na pudetku i etykietach
wszystkich sktadnikow zestawu oraz ze przestrzegane sg warunki przechowywania.
Nie nalezy uzywac sktadnikéw z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie
przechowywanych.

Uzywac¢ skalibrowanego sprzetu konserwowanego zgodnie z harmonogramem.
Zachowac ostroznos¢, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia prébek RNazami podczas
eksperymentu. Uzywac sprzetdéw z tworzywa sztucznego wolnych od nukleaz.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

Podczas krokow przygotowywania probek i przygotowywania reakcji probki pobrane
z drég oddechowych mogg by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C);
zalecane jest jednak trzymanie probek na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie
chtodzgcym.

Podczas krokéw przygotowywania prébek i przygotowywania reakcji probki sliny
moga by¢ przechowywane na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie chtodzgcym;

zalecane jest jednak, aby probki przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).
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Przed uzyciem pozostawi¢ odczynniki SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, SARS-CoV-2 Positive Control
i wode do stosowania jako NTC do catkowitego rozmrozenia w temperaturze pokojowe;.
Do momentu uzycia przechowywaé probéwki w temperaturze pokojowej i chroni¢ je
przed Swiattem.

Przed uzyciem buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer oraz buforu SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer nalezy kazdy z nich wymiesza¢ w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny
poprzez odwrocenie probéwek 2-3razy (nie wytrzasaé), a nastepnie krotko je
odwirowaé. W przypadku kazdego z pozostatych odczynnikéw jednorodng mieszanine
mozna otrzymaé poprzez pulsacyjne wytrzgsanie przez 3-5 sekund lub poprzez
odwrdécenie probowek 2-3 razy, a nastepnie ich krotkie odwirowanie.

Bufor SARS-CoV-2 UM Prep Buffer powoduje inhibicje obecnych w prébkach klinicznych
RNaz na potrzeby etapu detekcji; nie jest to jednak roztwér inaktywujgcy wirusa.
Wszystkie probki nalezy traktowaé jako materiat potencjalnie zakazny.

Upewnic sie, ze warunki okreslone dla cykli na platformie do reakcji real-time RT-PCR
sg takie same jak warunki przedstawione w niniejszym protokole.

W celu unikniecia wielu cykli zamrazania-rozmrazania mozna podzieli¢ odczynniki na
porcje.

Przygotowa¢ s$wiezg mieszanine reakcyjng (<2 godz. przed rozpoczeciem reakcji
RT-PCR na ptytce).

W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia probke i reakcje RT-PCR nalezy

przygotowywaé w odrebnych strefach.

Procedura

22

Przygotowanie prébki: W przypadku probek pobranych z drég oddechowych (wymazy
Z nosa, ustnej czesci gardfa i nosogardzieli) nalezy wykonac krok 1. W przypadku

prébek sliny nalezy przej$¢ do kroku 2.

Prébki pobrane z drég oddechowych (wymazy z nosa, ustnej czesci gardta
i nosogardzieli):
1a. Energicznie wytrzgsa¢ wymazowke zawierajgcg probke.
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1b. Przenies¢ porcje probki o objetosci 50—200 pl do wolnych od sktadnikéw reakcji
PCR probowek o pojemnosci 1,5 ml.

1c. Przeprowadzi¢ etap podgrzewania w bloku grzewczym w temperaturze 70°C
przez 10 min. Chtodzi¢ prébki na lodzie przez co najmniej 5 min, po czym trzymac
probki na lodzie lub w temperaturze 4°C.
2. Probki sliny:
2a. Uptynnianie (w celu ufatwienia pipetowania): ogrzewac probke $liny w
temperaturze 95°C przez 15 minut (objetos¢, pojemnik i urzgdzenie do
ogrzewania mozna dobra¢ dowolnie).

2b. Uzyskac¢ jednorodng mieszanine z probki, delikatnie pipetujgc w gore i w dot
8-10 razy.

2c. Przeniesc¢ porcje probki o objetosci 50 pl do wolnej od sktadnikow reakcji PCR
probowki o pojemnosci 1,5 ml.

2d. Wykonac¢ etap ogrzewania w temperaturze 95°C przez 15 minut w bloku
grzewczym, nastepnie pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej na co
najmniej 5 min do momentu przeniesienia prébki do dotka ptytki lub probdwki
w celu wykonania reakcji PCR.
3. Podczas pierwszego uzycia zestawu uzupei¢ bufor SARS-CoV-2 UM Amp Buffer
roztworem barwnika ROX Reference Dye.
3a. Doda¢ 32,8 ul barwnika ROX do 1 probéwki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer.

3b. Zamkng¢ wieczko probowki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem
ROX i odwrdci¢ probowke 3 razy.

3c. Odwirowa¢ probowke z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem ROX,
aby zebrac¢ roztwdr na dnie probowki.

4. W przypadku analizy petnej ptytki w aparacie RGQ MDx (72 dotki) przygotowaé porcje
mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2 Internal
Control.
4a. Przenie$¢ wymagane objetosci odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli

SARS-CoV-2 Internal Control zgodnie z Tabelg 1 do nowej, wolnej od sktadnikow
reakcji PCR probdéwki o pojemnosci 1,5 ml.
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4b. Zamknac¢ wieczko i odwrdci¢ probowke 3 razy lub wytrzgsac probdwke

pulsacyjnie przez 3-5 s.

4c. Odwirowac probowke z odczynnikiem SARS-CoV-2 Amp Primers i kontrolg IC,

aby zebra¢ roztwdr na dnie probowki.

Tabela 1. Przygotowanie mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mieszanina odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli IC

Liczba reakcji
Objetosc¢ (pl)

Stezenie Stezenie 72 reakcje
Odczynniki roztworu . 1 reakcja . o) %
koncowe (+ nadwyzka 20%*)
podstawowego
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 626,4
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 kopii/ul 10 kopii/ul 1,5 129,6
taczna objeto$¢ mieszaniny
odczynnika SARS-CoV-2 Amp 8,75 756

Primers + IC

*

Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2 Internal Control

odpowiednio do liczby badanych prébek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetos¢, aby skompensowac objetos¢ martwa.

5. Przygotowac¢ mieszanine reakcyjng zgodnie z Tabelg 2 i doktadnie jg wymieszac,

odwracajgc probéwke 3 razy.

Tabela 2. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Mieszanina reakcyjna do reakcji RT-PCR

Liczba reakcji
Objetosc¢ (pl)

Stezenie

- Stezenie . 72 reakcje
Odezynniki rp(:)zdtwst:wowego koncowe 1 reakeja (+ nadwyzka 20%*)
Mieszanina buforu SARS-CoV-2

540
UM Amp Buffer i barwnika ROX ax T o2
Mieszanina odczynnika SARS- 756
CoV-2 Amp Primers + IC 2,9x 1x 8,75
taczna objeto$¢ mieszaniny _ 15,00 1296

reakcyjnej

* Uwaga: Dobra¢ objetosci buforu SARS-CoV-2 Amp Buffer i odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers odpowiednio
do liczby badanych probek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetosé, aby skompensowac objetos¢ martwa.
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10.

11.

12.

13.

Dodac 8 pl wody wolnej od nukleaz do probowki do reakcji PCR przypisanej do
kontroli NEC.

Dodac¢ 10 pl wody wolnej od nukleaz do probéwki do reakcji PCR przypisanej do
kontroli NTC.

Dodac¢ 2 pl buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer do kazdej probéwki do reakcji PCR
przypisanej do kontroli NEC i przygotowanych prébek.

Dodac¢ 8 pl przygotowanej probki do probéwki PCR z buforem SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Wymieszac, pipetujgc w gére i w dot 5 razy.

Dodac¢ 15 pl mieszaniny reakcyjnej przygotowanej w kroku 5 do probowek
przeznaczonych na probki i kontrole (patrz przyktad na Ryc. 2). Wymieszaé, pipetujgc
w goére i w dot 5 razy, a nastepnie zamkng¢ wieczka wszystkich probéwek PCR,

z wyjgtkiem probowki przeznaczonej na kontrole SARS-CoV-2 Positive Control.
Uwaga: Aby unikngé¢ zanieczyszczenia krzyzowego, upewnic sie, ze probéwki sg
dobrze zamkniete.

Dodac¢ 10 pl kontroli SARS-CoV-2 Positive Control do odpowiedniej probowki PCR.
Wymieszac, pipetujgc w gore i w dot 5 razy.

Ustawi¢ program reakcji RT-PCR w aparacie RGQ MDx 5plex HRM zgodnie z danymi
podanymi w Tabeli 3.

Uwaga: Dane powinny by¢ rejestrowane podczas etapu hybrydyzacji/wydtuzania.
Umiesci¢ probéwki w cyklerze do reakcji real-time (przyktadowy uktad probowek
przedstawiono na Ryc. 2) i uruchomi¢ program wykonywania cykli o parametrach
zgodnych z opisem w Tabeli 3.

Uwaga: Podczas przygotowywania oznaczenia i etapéw wykonywanych w cyklerze do
reakcji real-time nalezy uzywaé tych samych pozycji probéwek oraz zwréci¢ uwage na
przestrzeganie kolejnosci probéwek.

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2022 25



Tabela 3. Program reakcji SARS-CoV-2 Prep&Amp UM

Kroki Czas Temperatura (°C) Liczba cykli Rejestracja
Odwrotna transkrypcja 10 min 50 1 Nie
CMoEsE  ame w 1
Cykl 2-etapowy
Denaturacja 5s 95 40 Nie
Hybrydyzacja/wydiuzanie 30 ¢ 58 Green, Yellow i Red

P S S .

2:NTC
3:NEC
. J 4: Prébka 1
Py & 5: Prébka 2
6: Probka 3
7 ...

S T W

1
. 1: PC
|

LS -
- = EES
o o oo

Ryc. 2. Przyktadowy uktad probéwek w platformie RGQ MDx 5plex HRM

Klikng¢ przycisk Gain optimization (Optymalizacja wzmocnienia) w obszarze ,New Run

14.
Wizard” (Kreator nowego cyklu), aby otworzy¢ obszar Auto-gain Optimization Setup

(Konfiguracja optymalizacji wzmocnienia automatycznego).
15. Upewnic sie, ze kanaty rejestracji zostaty ustawione zgodnie z danymi podanymi

w Tabeli 4.
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Tabela 4. Konfiguracja aparatu RGQ MDx 5plex HRM

Nazwa Pozycja probowki Min. odczyt Maks. odczyt Min. Maks.

z kontrolg PC (F1) (F1) wzmocnienie wzmochnienie
Green 1* 5Fl 10 FI -10 10
Yellow 1* 5Fl 10 FI -10 10
Red 1* 5Fl 10 FI -10 10

* Uwaga: Te pozycje nalezy zastgpi¢ odpowiednig pozycja, na ktérej znajduje sie probéwka z kontrolg SARS-CoV-2

Positive Control.

16. Wybrac¢ opcje Perform optimization before the first acquisition (Wykonaj optymalizacje

przed pierwszg rejestracja).
17. Rozpocza¢ reakcje.

18. Po zakonczeniu cyklu przeanalizowa¢ wyniki (patrz cze$¢ Wyniki).
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Protokot: przygotowanie probki i detekcja wirusa
SARS-CoV-2 w aparacie ABI 7500 Fast Dx

Ten protokot okresla sposob przygotowywania probek i detekcji docelowych sekwencji

wirusa SARS-CoV-2 w przechowywanych w podtozu transportowym ludzkich probkach

wymazow z nosa, nosogardzieli lub ustnej czesci gardta oraz w czystych prébkach s$liny przy

uzyciu aparatu ABI 7500 Fast Dx przeznaczonego do przeprowadzania reakcji real-time
RT-PCR.

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

Upewnic¢ sie, ze nie uptynety terminy waznosci nadrukowane na pudetku i etykietach
wszystkich sktadnikéw zestawu oraz ze przestrzegane sg warunki przechowywania. Nie
nalezy uzywac¢ sktadnikbw z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie
przechowywanych.

Uzywac skalibrowanego sprzetu konserwowanego zgodnie z harmonogramem.
Zachowac ostroznos¢, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia prébek RNazami podczas
eksperymentu. Uzywac sprzetéw z tworzywa sztucznego wolnych od nukleaz.

W przypadku korzystania z aparatu ABI 7500 Fast Dx przed pierwszym uzyciem do

probowki z mieszaning Master Mix nalezy doda¢ barwnik ROX.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

28

Podczas krokéw przygotowywania prébek i przygotowywania reakcji probki pobrane z
drég oddechowych moga by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C);
zalecane jest jednak trzymanie probek na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie
chtodzgcym.

Podczas krokéw przygotowywania prébek i przygotowywania reakcji probki sliny mogg
by¢ przechowywane na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie chtodzacym; zalecane
jest jednak, aby probki przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2022



W przypadku korzystania z aparatu ABI 7500 Fast Dx nalezy uzywa¢ barwnika ROX.

® Dane nalezy rejestrowac przy ustawieniu pasywnego barwnika (ROX).

® Przed uzyciem pozostawi¢ odczynniki SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, SARS-CoV-2 Positive Control
i wode do stosowania jako NTC do catkowitego rozmrozenia w temperaturze pokojowe;.
Do momentu uzycia przechowywa¢ probéwki w temperaturze pokojowej i chroni¢ je
przed Swiattem.

® Przed uzyciem buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer oraz buforu SARS-CoV-2
UM Amp Buffer nalezy kazdy z nich wymieszac w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny
poprzez odwrocenie probéwek 2-3razy (nie wytrzasaé), a nastepnie krotko je
odwirowa¢. W przypadku kazdego z pozostatych odczynnikéw jednorodng mieszanine
mozna otrzymaé poprzez pulsacyjne wytrzgsanie przez 3-5 sekund lub poprzez
odwrdécenie probowek 2-3 razy, a nastepnie ich krotkie odwirowanie.

o Bufor SARS-CoV-2 UM Prep Buffer powoduje inhibicje obecnych w prébkach klinicznych
RNaz na potrzeby etapu detekcji; nie jest to jednak roztwor inaktywujgcy wirusa.
Wszystkie probki nalezy traktowaé jako materiat potencjalnie zakazny.

® Upewni¢ sie, ze warunki okreslone dla cykli na platformie do reakcji real-time RT-PCR
sg takie same jak warunki przedstawione w niniejszym protokole.

® W celu unikniecia wielu cykli zamrazania-rozmrazania mozna podzieli¢ odczynniki na
porcje.

® Przygotowa¢ Swiezg mieszanine reakcyjng (<2 godz. przed rozpoczeciem reakcji
RT-PCR na ptytce).

® W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia prébke i reakcje RT-PCR nalezy

przygotowywaé w odrebnych strefach.
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Procedura

Przygotowanie probki: W przypadku probek pobranych z drég oddechowych (wymazy
Z nosa, ustnej czesci gardia i nosogardzieli) nalezy wykonac krok 1. W przypadku

prébek sliny nalezy przejs¢ do kroku 2.

1. Prébki pobrane z drég oddechowych (wymazy z nosa, ustnej czesci gardta
i nosogardzieli):
1a. Energicznie wytrzgsa¢ wymazowke zawierajgcg probke.
1b. Przeniesc¢ porcje probki o objetosci 50-200 ul do wolnych od sktadnikéw reakcji
PCR probowek o pojemnosci 1,5 ml.
1c. Przeprowadzi¢ etap podgrzewania w bloku grzewczym w temperaturze 70°C
przez 10 min.
1d. Chtodzi¢ probki na lodzie przez co najmniej 5 min po czym trzymac prébki na
lodzie lub w temperaturze 4°C.
2. Proébki sliny:
2a. Uptynnianie (w celu utatwienia pipetowania): ogrzewac probke sliny
w temperaturze 95°C przez 15 minut (objetos¢, pojemnik i urzgdzenie do
ogrzewania mozna dobra¢ dowolnie).
2b. Uzyskac¢ jednorodng mieszaning z probki, delikatnie pipetujgc w goére i w dot
8-10 razy
2c. Przeniesc¢ porcje probki o objetosci 50 pl do wolnej od sktadnikow reakcji PCR
probowki o pojemnosci 1,5 ml.
2d. Wykonac¢ etap ogrzewania w temperaturze 95°C przez 15 minut w bloku
grzewczym, nastepnie pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej na co
najmniej 5 min do momentu przeniesienia prébki do dotka ptytki lub probdwki
w celu wykonania reakcji PCR.
3. Podczas pierwszego uzycia zestawu uzupei¢ bufor SARS-CoV-2 UM Amp Buffer

roztworem barwnika ROX Reference Dye.
3a. Doda¢ 32,8 pl barwnika ROX do probéwki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
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3b. Zamkng¢ wieczko proboéwki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem
ROX i odwréci¢ probowke 3 razy.

3c. Odwirowa¢ probéwke z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem ROX,
aby zebra¢ roztwér na dnie probowki.
4. W przypadku analizy petnej ptytki w aparacie ABI 7500 Fast Dx (96 dotkow)
przygotowaé porcje mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli
SARS-CoV-2 Internal Control.
4a. Przenie$¢ wymagang objetos¢ odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli
SARS-CoV-2 Internal Control zgodnie z Tabelg 5 do nowej, wolnej od sktadnikéw
reakcji PCR probdéwki o pojemnosci 1,5 ml.

4b. Zamkng¢ wieczko i odwrdéci¢ probowke 3 razy lub wytrzgsac probéwke
pulsacyjnie przez 3-5 s.

4c. Odwirowac probowke z odczynnikiem SARS-CoV-2 Amp Primers i kontrolg IC,
aby zebraé roztwdr na dnie probowki.

Tabela 5. Przygotowanie mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mieszanina odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Liczba reakcji Objetosc
(1)
Stezenie - .
L Stezenie . 96 reakcji

Odczynniki roztworu Kohcowe 1 reakcja (+ nadwyzka 20%)
podstawowego

SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2

SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 kopii/ul 10 kopii/pl 1,5 172,8

taczna objeto$¢ mieszaniny

odczynnika SARS-CoV-2 Amp 8,75 1008

Primers + IC

* Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2 Internal Control
odpowiednio do liczby badanych prébek. Uwzgledni¢ dodatkowa objeto$é, aby skompensowac objeto$¢ martwa.

5. Przygotowac¢ mieszanine reakcyjng zgodnie z Tabelg 6 i doktadnie jg wymieszag,

odwracajgc probéwke 3 razy.
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Tabela 6. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Mieszanina reakcyjna do reakcji RT-PCR Liczba reakcji Objetosc¢
(u1)
Stezenie - .
Odczynniki roztworu E;izce:\:vi :eakc'a ?f £§§k°"zka 20%)
podstawowego 1 WY °

Mieszanina buforu SARS-CoV-2

UM Amp Buffer i barwnika ROX 2 S e =
Mieszar)ina odczynnika SARS-CoV-2 2.9x 1% 875 1008
Amp Primers + IC

taczna objeto$¢ mieszaniny _ 15,00 1728

reakcyjnej
* Uwaga: Dobra¢ objeto$¢ odczynnika SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers

odpowiednio do liczby badanych prébek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetos$¢, aby skompensowac objeto$¢ martwa.

6. Dodac¢ 8 ul wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NEC.

7. Doda¢ 10 ul wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NTC.

8. Dodac¢ 2 pl buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer do kazdego dotka przypisanego do
kontroli NEC i przygotowanych prébek.

9. Dodac¢ 8 ul przygotowanej probki do dotka z buforem SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Wymieszaé, pipetujgc w gore i w doét 5 razy.

10. Dodac 15 pl mieszaniny reakcyjnej przygotowanej w kroku 5 do dotkéw
przeznaczonych na prébki i kontrole (patrz przyktad na Ryc. 3). Wymieszac,
pipetujgc w gore i w dét 5 razy.

11. Dodac 10 pl kontroli SARS-CoV-2 Positive Control do odpowiedniego dotka.
Wymieszaé, pipetujgc w gore i w dot 5 razy.

12. Dobrze zaklei¢ ptytke do reakcji PCR folig, aby zapobiec zanieczyszczeniu
krzyzowemu. Przytozy¢ rownomierny nacisk na catg ptytke, aby dobrze uszczelni¢
wszystkie pojedyncze dofki.

13. Krétko odwirowacé ptytke do reakcji PCR, aby zebra¢ ptyn na dnie dotkéw.

14. Ustawi¢ program reakgciji real-time RT-PCR na tryb reakcji ,Standard 7500” w aparacie
ABI 7500 Fast Dx zgodnie z danymi podanymi w Tabeli 7.

32 artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2022



15.

16.

17.

18.
19.

Uwaga: Po kliknieciu opcji file (Plik) i new (Nowy) sprawdzi¢ czy dla oznaczenia
ustawiono opcje Standard Curve (Absolute Quantitation) (Krzywa wzorcowa
(Bezwzgledne oznaczenie ilosciowe)), a dla trybu reakcji ustawiono opcje

Standard 7500. Wybra¢ FAM, VIC i Cy5 jako barwniki reporterowe, a dla opcji
Quencher (Wygaszacz) ustawi¢ wartos¢ None (Brak). Dane muszg by¢ rejestrowane

z barwnikiem ROX ustawionym jako referencyjny barwnik pasywny.
Uwaga: Dane powinny byc rejestrowane podczas etapu hybrydyzacji/wydtuzania.
Uwaga: Szczegotowe informacje przedstawiono w dokumencie ABI 7500 Fast Dx —

Instrukcja uzycia.

Umiesci¢ ptytke w cyklerze do reakcji real-time (przyktadowy uktad ptytki do reakcji

PCR przedstawiono na Ryc. 3) i uruchomi¢ program wykonywania cykli o parametrach

zgodnych z opisem w Tabeli 7.

Wybra¢ uzywane dotki i zastosowac barwniki reporterowe FAM, VIC i Cy5. Dane
nalezy rejestrowac przy ustawieniu ON (Wt..) dla pasywnego barwnika ROX.

Upewnic sie, ze dla opcji Standard Curve (Krzywa wzorcowa) aparatu ABI 7500
Fast Dx skonfigurowano ustawienie Absolute Quantitation (Bezwzgledne oznaczenie
ilosciowe).

Rozpoczgé reakcje.

Po zakonczeniu cyklu przeanalizowa¢ wyniki (patrz czes¢ Wyniki).
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Tabela 7. Program reakcji SARS-CoV-2 Prep&Amp UM

Kroki Czas Temperatura Liczba cykli Rejestracja
(°C)

Odwrotna transkrypcja 10 min 50 1 Nie
Poczatkowa aktywacja . .
cieplna reakcji PCR 2 £2 { NI
Cykl 2-etapowy

Denaturacja 5s 95 40 Nie

Hybrydyzaqa/wydluzanle 30s 58 FAM, VIC i Cy5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

e

T

sampte 1

sample 2

Sample 3

z|o|n|mlo|o|e|=

Ryc. 3. Przyktadowy uktad ptytki w aparacie ABI 7500 Fast Dx
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Protokot: Przygotowanie probki i detekcja wirusa
SARS-CoV-2 w aparacie CFX96 Dx

Ten protokot jest przeznaczony do przygotowywania probek i detekcji sekwencji docelowych
wirusa SARS-CoV-2 w przechowywanych w podtozu transportowym ludzkich probkach
wymazow z nosa, nosogardzieli i ustnej czesci gardta oraz w czystych probkach sliny przy
uzyciu aparatu CFX96 Dx (Bio-Rad Laboratories Inc., nr kat. 1845097-IVD (modut do
optycznego monitorowania reakcji) oraz 1841000-IVD (modut z termocyklerem))
w potgczeniu z oprogramowaniem CFX Manager Dx Software w wersji 3.1.309001022 lub

wyzszej.
Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury

® Upewni¢ sie, ze nie uplynety terminy waznosci nadrukowane na pudetku i etykietach
wszystkich sktadnikéw zestawu oraz ze przestrzegane sg warunki przechowywania. Nie
nalezy uzywac¢ sktadnikbw z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie
przechowywanych.

® Uzywac skalibrowanego sprzetu konserwowanego zgodnie z harmonogramem.

® Zachowac ostroznos¢, aby nie dopuscic¢ do zanieczyszczenia probek RNazami podczas

eksperymentu. Uzywac sprzetéw z tworzywa sztucznego wolnych od nukleaz.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

® Podczas krokéw przygotowywania prébek i przygotowywania reakcji probki pobrane
z drég oddechowych mogg by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej (15-25°C);
zalecane jest jednak trzymanie probek na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie

chtodzgcym.
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Podczas krokéw przygotowywania prébek i przygotowywania reakgcji probki sliny mogag
by¢ przechowywane na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie chtodzacym; zalecane
jest jednak, aby probki przechowywac¢ w temperaturze pokojowej (15-25°C).

Przed uzyciem pozostawi¢ odczynniki SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2
UM Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, SARS-CoV-2 Positive
Control i wode do stosowania jako NTC do catkowitego rozmrozenia w temperaturze
pokojowej. Do momentu uzycia przechowywac probowki w temperaturze pokojowej
i chronic je przed swiattem.

Przed uzyciem buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer oraz buforu SARS-CoV-2
UM Amp Buffer nalezy kazdy z nich wymieszac w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny
poprzez odwrdcenie probowek 2-3razy (nie wytrzgsac), a nastepnie krotko je
odwirowaé. W przypadku kazdego z pozostatych odczynnikéw jednorodng mieszanine
mozna otrzymaé poprzez pulsacyjne wytrzgsanie przez 3-5 sekund lub poprzez
odwrdcenie probowek 2—3 razy, a nastepnie ich krotkie odwirowanie.

Bufor SARS-CoV-2 UM Prep Buffer powoduje inhibicje obecnych w prébkach klinicznych
RNaz na potrzeby etapu detekcji; nie jest to jednak roztwor inaktywujacy wirusa.
Wszystkie prébki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny.

Upewni¢ sie, ze warunki okreslone dla cykli na platformie do reakcji real-time RT-PCR
sg takie same jak warunki przedstawione w niniejszym protokole.

W celu unikniecia wielu cykli zamrazania-rozmrazania mozna podzieli¢ odczynniki na
porcje.

Przygotowaé $wiezg mieszanine reakcyjng (<2 godz. przed rozpoczeciem reakcji PCR
na ptytce).

W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia prébke i reakcje real-time RT-PCR

nalezy przygotowywaé¢ w odrebnych strefach.
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Procedura:

Przygotowanie préobki: W przypadku probek pobranych z drég oddechowych (wymazy
Z nosa, ustnej czesci gardia i nosogardzieli) nalezy wykonac krok 1. W przypadku
prébek sliny nalezy przejs¢ do kroku 2.
1. Prébki pobrane z drég oddechowych (wymazy z nosa, ustnej czesci gardta
i nosogardzieli):
1a. Energicznie wytrzgsa¢ wymazowke zawierajgcg probke.
1b. Przeniesc¢ porcje probki o objetosci 50-200 pl do wolnych od sktadnikow reakcji
PCR probowek o pojemnosci 1,5 ml.
1c. Przeprowadzi¢ etap podgrzewania w bloku grzewczym w temperaturze 70°C
przez 10 min.
1d. Chtodzi¢ probki na lodzie przez co najmniej 5 min, po czym trzymac probki na
lodzie lub w temperaturze 4°C.
2. Probki sliny:
2a. Uptynnianie (w celu ufatwienia pipetowania): ogrzewac probke $liny w temperaturze
95°C przez 15 minut (objetosé, pojemnik i urzgdzenie do ogrzewania mozna dobra¢
dowolnie).
2b. Uzyskac¢ jednorodng mieszanine z probki, delikatnie pipetujgc w goére i w dot
8-10 razy.
2c. Przeniesc¢ porcje probki o objetosci 50 pl do wolnej od sktadnikéw reakcji PCR
probéwki o pojemnosci 1,5 ml.
2d. Przeprowadzi¢ etap podgrzewania w bloku grzewczym w temperaturze 95°C przez
15 min. Nastepnie pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej na co najmniej
5 min do momentu przeniesienia probki do dotka ptytki lub probéwki w celu
wykonania reakcji PCR.
3. Podczas pierwszego uzycia zestawu uzupeni¢ bufor SARS-CoV-2 UM Amp Buffer
roztworem barwnika ROX Reference Dye.
3a. Dodac 32,8 pl barwnika ROX do 1 proboéwki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
3b. Zamkng¢ wieczko probowki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem
ROX i odwrdci¢ probowke 3 razy.
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3c. Odwirowac¢ probéwke z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem ROX,
aby zebra¢ roztwdér na dnie probowki.
4. W przypadku analizy petnej ptytki w aparacie CFX96 Dx (96 dotkéw) przygotowaé
porcje mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2
Internal Control.
4a. Przenie$¢ wymagang objetos¢é odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli
SARS-CoV-2 Internal Control zgodnie z Tabelg 8 do nowej, wolnej od sktadnikow
reakcji PCR probdéwki o pojemnosci 1,5 ml.

4b. Zamknac¢ wieczko i odwrdci¢ probowke 3 razy lub wytrzgsac probdwke pulsacyjnie
przez 3-5 s.

4c. Odwirowac probowke z odczynnikiem SARS-CoV-2 Amp Primers i kontrolg IC, aby

zebrac roztwér na dnie probdéwki.

Tabela 8. Przygotowanie mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mieszanina odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Liczba reakcji
Objetos¢ (pl)
Stezenie A .
Odczynniki roztworu E(t)?izcet:lvlvi 1 reakcja ?f ::chjlika 20%*)
podstawowego wY: °
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 kopii/ul 10 kopii/pl 1,5 172,8
taczna objeto$¢ mieszaniny
odczynnika SARS-CoV-2 Amp 8,75 1008
Primers + IC

* Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2 Internal Control
odpowiednio do liczby badanych probek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetosé, aby skompensowac objetos¢ martwa.

5. Przygotowa¢ mieszanine reakcyjng zgodnie z Tabelg 9 i doktadnie jg wymieszac,

odwracajgc probowke 3 razy.
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Tabela 9. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Mieszanina reakcyjna do reakcji RT-PCR Liczba reakcji
Objetosc¢ (pl)

*

10.

11.

12.

13.

Stezenie Stezenie 96 reakcji
Odczynniki roztworu € 1 reakcja ol .
koncowe (+ nadwyzka 20%*)
podstawowego
Mieszanina buforu SARS-CoV-2
UM Amp Buffer i barwnika ROX 2 S e e
Mieszar)ina odczynnika SARS-CoV-2 2.9x 1% 875 1008
Amp Primers + IC
taczna objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej - 15,00 1728

Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers
odpowiednio do liczby badanych prébek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetos¢, aby skompensowac objetos¢ martwa.
Dodac 8 pl wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NEC.

Dodac¢ 10 pl wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NTC.

Dodac 2 pl buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer do kazdego dotka przypisanego do
kontroli NEC i przygotowanych prébek.

Dodac 8 pl przygotowanej probki do dotka z buforem SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Wymieszac, pipetujgc w gore i w doét 5 razy.

Dodac¢ 15 pl mieszaniny reakcyjnej przygotowanej w kroku 5 do dotkow
przeznaczonych na prébki i kontrole (patrz przyktad na Ryc. 4). Wymieszac,
pipetujgc w gore i w dét 5 razy.

Dodac¢ 10 pl kontroli SARS-CoV-2 Positive Control do odpowiedniego dotka.
Wymieszaé, pipetujgc w gore i w dot 5 razy.

Dobrze zaklei¢ ptytke do reakcji PCR folig, aby zapobiec zanieczyszczeniu
krzyzowemu. Przytozy¢ rownomierny nacisk na catg ptytke, aby dobrze uszczelnié¢
wszystkie pojedyncze dofki.

Krétko odwirowac ptytke do reakcji PCR, aby zebra¢ ptyn na dnie dotkow.
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14. Przej$¢ do obszaru CFX Manager Dx Software (Oprogramowanie CFX Manager Dx
Software) > Startup Wizard (Kreator uruchamiania) i dla opcji Run type (Typ reakcji)
wybrac warto$¢ User defined (Definiowany przez uzytkownika).

15. Karta Protocol (Protokdt): Ustawi¢ program reakgji real-time RT-PCR dla reakgji
0 objetosci 25 pl zgodnie z danymi podanymi w Tabeli 10.

Uwaga: W oknie Protocol Editor (Edytor protokotow) klikngé przycisk Step Options
(Opcje krokéw) w celu ustawienia tempa zmiany o wartosci 1,6°C/s w kazdym
z 4 krokoéw programu reakcji RT-PCR.

Uwaga: Dane powinny by¢ rejestrowane podczas etapu hybrydyzacji/wydtuzania.

Uwaga: Szczegotowe informacje przedstawiono w dokumencie CFX96 Dx —

Instrukcja uzycia.

16. Karta Plate (Ptytka): Wybra¢ uzywane dotki i zastosowa¢ barwniki reporterowe FAM,
HEX i Cy5.

17. Umiesci¢ ptytke w cyklerze do reakcji real-time (przyktadowy uktad ptytki do reakcji
PCR przedstawiono na Ryc. 4).

18. Karta Start Run (Rozpoczynanie reakgciji): klikng¢ przycisk Start the run (Rozpocznij
reakcje), aby rozpocza¢ reakcje.

19. Po zakonczeniu reakcji przeanalizowac¢ wyniki (patrz czes¢ Wyniki).
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Tabela 10. Program reakcji SARS-CoV-2 Prep&Amp UM wykonywanej w aparacie CFX96 Dx

Kroki Czas Temperatura Tempo Liczba Rejestracja
(°C) zmiany powtorzen
(°C/sekunde)
1. Odwrotna transkrypcja 10 min 50 1,6 1 Nie
2.  Poczatkowa aktywacja cieplna f 1,6 .
reakcji PCR 2 min 95 1 Nie
Cykl 2-etapowy 39*

Denaturacja 5s 95 1,6 1 Nie

Hybrydyzacja/wydtuzanie 30s 58 16 1 FAM, HEX
i Cy5

*

nalezy ustawi¢ 39 powtorzen (krok 5 ,GOTO” (Przejdz do) w oprogramowaniu).

Aparat CFX pracuje na zasadzie wykonywania powtérzen. Aby program wykonat 40 cykli, dla cyklu 2-etapowego

zlo|n|mlo|o|o|>
§
3

Ryc. 4. Przyktadowy uktad ptytki w aparacie CFX96 Dx
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Protokot: Przygotowanie probki i detekcja wirusa
SARS-CoV-2 w aparacie cobas z 480

Ten protokot okresla sposob przygotowania prébek i reakcji real-time RT-PCR w celu
detekcji docelowych sekwencji wirusa SARS-CoV-2 w przechowywanych w podtozu
transportowym ludzkich probkach wymazéw z nosa, nosogardzieli lub ustnej czesci gardta
oraz w czystych probkach $liny przy uzyciu aparatu cobas z 480 w potgczeniu
z oprogramowaniem LightCycler 480 SW UDF w wers;ji 2.0.0 (lub wyzszej).

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury.

® Upewni¢ sie, ze nie uplynety terminy waznosci nadrukowane na pudetku i etykietach
wszystkich sktadnikéw zestawu oraz ze przestrzegane sg warunki przechowywania. Nie
nalezy uzywac¢ sktadnikbw z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie
przechowywanych.
Uzywac skalibrowanego sprzetu konserwowanego zgodnie z harmonogramem.

® Zachowac ostroznos¢, aby nie dopuscic¢ do zanieczyszczenia probek RNazami podczas

eksperymentu. Uzywac sprzetéw z tworzywa sztucznego wolnych od nukleaz.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury.

® Podczas krokéw przygotowywania prébek i przygotowywania reakcji prébki pobrane
z drég oddechowych mogg byé przechowywane w temperaturze pokojowej; zalecane
jest jednak trzymanie probek na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie chtodzgcym.

® Podczas krokow przygotowywania probek i przygotowywania reakcji probki $liny mogag
by¢ przechowywane na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie chtodzgcym; zalecane
jest jednak, aby probki przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C).

® Przed uzyciem pozostawi¢ odczynniki SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, SARS-CoV-2 Positive Control i wode
do stosowania jako NTC do catkowitego rozmrozenia w temperaturze pokojowej (15-25°C).
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Do momentu uzycia przechowywaé probowki w temperaturze pokojowej i chroni¢ je przed
Swiattem.

® Przed uzyciem buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer oraz buforu SARS-CoV-2
UM Amp Buffer nalezy kazdy z nich wymieszac w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny
poprzez odwrdcenie probowek 2-3razy (nie wytrzasac), a nastepnie krotko je
odwirowaé. W przypadku kazdego z pozostatych odczynnikéw jednorodng mieszanine
mozna otrzymaé poprzez pulsacyjne wytrzgsanie przez 3-5 sekund lub poprzez
odwrdcenie probowek 2—3 razy, a nastepnie ich krotkie odwirowanie.

e Bufor SARS-CoV-2 UM Prep Buffer powoduje inhibicje obecnych w prébkach klinicznych
RNaz na potrzeby etapu detekcji; nie jest to jednak roztwor inaktywujacy wirusa.
Wszystkie prébki nalezy traktowac jako materiat potencjalnie zakazny.

® Upewni¢ sie, ze warunki okreslone dla cykli na platformie do reakcji real-time RT-PCR
sg takie same jak warunki przedstawione w niniejszym protokole.

® W celu unikniecia wielu cykli zamrazania-rozmrazania mozna podzieli¢ odczynniki na
porcje.

® Przygotowa¢ $wiezg mieszanine reakcyjng (<2 godz. przed rozpoczeciem reakcji
real-time RT-PCR na ptytce).

® W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia probke i reakcje real-time RT-PCR

nalezy przygotowywaé¢ w odrebnych strefach.

Procedura:
Przygotowanie prébki: W przypadku probek pobranych z drég oddechowych (wymazy
Z nosa, ustnej czesci gardia i nosogardzieli) nalezy wykonac krok 1. W przypadku
prébek sliny nalezy przejs¢ do kroku 2.

1. Prébki pobrane z drég oddechowych (wymazy z nosa, ustnej czesci gardta
i nosogardzieli):
1a. Energicznie wytrzgsa¢ wymazowke zawierajgcg probke.
1b. Przeniesc¢ porcje probki o objetosci 50-200 pl do wolnych od sktadnikow reakcji
PCR probowek o pojemnosci 1,5 ml.
1c. Przeprowadzi¢ etap podgrzewania w bloku grzewczym w temperaturze 70°C

przez 10 min.
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1d. Chtodzi¢ probki na lodzie przez co najmniej 5 min, po czym trzymac probki na
lodzie lub w temperaturze 4°C.

Probki $liny:

2a. Uptynnianie (w celu utatwienia pipetowania): ogrzewac prébke sliny w
temperaturze 95°C przez 15 minut (objetos¢, pojemnik i urzadzenie do
ogrzewania mozna dobra¢ dowolnie).

2b. Uzyskac¢ jednorodng mieszanine z probki, delikatnie pipetujgc w goére i w dot
8-10 razy.

2c. Przeniesc¢ porcje probki o objetosci 50 pl do wolnej od sktadnikéw reakcji PCR
probowki o pojemnosci 1,5 ml.

2d. Wykonac¢ etap ogrzewania w temperaturze 95°C przez 15 minut w bloku

grzewczym, nastepnie pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej na co
najmniej 5 min do momentu przeniesienia probki do dotka ptytki lub probowki

w celu wykonania reakcji PCR.

Podczas pierwszego uzycia zestawu uzupetni¢ bufor SARS-CoV-2 UM Amp Buffer

roztworem barwnika ROX Reference Dye.

3a.
3b.

3c.

Dodac 32,8 pl barwnika ROX do 1 probéwki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
Zamkna¢ wieczko probowki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem
ROX i odwrdci¢ probowke 3 razy.

Odwirowa¢ probdéwke z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem ROX,
aby zebrac¢ roztwdr na dnie probowki.

W przypadku analizy petnej ptytki w aparacie cobas z 480 (96 dotkdw) przygotowac

porcje mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2

Internal Control.

4a.

4b.

4c.

Przenies¢ wymagang objetos¢ odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli
SARS-CoV-2 Internal Control zgodnie z Tabelg 11 do nowej, wolnej od
sktadnikdw reakcji PCR probdwki o pojemnosci 1,5 ml.

Zamkng¢ wieczko i odwrdécic¢ probowke 3 razy lub wytrzgsac probowke
pulsacyjnie przez 3-5 s.

Odwirowac proboéwke z odczynnikiem SARS-CoV-2 Amp Primers i kontrolg IC,
aby zebrac¢ roztwdr na dnie probowki.
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Tabela 11. Przygotowanie mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mieszanina odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Liczba reakcji
Objetos¢ (ul)

Stezenie Stezenie 96 reakcji
Odczynniki roztworu Kohcowe 1 reakcja (+ nadwyzka 20%)
podstawowego wy °
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 kopii/ul 10 kopii/pl 1,5 172,8
taczna objeto$¢ mieszaniny
odczynnika SARS-CoV-2 8,75 1008

Amp Primers + IC

* Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2 Internal Control
odpowiednio do liczby badanych probek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetosé, aby skompensowac objetos¢ martwa.

5. Przygotowac¢ mieszanine reakcyjng zgodnie z Tabelg 12 i doktadnie jg wymieszac,

odwracajgc probowke 3 razy.

Tabela 12. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Mieszanina reakcyjna do reakcji RT-PCR Liczba reakcji
Objetosc (pl)
Stezenie - .

Odczynniki roztworu Stgzeme 1 reakcja 96 re'akcu o %

koncowe (+ nadwyzka 20%*)
podstawowego

Mieszanina buforu SARS-CoV-2

UM Amp Buffer i barwnika ROX g iz 0:25 72

Mieszar_wina odczynnika SARS-CoV-2 2.9x 1% 875 1008

Amp Primers + IC

taczna objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej - 15,00 1728

* Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers
odpowiednio do liczby badanych probek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetosé, aby skompensowac objetos¢ martwa.

6. Dodac 8 pl wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NEC.
7. Doda¢ 10 ul wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NTC.

8. Dodac¢ 2 pl buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer do kazdego dotka przypisanego do
kontroli NEC i przygotowanych probek.
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Dodac 8 pl przygotowanej probki do dotka z buforem SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Wymieszaé, pipetujgc w gore i w doét 5 razy.

Dodac¢ 15 pl mieszaniny reakcyjnej przygotowanej w kroku 5 do dotkéw
przeznaczonych na prébki i kontrole (patrz przyktad na Ryc. 5). Wymieszag, pipetujgc
w goére i w dot 5 razy.

Dodac 10 pl kontroli SARS-CoV-2 Positive Control do odpowiedniego dotka. Wymieszac,
pipetujgc w goére i w dot 5 razy.

Dobrze zaklei¢ ptytke do reakcji PCR folig, aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.
Przytozy¢ réwnomierny nacisk na catg ptytke, aby dobrze uszczelni¢ wszystkie
pojedyncze dotki.

Krotko odwirowac¢ ptytke do reakcji PCR, aby zebrac ptyn na dnie dotkdw.
Pierwsze uzycie: W oprogramowaniu Light Cycler 480 SW UDF w wersji 2.0.0 klikng¢

opcje Open tools (Otworz narzedzia), a nastepnie wybra¢ opcje Detection formats
(Formaty detekciji) w celu ustawienia nastepujgcych kombinacji wzbudzenie-emisja: 465-
510 (FAM), 540-580 (HEX) i 610-670 (ATTOB47N).

Ustawi¢ program reakcji real-time RT-PCR dla reakcji o objetosci 25 pl zgodnie z danymi
podanymi w Tabeli 13.

Uwaga: U gory strony wybra¢ opcje Detection format (Format detekcji), a nastepnie
wybra¢ format detekcji utworzony w kroku 14.

Uwaga: Ustawi¢ niestandardowg warto$¢ tempa zmiany wynoszaca 1,6°C/sekunde
w kazdym z 5 krokéw programu reakgji real-time RT-PCR.

Uwaga: Dane powinny by¢ rejestrowane podczas etapu hybrydyzacji/wydtuzania.

Uwaga: Szczegdtowe informacje przedstawiono w dokumencie cobas z 480 —

Instrukcja uzycia.

Umiesci¢ ptytke w cyklerze do reakcji real-time (przyktadowy ukfad ptytki do reakcji PCR
przedstawiono na Ryc. 5).

Rozpoczgé reakcje.

Po zakonczeniu reakcji przeanalizowac¢ wyniki (patrz czes¢ Wyniki).
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Tabela 13. Program reakcji SARS-CoV-2 Prep&Amp UM wykonywanej w aparacie cobas z 480

Kroki Czas Temperatura Tempo Liczba cykli Tryb analizy
(°C) zmiany
(°C/sekunde)

Odwrotna transkrypcja 10 min 50 1,6 1 Brak

Poczatkowa aktywacja . 1,6 Brak

cieplna reakcji PCR Bl £ {

Cykl 2-etapowy 40 llosciowa
Denaturacja 5s 95 1.6 Brak
Hybrydyzacja/wydtuzanie 30s 58 1,6 Pojedyncza

Chiodzenie 1 min 37 1,6 1 Brak

1 2 3 4 13 7 8 9 10 11 12

A 7

5 I

C NEC

D Sample 1

E Sample 2

F Sample 3

G

H

Ryc. 5. Przyktadowy uktad ptytki w aparacie cobas z 480
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Protokot: Przygotowanie probki i detekcja wirusa
SARS-CoV-2 w aparacie QuantStudio 5 Dx

Ten protokot jest przeznaczony do przygotowywania probek i detekcji docelowych sekwencji
wirusa SARS-CoV-2 w przechowywanych w podtozu transportowym ludzkich probkach
wymazow z nosa, nosogardzieli lub ustnej czesci gardta oraz w czystych prébkach sliny przy
uzyciu aparatu QuantStudio 5 Dx przeznaczonego do przeprowadzania reakcji real-time
RT-PCR.

Wazne informacje przed rozpoczeciem procedury.

® Upewni¢ sie, ze nie uplynety terminy waznosci nadrukowane na pudetku i etykietach
wszystkich sktadnikéw zestawu oraz ze przestrzegane sg warunki przechowywania. Nie
nalezy uzywac¢ sktadnikbw z przekroczonym terminem waznosci ani niewtasciwie
przechowywanych.
Uzywac skalibrowanego sprzetu konserwowanego zgodnie z harmonogramem.

® Zachowac ostroznos¢, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia probek RNazami podczas
eksperymentu. Uzywac sprzetéw z tworzywa sztucznego wolnych od nukleaz.

® W przypadku korzystania z aparatu QuantStudio 5 Dx przed pierwszym uzyciem do

probowki z mieszaning Master Mix nalezy doda¢ barwnik ROX.

Czynnosci do wykonania przed rozpoczeciem procedury

® Podczas krokéw przygotowywania prébek i przygotowywania reakcji prébki pobrane
z drég oddechowych mogg byé przechowywane w temperaturze pokojowej; zalecane
jest jednak trzymanie probek na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie chtodzgcym.

® Podczas krokow przygotowywania probek i przygotowywania reakcji probki sliny mogag
by¢ przechowywane na lodzie lub w temperaturze 4°C na statywie chtodzgcym; zalecane
jest jednak, aby prébki przechowywaé w temperaturze pokojowej (15-25°C).

® W przypadku korzystania z aparatu QuantStudio 5 nalezy uzywa¢ barwnika ROX.
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® Przed uzyciem pozostawi¢ odczynniki SARS-CoV-2 UM Prep Buffer, SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer, SARS-CoV-2 Amp Primers, SARS-CoV-2 IC, SARS-CoV-2 Positive Control
i wode do stosowania jako NTC do catkowitego rozmrozenia w temperaturze 15-25°C.
Do momentu uzycia przechowywaé probéwki w temperaturze pokojowej i chroni¢ je
przed Swiattem.

® Przed uzyciem buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer oraz buforu SARS-CoV-2 UM Amp
Buffer nalezy kazdy z nich wymieszac w celu uzyskania jednorodnej mieszaniny poprzez
odwrdécenie probowek 2-3 razy (nie wytrzgsac), a nastepnie krotko je odwirowac.
W przypadku kazdego z pozostatych odczynnikow jednorodng mieszaning mozna
otrzymaé poprzez pulsacyjne wytrzgsanie przez 3—-5 sekund lub poprzez odwrdcenie
probowek 2—3 razy, a nastepnie ich krétkie odwirowanie.

o Bufor SARS-CoV-2 UM Prep Buffer powoduje inhibicje obecnych w prébkach klinicznych
RNaz na potrzeby etapu detekcji; nie jest to jednak roztwor inaktywujgcy wirusa.
Wszystkie probki nalezy traktowaé jako materiat potencjalnie zakazny.

® Upewni¢ sie, ze warunki okreslone dla cykli na platformie do reakcji real-time RT-PCR
sg takie same jak warunki przedstawione w niniejszym protokole.

® W celu unikniecia wielu cykli zamrazania-rozmrazania mozna podzieli¢ odczynniki na
porcje.

® Przygotowa¢ Swiezg mieszanine reakcyjng (<2 godz. przed rozpoczeciem reakcji
real-time RT-PCR na ptytce).

® W celu zminimalizowania ryzyka zanieczyszczenia probke i reakcje real-time RT-PCR

nalezy przygotowywaé w odrebnych strefach.
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Procedura

50

Przygotowanie préobki: W przypadku probek pobranych z drég oddechowych (wymazy

Z nosa, ustnej czesci gardfa i nosogardzieli) nalezy wykonac krok 1. W przypadku

prébek sliny nalezy przej$¢ do kroku 2.

Prébki pobrane z drég oddechowych (wymazy z nosa, ustnej czesci gardta

i nosogardzieli):

1a.
1b.

Energicznie wytrzgsa¢ wymazéwke zawierajgcg probke.
Przenies¢ porcje probki o objetosci 50-200 pl do wolnych od sktadnikéow reakcji

PCR probowek o pojemnosci 1,5 ml.

1c. Przeprowadzi¢ etap podgrzewania w bloku grzewczym w temperaturze 70°C przez
10 min.

1d. Chtodzi¢ probki na lodzie przez co najmniej 5 min, po czym trzymac prébki na lodzie
lub w temperaturze 4°C.

Prébki sliny:

2a. Uptynnianie (w celu utatwienia pipetowania): ogrzewac probke sliny w temperaturze
95°C przez 15 minut (objetos¢, pojemnik i urzadzenie do ogrzewania mozna dobra¢
dowolnie).

2b. Uzyskac¢ jednorodng mieszaning z prébki, delikatnie pipetujagc w gore i w dot
8-10 razy.

2c. Przenie$¢ porcje probki o objetosci 50 ul do wolnej od skfadnikéw reakcji PCR
probowki o pojemnosci 1,5 ml.

2d. Wykona¢ etap ogrzewania w temperaturze 95°C przez 15 minut w bloku

grzewczym, nastepnie pozostawi¢ probke w temperaturze pokojowej na co
najmniej 5 min do momentu przeniesienia prébki do dotka ptytki lub probdwki w celu

wykonania reakcji PCR.

Podczas pierwszego uzycia zestawu uzupetni¢ bufor SARS-CoV-2 UM Amp Buffer

roztworem barwnika ROX Reference Dye.

3a.
3b.

Doda¢ 32,8 pl barwnika ROX do proboéwki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer.
Zamkng¢ wieczko probowki z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem
ROX i odwréci¢ probowke 3 razy.
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3c. Odwirowac probéwke z buforem SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i barwnikiem ROX,
aby zebra¢ roztwdr na dnie probowki.
4. W przypadku analizy petnej ptytki w aparacie QuantStudio 5 Dx (96 dotkéw)
przygotowaé porcje mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli
SARS-CoV-2 Internal Control.

4a. Przenie$¢ wymagang objetos¢ odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli
SARS-CoV-2 Internal Control zgodnie z Tabelg 14 do nowej, wolnej od sktadnikéw
reakcji PCR probowki o pojemnosci 1,5 ml.

4b. Zamkng¢ wieczko i odwrdci¢ probéwke 3 razy lub wytrzgsac probowke pulsacyjnie
przez 3-5 s.

4c. Odwirowac probéwke z odczynnikiem SARS-CoV-2 Amp Primers i kontrolg IC, aby

zebrac roztwér na dnie probdéwki.

Tabela 14. Przygotowanie mieszaniny odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC

Mieszanina odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers + IC Liczba reakcji
Objetosc (pl)
Stezenie I ..
- Stezenie . 96 reakcji
Odczynniki roztworu Kohcowe 1 reakcja (+ nadwyzka 20%)
podstawowego
SARS-CoV-2 Amp Primers 3,45x 1x 7,25 835,2
SARS-CoV-2 Internal Control 166,67 kopii/ul 10 kopii/pl 1,5 172,8
taczna objeto$¢ mieszaniny
odczynnika SARS-CoV-2 Amp 8,75 1008
Primers + IC

* Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers i kontroli SARS-CoV-2 Internal Control
odpowiednio do liczby badanych prébek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetos$¢, aby skompensowac objeto$¢ martwa.

5. Przygotowac¢ mieszanine reakcyjng zgodnie z Tabelg 15 i doktadnie jg wymieszac,

odwracajgc probowke 3 razy.
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Tabela 15. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej

Mieszanina reakcyjna do reakcji RT-PCR Liczba reakcji
Objetos¢ (pl)

Stezenie Stezenie 96 reakcji

Odczynniki roztworu Kohcowe 1 reakcja (+ nadwyzka 20%)

podstawowego wy °
Mieszanina buforu SARS-CoV-2 UM
Amp Buffer i barwnika ROX 2 S e e
Mieszar)ina odczynnika SARS-CoV-2 2.9x 1% 875 1008
Amp Primers + IC
taczna objeto$¢ mieszaniny _ 15,00 1728

reakcyjnej

* Uwaga: Dobra¢ objetosci odczynnika SARS-CoV-2 UM Amp Buffer i odczynnika SARS-CoV-2 Amp Primers
odpowiednio do liczby badanych prébek. Uwzgledni¢ dodatkowg objetos$¢, aby skompensowac objeto$¢ martwa.

6. Dodac 8 pl wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NEC.
7. Doda¢ 10 pl wody wolnej od nukleaz do dotka przypisanego do kontroli NTC.
8. Dodac¢ 2 ul buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer do kazdego dotka przypisanego do
kontroli NEC i przygotowanych probek.
9. Dodac¢ 8 ul przygotowanej prébki do dotka z buforem SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Wymieszadé, pipetujgc w gore i w dot 5 razy.
10. Doda¢ 15 pl mieszaniny reakcyjnej przygotowanej w kroku 5 do dotkéw
przeznaczonych na probki i kontrole (patrz przyktad na Ryc. 6). Wymiesza¢, pipetujac
w goére i w dot 5 razy.
11. Dodac¢ 10 pl kontroli SARS-CoV-2 Positive Control do odpowiedniego dotka.
Wymieszaé, pipetujgc w gore i w dot 5 razy.
12. Dobrze zaklei¢ ptytke do reakcji PCR folig, aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu.
Przytozy¢é réwnomierny nacisk na catg plytke, aby dobrze uszczelni¢ wszystkie
pojedyncze dotki.

13. Krotko odwirowac ptytke do reakcji PCR, aby zebrac¢ ptyn na dnie dotkow.
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14.

15.

16.

17.
18.

Pierwsze uzycie: Przed rozpoczeciem reakcji w oprogramowaniu QuantStudio 5 Dx IVD
nalezy najpierw wygenerowac szablon w oprogramowaniu QuantStudio 5 Dx TD w wersji
1.0.1 lub wyzszej, a nastgpnie go opublikowac. Nalezy odpowiednio ustawi¢ szablon:
Uwaga: Na karcie Properties (Wtasciwosci) dla opcji Experiment type

(Typ eksperymentu) ustawi¢ wartos¢ Standard Curve (Krzywa wzorcowa), natomiast
dla opcji Run mode (Tryb reakcji) ustawi¢ wartos¢ Standard (Standardowy).

Uwaga: Na karcie Method (Metoda) ustawi¢ program reakc;ji real-time RT-PCR dla
reakcji o objetosci 25 pl (Tabela 16).

Uwaga: Dane powinny by¢ rejestrowane podczas etapu hybrydyzacji/wydtuzania.
Uwaga: Na karcie Plate (Plytka) jako pasywny barwnik referencyjny (opcja Passive
Reference (Pasywny referencyjny)) wybra¢ barwnik ROX i ustawi¢ barwniki FAM, VIC

i Cy5 jako warto$ci dla opcji Targets (Barwniki docelowe) bez wygaszacza (dla opcji

Quencher (Wygaszacz) nalezy zatem ustawi¢ wartos¢ None (Brak)).

Uwaga: Szczegotowe informacje przedstawiono w dokumencie QuantStudio 5 Dx —

Instrukcja uzycia.

W oprogramowaniu QuantStudio 5 Dx IVD Software zatadowa¢ szablon utworzony
w kroku 14. Wybra¢ uzywane dotki i zastosowac dla nich barwniki docelowe FAM,
VIC i Cy5.

Umiesci¢ ptytke w cyklerze do reakcji real-time (przyktadowy uktad ptytki do reakcji
PCR przedstawiono na Ryc. 6).

Rozpoczaé reakcje.

Po zakonczeniu reakcji przeanalizowac¢ wyniki (patrz cze$¢ Wyniki).
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Tabela 16. Program reakcji SARS-CoV-2 Prep&Amp UM wykonywanej w aparacie QuantStudio 5 Dx

Etap Krok Czas Temperatura Liczba Rejestracja
(°C) cykli
Wstrzymanie 1. Odwrotna transkrypcja 10 min 50 1 Nie
2. Poczatkowa aktywacja . 1 .
cieplna reakcji PCR 2 min 95 Nie
PCR Cykl 2-etapowy 40

Denaturacja 5s 95 1 Nie

Hybrydyzacja/wydtuzanie 30s 58 1 FAM, VIC i Cy5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Sample 1

Sample 2

Sample 3

z|o|n|m|o|o|o|=

Ryc. 6. Przyktadowy uktad ptytki w aparacie QuantStudio 5 Dx
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Wyniki

Analiza wykonywana w aparacie RGQ MDx 5plex HRM

W przypadku aparatu RGQ MDx 5plex HRM dane sg analizowane przy uzyciu
oprogramowania Rotor-Gene Q w wersji 2.3.1 (lub wyZzszej) zgodnie z instrukcjami producenta
(Podrecznik uzytkownika aparatu Rotor-Gene Q MDx, wersja 7, wrzesien 2018 r.).

W przypadku analizy danych nalezy zastosowac opcje przycinania cykli (Ryc. 7): Otworzy¢
nieprzetworzony kanat Cycling A.Green. Wybrac¢ opcje Options (Opcje) > Crop Start
Cycles (Przytnij cykle poczatkowe), a nastepnie w oknie dialogowym wprowadzi¢ wartos¢ 5.
Zostanie wygenerowany nowy kanat o nazwie Cycling A(from 5).Green. W ten sam sposéb
nalezy ustawi¢ wartosci dla nieprzetworzonych kanatéw Red i Yellow, aby wygenerowaé
kanaty Cycling A(from 5).Red i Cycling A(from 5).Yellow.

* % Rotor-Gene Q Series Software VIRTUAL MODE - 20210617_LoD-LoB_Run12_R00_RGQ_RD12-035_CLM (1)
File Analysis Run Gain View Window Help

ZeEdHPNNE

New Open Save | Start Pause Siop

vee & @ W B W W

Seftings Progress Profile  Temp. Samples Analysis Reports Anange

JCha-mals 7 Cycling AGreen # Cycling A¥ellow 7 Cycling ARed # Cycling A(from 5).Green &7 Cycling A(from 5).Vellow 7 €

-
100

80

2

Fluorescence

5

20

0

égj 5 10 15 20 b=

Cycle

st Scal... | Auto-Goale| Detaul Seale| Dpt—--"
Normalise to Cycling A Vellow

Normalise to Cycling ARed

Normalise to Cycling A(from 5).Green
Nermalise to Cycling A(from 5).¥ellow
Normalise to Cycling A(from 5).Red

Crop end cycles

Ryc. 7. Zrzut ekranu przedstawiajacy ustawienie opcji przycinania cykli w przypadku analizy wykonywanej
w aparacie RGQ MDx 5plex HRM.
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Otworzy¢ menu analizy (Ryc. 8) i dla kazdego wygenerowanego kanatu Cycling A(from 5)
zastosowac nastepujgce parametry analizy w celu zachowania spéjnosci pomiedzy réznymi
analizami (Tabela 17).

Tabela 17. Parametry analizy w przypadku aparatu RGQ MDx 5plex HRM

Kanaty Green Red Yellow

Warto$¢ progowa 0,03 0,03 0,03

fluorescenciji

Korekcja nachylenia Tak Tak Tak

Probéwka dynamiczna Tak Tak Tak

Punkt wejécia w faze Nie 10-20 10-20

wzrostu logarytmicznego

Usuwanie wartosci Tak Nie Tak

odstajgcych: Wt. 0% Wh. -85%

Prog wydajnosci reakc;ji

Usuwanie cykli 5 5 5

poczatkowych

Cykle graniczne Warto$¢ Ct >38,00 jest Nie Wartoé¢ Ct >35,00 jest
uznawana uznawana

za réowng 40,00 za réowng 40,00

W oprogramowaniu RGQ wyniki reakcji sg dostepne w siatce wynikow ilosciowych otwartej
podczas analizy. Dane mozna wyeksportowa¢ w formacie .csv (wartosci rozdzielane
przecinkami): w oknie dialogowym RGQ Software (Oprogramowanie RGQ) wybra¢ opcje
File (Plik) > Save as (Zapisz jako) > Excel analysis sheet (Arkusz Excel do analizy). Przed
wyeksportowaniem wynikéw upewni¢ sie, ze wybrano wszystkie probki (Ryc. 8).
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Shaw | Hide ||
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Ryc. 8. Zrzut ekranu przedstawiajacy kanaty wybrane do zastosowania parametréow analizy
i wyeksportowania wynikéw (analiza wykonywana w aparacie RGQ MDx 5plex HRM).

Analiza wykonywana w aparacie ABI 7500 Fast Dx

W przypadku aparatu ABI 7500 Fast Dx dane sg analizowane przy uzyciu oprogramowania
7500 Fast System Software w wersji 1.4.1 (lub wyzszej) zgodnie z instrukcjami producenta.
Na karcie Setup (Konfiguracja) wybra¢ grupe dotkdw przeznaczonych do analizy lub analize
catej ptytki, a nastepnie klikngé prawym przyciskiem, aby otworzy¢ okna kontrolera dotkéw.
Nalezy wybra¢ 3 fluorofory (FAM, VIC i Cy5) i okreslic¢ barwnik ROX jako referencyjny
barwnik pasywny (opcja Passive reference (Referencyjny pasywny)). W celu zapewnienia
spojnosci miedzy réznymi analizami nalezy uwzgledni¢ okreslone ponizej parametry
(Tabela 18).

Tabela 18. Parametry analizy w przypadku aparatu ABI 7500 Fast Dx

Kanaty FAM Cy5 vic
Barwnik pasywny ROX ROX ROX
Warto$¢ progowa fluorescencji 0,13 0,025 0,05
Ustawienie linii odniesienia Auto Auto Auto
Cykle graniczne Wartosé Ct >39,00 jest Nie Wartos¢ Ct >35,00 jest

uznawana za réwng 40,00 uznawana za réwna 40,00
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W oprogramowaniu ABI SDS wartosci Ct dla wybranej grupy dotkéw lub catej ptytki sg
dostepne w arkuszu data (Dane) w gtéwnej czesci obszaru Results (Wyniki). Dane mozna
wyeksportowa¢ w formacie .csv (wartosci rozdzielane przecinkami): W oknie
oprogramowania SDS wybra¢ opcje File (Plik) > Export (Eksportuj) > Results (Wyniki)

(mozna réwniez wybra¢ pozycje menu Ct). Wybra¢ format eksportowanego pliku jako .csv.

Analiza wykonywana w aparacie CFX96 Dx

W przypadku aparatu CFX96 Dx dane sg analizowane przy uzyciu oprogramowania
CFX Manager Dx Software w wersji 3.1.3090.1022 (lub wyzszej) zgodnie z instrukcjami
producenta. Dla wszystkich dotkéw uzywanych w eksperymencie nalezy wybra¢ barwniki
FAM, HEX i Cy5. W celu zapewnienia spojnosci miedzy réznymi analizami nalezy
uwzgledni¢ okreslone ponizej parametry (Tabela 19).

Tabela 19. Parametry analizy wykonywanej w aparacie CFX96 Dx
Kanaty FAM HEX Cy5

Tryb okreslania wartosci Cq: Tak Tak Tak
jedna warto$¢ progowa

Ustawianie linii odniesienia:
* dopasowanie krzywej po odjeciu Tak Tak Tak

linii odniesienia Tak Tak Tak
e korekta przesuniecia fluorescenc;ji

Warto$¢ progowa (RFU) 250 300 100
Cykle graniczne Wartos¢ Ct >39,00 Wartos¢ Ct >35,00 Nie
jest uznawana za jest uznawana za
réwng 40,00 réwng 40,00

W oprogramowaniu CFX manager Dx Software wartosci Ct (nazywane w oprogramowaniu
wartosciami Cq) dla wybranej grupy dotkéw lub catej ptytki sg dostepne w arkuszu danych
w obszarze Quantification Data (Dane ilosciowe). Dane mozna wyeksportowac¢ w formacie
.csv (wartosci rozdzielane przecinkami) poprzez wybranie kolejno opcji Export (Eksportuj)
> Custom Export (Eksport niestandardowy) i ustawienie parametrow zgodnie z Ryc. 9.

58 artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2022



Export Format: | CSV (*.csv) S

Data to Export
[ Include Run Information Header

%
5

Quantity Standard Deviation
Curve
Melt Temperature
Melt Peak Height
Mekt Peak Begin Temperature
[] Mek Peak End Temperature
End Point

] End Point Call ‘
] End RFU

000 & [O00RK € [OORORRKR
£
g

| Setas Defaut Configuation

ot D[]

Ryc. 9. Parametry pliku danych surowych w aparacie CFX96 Dx
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Analiza wykonywana w aparacie cobas z 480

W przypadku aparatu cobas z 480 dane sg analizowane przy uzyciu oprogramowania
LightCycler 480 SW UDF w wersiji 2.0.0 (lub wyzszej) zgodnie z instrukcjami producenta.
Nalezy utworzy¢ podzbidr probek wytacznie z dotkami uzywanymi w eksperymencie. Dla
poszczegdlnych kanatéw nalezy utworzyé strone analizy Abs Quant/Fit Points
(Bezwzgledne oznaczenie ilosciowe/Punkty dopasowania) i ustawi¢ dla nich ponizsze

parametry, aby zachowa¢ spdjnos¢ miedzy réznymi eksperymentami (Tabela 20).

Tabela 20. Parametry analizy wykonywanej w aparacie cobas z 480

Kanaty FAM (465-510) HEX (540-580) ATTOG647N (610-670)
Karta Cycle range
(Zakres cyklu) 1-40 1-40 6-40
o Pierwszy—ostatni cykl
e Tio 5/10 5/10 6/11
Karta Noise band (Pasmo
szumu) Mnoznik STD Mnoznik STD Mnoznik STD
e Metoda
e Warto$¢ mnoznika 50 40 25
STD
Karta Analysis (Analiza) 2 2 2
e Punkty dopasowania
e Metoda wyznaczania Auto Auto Auto
wartosci progowej
Cykl graniczny Wartos$¢ Ct >39,00 jest Warto$¢ Ct >35,00 jest Nie

uznawana za réwng 40,00 uznawana za réwng 40,00
W oprogramowaniu LightCycler 480 SW UDF w wersji 2.0.0 (lub wyzszej) wartosci Ct
(nazywane w oprogramowaniu wartosciami Cp) wybranej grupy dotkéw lub catej ptytki sg
dostepne w obszarze analysis (Analiza) (Ryc. 10). Dane dla poszczegdélnych kanatéw moga
by¢ eksportowane w formacie pliku tekstowego (.txt). Prawym przyciskiem nalezy klikng¢
tabele wynikow i wybra¢ opcje Export table (Eksportuj tabele).
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Analysis 25,306
| e 3|

Report

Export lable

Caboulate

M Perning 3040772021 1411
A Warnang  sufonfaiEl dasl

The supplied paasword 40231 NOT

Ryc. 10. Zrzut ekranu przedstawiajacy dane eksportowane w oprogramowaniu LightCycler 480 SW UDF
w wersji 2.0.0 (lub wyzszej).
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Analiza wykonywana w aparacie QuantStudio 5 Dx

W przypadku aparatu QuantStudio 5 Dx dane sg analizowane przy uzyciu oprogramowania

QuantStudio 5 Dx IVD Software w wersji 1.0.1 (lub wyzszej) zgodnie z instrukcjami

producenta. W oknie Assign Targets and Samples (Przypisywanie barwnikéw docelowych

i probek) dla wszystkich dotkéw uzywanych w eksperymencie nalezy wybra¢ 3 fluorofory

(FAM, VIC i Cy5) i okresli¢ barwnik ROX jako referencyjny barwnik pasywny (opcja Passive

reference (Referencyjny pasywny)). W celu zapewnienia spojnosci miedzy roznymi

analizami nalezy uwzgledni¢ okreslone ponizej parametry (Tabela 21).

Tabela 21. Parametry analizy wykonywanej w aparacie QuantStudio 5 Dx

Kanaty FAM viC Cy5

ROX ROX ROX
Barwnik pasywny

0,21 0,062 0,04
Wartos¢ progowa
fluorescenciji
Ustawienie linii Auto Auto Auto

; Wartosé Ct 39,00 jest  Wartosc Ct >35,00 jest e

Cykle graniczne uznawana za rowng uznawana za réwng

40,00 40,00

Dane mogg by¢ eksportowane w formie arkusza kalkulacyjnego lub pliku tekstowego

(-xIs, xIsx, .txt). Na karcie Export (Eksport) dostepnej w oknie oprogramowania

QuantStudio 5 Dx IVD Software nalezy wybra¢ wszystkie opcje dostepne w obszarze

Content (Zawartos¢), a nastepnie wybra¢ opcje Unify the above content into one file

(Zawrzyj powyzszg zawarto$¢ w jednym pliku).
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Interpretacja wynikow

Kontrola pozytywna (Positive Control, PC), regiony N1 i N2 sg wykrywane w kanale
fluorescencyjnym Green aparatu RGQ MDx 5plex HRM lub kanale fluorescencyjnym
barwnika FAM aparatu ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 lub QuantStudio 5 Dx.

Kontrola przygotowania probki w postaci genu RNazy P jest wykrywana w kanale
fluorescencyjnym Yellow aparatu RGQ MDx 5plex HRM lub w kanale fluorescencyjnym
barwnika VIC/HEX aparatu ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 lub QuantStudio
5 Dx. W kazdej klinicznej probce powinien by¢ obecny sygnat wskazujgcy na amplifikacje
kontroli przygotowania prébki. W przypadku kontroli PC amplifikacja w kanale Yellow moze
by¢ obserwowana pomimo braku sekwencji ludzkich. W takim przypadku mozna pomingé
sygnat kontroli PC w kanale Yellow, poniewaz silny sygnat fluorescencyjny w kanale Green
moze ,przenika¢” do kanatu Yellow. Kontrola wewnetrzna (Internal Control, IC) jest zawarta
w odczynniku SARS-CoV-2 Amp Primers. Jest ona wykrywana w kontroli bez matrycy (No
Template Control, NTC), kontroli bez izolacji (No Extraction Control, NEC), kontroli
pozytywnej (Positive Control, PC) oraz w probkach klinicznych w kanale fluorescencyjnym
Red aparatu RGQ MDx 5plex HRM Ilub w kanale fluorescencyjnym barwnika
Cy5/ATTO647N aparatu ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 lub QuantStudio 5 Dx.
Aby reakcja real-time RT PCR zostata uznana za wazna, dla kontroli PC, NTC i NEC muszg

zosta¢ uzyskane wyniki opisane w Tabeli 22 i Tabeli 23.
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Tabela 22. Kryteria waznosci reakcji i interpretacja wynikéw w przypadku aparatu RGQ MDx 5plex HRM

Kontrola Detekcja w Detekcja w Detekcja w Interpretacja
kanale Green kanale Yellow kanale Red
. . Prawidtowa
Ct <38,00 Obojetna Obojetna Kontrola PC.

Kontrola pozytywna . .
(Positive Control, PC) Ct >38,00 lub Obojetna Obojetna Nieprawidtowa

brak wartosci Ct Kontrola PC.
Ct >38,00 lub Ct >35.00 lub Prawidtowa
Hos ey kontrola
Kontrola bez matrycy brak wartosci Ct brak wartosci Ct Tak Konioa

(No Template Control, NTC)
lub

) L Nieprawidtowa
Wszystkie pozostate kombinacje z Obojetna kontrola

Kontrola bez izolacji amplifikacja w kanale Green lub Yellow
(No Extraction Control, NEC) = NTC/NEC.

Tabela 23. Kryteria waznosci reakcji i interpretacja wynikéw w przypadku aparatéw ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 oraz QuantStudio 5 Dx przeznaczonych do wykonywania reakcji real-time RT-PCR

Kontrola Detekcja — Detekcja — Detekcja — Interpretacja
barwnik FAM* barwnik barwnik
VIC/HEX* Cy5/ATTO647N*
) ) Prawidtowa
Ct <39,00 Obojetna Obojetna Kontrola PC.

Kontrola pozytywna . .
(Positive Control, PC) Ct > 39,00 lub Obojetna Obojetna Nieprawidtowa

brak wartosci Ct kontrola PC.
Ct>39,00 lub Ct>35,00 lub Tak Prawidtowa kontrola
Kontrola bez matrycy brak wartosci Ct  brak wartosci Ct NTC/NEC.
(No Template Control,
NTC) lub
Wszystkie pozostate kombinacje Nieprawidtowa
Kontrola bez izolacji (No z ampllﬁkaC{zcv:\;llj;r)l(ale FAM lub Obojetna kontrola NTC/NEC.

Extraction Control, NEC)

Aby mozliwe byto uznanie badanych prébek za wazne, detekcja i amplifikacja probek musi

by¢ zgodna z oczekiwaniami.
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Tabela 24. Kryteria waznosci probki i interpretacja wynikéw w przypadku aparatu RGQ MDx 5plex HRM

Detekcja w Detekcja w Detekcja w Interpretacja
kanale Green kanale Yellow kanale Red
) ) Prébka jest pozytywna wzgledem RNA wirusa
Ct 38,00 Obojetna Obojetna SARS-CoV-2.
Ct >38,00 lub X Probka jest negatywna, nie wykryto RNA wirusa
ol W st G Ct<35,00 Obojetna SARS-CoV-2.
Niewazna prébka. Nie wykryto materiatu ludzkiego lub
Ct>38,00 ',Uk? Ct>35,00 ',Ut? Tak niedostateczna ilo§¢ materiatu ludzkiego. Wymagane
brak wartosci Ct  brak wartosci Ct ponowne pobranie probki.
Niewazna prébka. Wystapita inhibicja reakcji real-time
Ct >38,00 lub Ct>35,00 lub Nie RT-PCR.

brak wartosci Ct

brak wartosci Ct

Wymagane powtorzenie testu.

Tabela 25. Kryteria waznosci probki i interpretacja wynikéw w przypadku aparatéw ABI 7500 Fast Dx,
CFX96 Dx, cobas z 480 oraz QuantStudio 5 Dx przeznaczonych do wykonywania reakcji real-time RT-PCR.

Detekcja — Detekcja — Detekcja — Interpretacja
barwnik FAM* barwnik barwnik
VIC/HEX* Cy5/ATTO647N*

Ct <39,00 Obojetna Obojetna Probka jest pozytywna.
Prébka jest negatywna, nie wykryto wirusa

Ct >39,00 lub ’

brak wartosci ¢t Ct <3500 Obojetna SARS-CoV-2.

Ct >39.00 lub Ct >35.00 lub Niewazna prébka. Nie wykryto materiatu ludzkiego.

brak wartosci Gt brak wartosci Gt 12K Wymagane ponowne pobranie probki.
Niewazna probka. Wystgpita inhibicja reakcji

Ct >39,00 lub Ct >35,00 lub Nie realtime RT-PCR.

brak wartosci Ct

brak wartosci Ct

Wymagane powtorzenie testu.
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Ograniczenia

66

Wytacznie do celdw diagnostyki in vitro.

Wyniki uzyskane za pomoca zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit nie moga
by¢ traktowane jako wytgczna podstawa do postawienia diagnozy, wyboru leczenia ani
podejmowania innych decyzji dotyczgcych terapii pacjenta. Wyniki negatywne nie
wykluczajg zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i nie mogg by¢ traktowane jako wytgczna
podstawa do podejmowania decyzji dotyczacych leczenia pacjenta.

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

W celu uzyskania optymalnych wynikow reakcji PCR wymagane jest $ciste
przestrzeganie instrukcji podanych w podreczniku uzytkownika platformy do
wykonywania reakc;ji real-time RT-PCR (Rotor-Gene Q 5-plex HRM MDx, ABI 7500 Fast
Dx, CFX96 Dx, cobas z 480 lub QuantStudio 5 Dx).

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

Nie ustalono skutecznosci tego testu w przypadku probek sliny pobranych od pacjentow
bez przedmiotowych i podmiotowych objawéw zakazenia uktadu oddechowego.

Aby unikng¢ ryzyka uzyskania wyniku fatszywie negatywnego w przypadku prébek
klinicznych, dla ktérych uzyskano wynik stabo pozytywny i w ktérych zaobserwowano
Sladowe ilosci krwi, nalezy ten fakt odnotowac i jesli dla probek tego typu badanych przy
uzyciu zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit uzyskano wynik negatywny,
nalezy ponownie pobra¢ probke od pacjenta i zbada¢ jg przy uzyciu zestawu
artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.
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Parametry skutecznosci

Czutosc¢ analityczna (granica wykrywalnosci)

Czutos¢ analityczna lub granica wykrywalnosci jest definiowana jako najnizsze stezenie,
przy ktérym 295% badanych probek daje pozytywny wynik. Granice LoD wyznaczono,
analizujgc szereg rozcienczen negatywnych prébek wymazéw z nosogardzieli oraz
uptynnionych czystych probek sliny, do ktérych dodano roztwory podstawowe o wysokim
mianie czastek inaktywowanego wirusa, uzyskane od dostawcow komercyjnych
(ZeptoMetrix®). Na potrzeby eksperymentdw, podczas ktorych wyznaczano granice LoD, na
kazdg probke przypadalty dwie pule prébek. W celu potwierdzenia stezenia
odpowiadajgcego granicy LoD wspodtczynnik detekcji wszystkich powtdrzen dla danego
stezenia musiat wynosi¢ 295% (sygnat pozytywny wygenerowany dla co najmniej 19 z 20

powtdrzen).

Stezenie odpowiadajgce granicy LoD zostato okreslone na podstawie probek wymazéw
z nosogardzieli i czystych prébek sliny testowanych przy uzyciu platform przeznaczonych do
wykonywania reakcji real-time RT-PCR (aparaty RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx,
QuantStudio 5 Dx oraz cobas z 480).

Prébki wymazow z nosa, ustnej czesci gardta i nosogardzieli

Granica LoD w przypadku aparatéw RGQ MDx, ABI 7500 Fast Dx, CFX96 Dx i QuantStudio
5 Dx wynosi 950 kopii/ml, natomiast w przypadku aparatu cobas z 480 wynosi 475 kopii/ml
(patrz Tabela 26).
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Czyste probki sliny

Granica LoD w przypadku aparatu RGQ MDx wynosi 950 kopii/ml, natomiast w przypadku
aparatow ABI 7500 Fast Dx, cobas z 480, QuantStudio 5 Dx oraz CFX96 Dx wynosi
1200 kopii/ml (patrz Tabela 26).

Tabela 26. Podsumowanie wynikéw uzyskanych w ramach badania granicy LoD dla poszczegéinych
platform przeznaczonych do wykonywania reakcji real-time RT-PCR

68

Platforma Typ proébki okreslona granica LoD (kopie/ml)
RGQ MDx NPS 950
Czysta prébka $liny 950
ABI 7500 Fast Dx NPS 950
Czysta prébka $liny 1200
QuantStudio5 Dx NPS 950
Czysta prébka $liny 1200
cobas z 480 NPS 475
Czysta prébka $liny 1200
CFX96 Dx NPS 950
Czysta probka $liny 1200
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Badania swoistosci analitycznej (testy zréznicowania i
wykluczenia/reaktywnos¢ krzyzowa)

Test zréznicowania

Test zréznicowania (zakres wykrywanych wiruséw) odczynnika artus SARS-CoV-2
Amp Primers and Probes oceniono w ramach analizy in silico na sekwencjach dostepnych
w bazie danych GISAID (www.gisaid.org). tacznie 722 488 sekwencji (dostepnych:
23/03/2021) przeanalizowano za pomocg narzedzia COVID CG (https://covidcg.org);
informacje uzupetniono o metadane z bazy danych GISAID. Sekwencje przyrownywano do
sekwencji referencyjnej WIV04 (identycznos$¢ na poziomie 100% z sekwencjg Wuhan-Hu-
1/NC_045512.2, z wyjgtkiem dtugosci ogona poli-A) i przeanalizowano wariancje
pojedynczego nukleotydu (Single Nucleotide Variation, SNV) w regionie genomu, na ktére
ukierunkowane sg statery i sondy z zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Czestosé
wystepowania zidentyfikowanych wariacji SNV utrzymywata sie¢ na poziomie ponizej 1%,
podobnie jak czestos¢ wspotwystepujgcych mutacii. Nie stwierdzono obecnosci zadnej wariaciji
SNV w ostatnich nukleotydach od konca 3’ (nukleotydy od 1 do 3) w odpowiednich
oligonukleotydach; wariacje tego typu z duzym prawdopodobienstwem miatyby wptyw na
skutecznos¢ testu. Uwaza sie, ze zestaw artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit umozliwia
wykrycie wszystkich (100%) opublikowanych sekwencji.

Test wykluczenia/reaktywno$c¢ krzyzowa
Analiza in silico

Test wykluczenia odczynnika artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes oceniono
w ramach analizy in silico na sekwencjach dostepnych w bazie danych NCBI. Analiza in
silico wykazata, ze niektére z przetestowanych patogenéw wykazywaty homologie ze
starterami lub sondami z odczynnika artus SARS-CoV-2 Primers and Probes na poziomie
powyzej 80%. Do patogendw tych zaliczono grzyby Candida albicans, wirusa SARS-CoV-1,
bakterie Streptococcus pyogenes i bakterie Streptococcus salivarius. Bakteria
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Pseudomonas aeruginosa wykazywata homologie do jednego z elementéw starter/sonda
oznaczenia SARS-CoV-2 na poziomie ponizej 80%. Jednakze nie udowodniono mozliwosci
amplifikacji innych sekwencji przechowywanych w bazie danych NCBI nr/nt podczas
korzystania z odczynnika artus SARS-CoV-2 Amp Primers and Probes.

Podczas analizy PCR in silico przeanalizowano tgcznie 36 szczepdw bakterii, wiruséw
i grzybéw (Tabela 27); rozmiar potencjalnego amplikonu byt ograniczony do 500 pz.
Sekwencje patogendéw uzyskano z bazy danych NCBI; dla zadnego z tych patogendéw nie
zaobserwowano jednak amplifikacji in silico. Tabela 27 przedstawia liste patogenéw

przetestowanych in silico.

Tabela 27. Lista patogenow przetestowanych in silico

Patogeny Szczepltyp Id. taksonomiczny Wyniki reakcji PCR in silico
Adenowirus typu 3 Typ 3 45659 Brak dopasowania
Adenowirus typu 4 Typ 4 28280 Brak dopasowania
Adenowirus typu 5 Typ 5 28285 Brak dopasowania
Adenowirus typu 7A Typ 7A 85755 Brak dopasowania
Adenowirus typu 14 Typ 14 10521 Brak dopasowania
Adenowirus typu 31 Typ 31 10529 Brak dopasowania
Bordetella pertussis AB39 520 Brak dopasowania
Candida albicans sé%gﬁ 4 5476 IS :;i':;{l‘:jgjiiﬁajéda
Chlamydia pneumoniae (-:|—\</Vvlj-1%239 115713 Brak dopasowania
Enterowirus Typ 68 42789 Brak dopasowania

* Podczas dopasowywania sekwenciji stwierdzono homologie na poziomie <80% z jednym z elementéw starter/sonda.
T Podczas dopasowywania sekwenciji stwierdzono homologie na poziomie 280% z jednym z elementéw starter/sonda.

(ciag dalszy na nastepnej stronie)
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Tabela 27. (ciag dalszy z poprzedniej strony)

Patogeny Szczepltyp Id. taksonomiczny  Wyniki reakcji PCR in silico
Haemophilus influenzae KW20 727 Brak dopasowania
Ludzki koronawirus 229E 11137 Brak dopasowania
Ludzki koronawirus NL63 277944 Brak dopasowania
Ludzki koronawirus HKU-1 290028 Brak dopasowania
Ludzki koronawirus OC43 0C43 31631 Brak dopasowania
Ludzki koronawirus MERS-CoV 1335626 Brak dopasowania
Ludzki metapneumowirus nd. 162145 Brak dopasowania
Wirus grypy A H1N1 114727 Brak dopasowania
Wirus grypy A H3N2 119210 Brak dopasowania
Wirus grypy B nd. 11520 Brak dopasowania
Mycoplasma pneumoniae MF1|_2|9 272634 Brak dopasowania
Wirus paragrypy Typ 1 12730 Brak dopasowania
Wirus paragrypy Typ 2 2560525 Brak dopasowania
Wirus paragrypy Typ 3 11216 Brak dopasowania
Wirus paragrypy Typ 4 2560526 Brak dopasowania
Pneumocystis jirovecii RU7 42068 Brak dopasowania
Pseudomonas aeruginosa PAO1 287 Brak n;;)nzpl)i"v;iizijifajécia
fé’ﬂﬁiﬂi'v% LS Typ A (RSV-A) 208893 Brak dopasowania
ié’g:’c’tr:z'v’x wirus Typ B (RSV-B) 208895 Brak dopasowania
Rinowirus Typ A 147711 Brak dopasowania
Rinowirus Typ B 147712 Brak dopasowania
Koronawirus SARS Tor2 694009 Brak n;ﬁfg;#ﬁiiijﬁajéda
Staphylococcus epidermidis nd. 1282 Brak dopasowania
Streptococcus pyogenes nd. 1314 EIELS n;ﬁfg;#ﬁiiijﬁajéda
Streptococcus salivarius ATCC@CEAA-1 024D-5 1304 Brak moili\.lvloéci”zajécia
HSS3 amplifikacjit

Streptococcus pneumoniae AJ&%?%%%%Q 1313 Brak dopasowania

* Podczas dopasowywania sekwenciji stwierdzono homologie na poziomie <80% z jednym z elementéw starter/sonda.
T Podczas dopasowywania sekwengcji stwierdzono homologie na poziomie 280% z jednym z elementow starter/sonda.
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Analiza in vitro

Reaktywnos¢ krzyzowg zweryfikowano przeprowadzajgc analize w warunkach in vitro
z patogenami, dla ktérych w analizie in silico wykazano homologie na poziomie 280% do
starterébw zawartych w odczynniku SARS-CoV-2 Amp Primers. Probki przygotowano,
dodajgc mikroorganizmy, ktére potencjalnie mogly wywotywac¢ reakcje krzyzowa, do
macierzy wymazu z nosogardzieli w stezeniu 108 kopii/ml, z wyjgtkiem wirusa SARS-CoV-1,
ktérego nie rozcienczano zgodnie z zaleceniami dostawcy. Zaden z patogenéw nie

wykazywat reaktywnosci krzyzowej w warunkach in vitro.

Zaktécenia przebiegu oznaczenia artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit wywotywane przez
patogeny oceniono w warunkach in vitro przy uzyciu panelu zawierajgcego zalecane
patogeny (Tabela 28). Probki przygotowano, dodajgc po maksymalnie 5 patogendw
(w stezeniu 105 TCID50/ml w przypadku czagstek wirusowych, 108 kopii/ml w przypadku
czastek bakteryjnych i grzybéw lub przy maksymalnym stezeniu, ktére mozna byto uzyskaé
z roztworu podstawowego) do negatywnych wymazéw z nosogardzieli, do ktérych dodano
czagstki inaktywowanego wirusa SARS-CoV-2 w stezeniu 2,87 x LoD (Zeptometrix). Do
paneli NATtrol™ i czastek wirusa SARS-CoV-1 bezposrednio dodano czastki
inaktywowanego wirusa SARS-CoV-2 v (Zeptometrix) w stezeniu 2,87 x LoD. Ponizej
przedstawiono podsumowanie wynikéw dla kazdej przetestowanej puli

mikroorganizmow/wiruséw wraz z odpowiadajgcymi im stezeniami.

Tabela 28 przedstawia liste patogenow testowanych pod katem zakidcania przebiegu

oznaczenia.
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Tabela 28. Lista patogenow przetestowanych in vitro pod katem wywotywania zaktécen przebiegu

oznaczenia.
!d' Pu!'l . Mikroorganizm/wirus Zrédito Ste,zenle Jednostka  Wynik
id. probki koncowe
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 kopie/ml
Ludzki koronawirus 229E ~ Zeptometrix (0810229CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml
Pula 1 Ludzki koronawirus OC43 Zeptometrix (0810024CFHI) 5,86E+04 TCID50/ml E{r?k i
zaklocen
Ludzki koronawirus NL63  Zeptometrix (0810228CFHI) 2,84E+04  TCID50/ml
Adenowirus typu 3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1,43E+05 TCID50/ml
Wirus paragrypy typu 1 Zeptometrix (0810014CFHI) 9,14E+06  TCID50/ml
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 kopie/ml -
ra
Pula2  adenowirus typu 31 Zeptometrix (0810073CFHI) 1,67E+04  TCID50/ml  zakiocen
Wirus paragrypy typu 2 Zeptometrix (0810015CFHI) 4,29E+04  TCID50/ml
Wirus grypy B .
Florida/02/2006 Zeptometrix (0810037CFHI) 1,43E+05  TCID50/ml
Rinowirus typu 1A Zeptometrix (0810012CFNHI) 2,86E+04  TCID50/ml
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 kopie/ml
Wirus paragrypy typu 3 Zeptometrix (0810016CFHI) 1,43E+07  TCID50/ml
Haemophilus influenzae ATCC (51907D-5) 1,00E+06 CFU/ml Brak
Pula 3 o
uia Streptococcus pneumoniae  ATCC (700669DQ) 3,30E+06 CFU/ml zakiocen
Candida albicans Zeptometrix (0801504DNA) 1,00E+06 CFU/ml
Staphylococous ATCC (12228DQ) 4,60E+06  CFU/m
epidermidis
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Tabela 28 (ciagg dalszy z poprzedniej strony)

!d' pu!i/ . Mikroorganizm/wirus Zrédto Ste'zenie Jednostka Wynik
id. probki koncowe
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 kopie/ml
Adenowirus typu 7A Zeptometrix (0810021CFHI) 1,02E+06  TCID50/ml .
ra
Pula 4 Streptococcus pyogenes ATCC (700294DQ) 1,00E+07 CFU/ml zaktécen
Mycoplasma pneumoniae  Zeptometrix (0801579DNA) 1,00E+08 CFU/ml
Pseudomonas aeruginosa ATCC (47085DQ) 1,00E+07 CFU/ml
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,72E+03 kopie/ml
Syncytialny wirus .
oddechowy RSVA Zeptometrix (0810482CFHI)  7,14E+04  TCID50/ml
Pula5  Wirus AHINT Brak
us grypy Zeptometrix (0810165CFHI)  1,43E+04  TCID50/ml  zakiocen
Kalifornia
Enterowirus typu 68, grupa 7 i metrix (0810300CFHI)  1,43E+05  TCID50/mI
gtéwna
Adenowirus typu 14 Zeptometrix (0810108CFHI)  2,86E+04  TCID50/ml
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 kopie/ml
Koronawirus MERS Zeptometrix (0810575CFHI)  1,43E+04  TCID50/ml
Adenowirus typu 4 Zeptometrix (0810070CFHI) 1,43E+05  TCID50/ml Brak
Pula 6 o
Ludzki metapneumowirus ) zaktocen
("MPV) typu B Zeptometrix (0810156CFHI)  7,14E+03  TCID50/ml
Syncytialny wirus
oddechowy typu B Zeptometrix (0810040CFHI) 1,43E+03  TCID50/ml
(RSV-B)
(ciag dalszy na nastepnej stronie)
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Tabela 28 (ciagg dalszy z poprzedniej strony)

Id. puli/ . . . 5 Stezenie .
id. prébki Mikroorganizm/wirus Zrodio Kohcowe Jednostka Wynik
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 kopie/ml
. Zeptometrix
Adenowirus typu 5 (0810020CFHI) 6,43E+05  TCID50/ml
. Zeptometrix Brak
Pula 7 Wirus paragrypy 4B (0810060BCFHI) 7,14E+04  TCID50/ml saklocen
Wirus grypy A H3N2 Zeptometrix
Switzerland/9715293/13 (0810511CFHI) 2,86E+04  TCIDSO/mI
- Zeptometrix
Streptococcus salivarius (BAA-1024D-5) 1,00E+06 CFU/ml
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 kopie/ml
Panel NATrol RP1 (wirus grypy
A H3N2 (Brisbane/10/07), wirus
grypy A H1IN1 (NY/02/2009),
Pula 8 rinowirus (typu 1A), adenowirus zaEIrg‘(I:(eh
typu 3, wirus paragrypy typu 1, Zeptometrix (MDZ001) Nieznane* nd.
wirus paragrypy typu 4,
metapneumowirus (Peru
6-2003) C. pneumoniae (CWL-
029), M. pneumoniae (M129),
wirus Coxsackie (typu A1)
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 kopie/ml
Panel NATrol RP2 (wirus grypy
A H1 (New Caledonia/20/99),
wirus grypy B (Florida/02/06), Brak
Pula 9 wirus RSV-A, wirus paragrypy zakiécen
typu 2, wirus paragrypy typu 3, Zeptometrix (MDZ001) Nieznane* nd.
rekombinowany koronawirus
HKU, koronawirusy (OC43,
NL63, 229E), Bordetella
pertussis (A639)
Zeptometrix .
SARS-CoV-2 (NATSARS(COV2)-ERC) 2,73E+03 kopie/ml Brak
Pula 10 ; zakiocen
SARS-CoV-1 Zeptometrix Nieznane* nd.

*Dostawca nie podat stezenia.
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Substancje zaktécajace

Prébki wymazow z nosa, ustnej czesci gardta i nosogardzieli

Oceniono wptyw substancji potencjalnie zaktdcajgcych (substancje wymienione w Tabeli 29)
na skutecznos$¢ zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Testy wykonywano na
3 pulach negatywnych wymazéw z nosogardzieli i na 3 pulach pozytywnych wymazéw
z nosogardzieli do ktérych dodano czastki inaktywowanego wirusa SARS-CoV-2 w stezeniu
4 x LoD (Zeptometrix). Eksperymenty przeprowadzat 1 operator, korzystajgc z platformy
RGQ MDx 5plex HRM (4 aparaty) i 1 zestawu badanego.

Kazdg pule podzielono na 2 czesci w celu przetestowania substancji zaktdcajgcej
rozpuszczonej w rozpuszczalniku (probka badana) lub samego rozpuszczalnika (prébka
kontrola). Wskazniki udanych odczytéw w kanatach fluorescencyjnych Green i Red
poréwnano miedzy probkami badanymi i odpowiadajgcymi im probkami kontrolnymi.
W przypadku braku zaktdcen dla prébek badanych i odpowiadajgcych im probek kontrolnych
otrzymywano taki sam wskaznik udanych odczytow.

Z danych przedstawionych w Tabeli 29 wynika, ze zadna z przetestowanych substancji nie
zaktéca skutecznosci zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit w przypadku kanatu
fluorescencyjnego Green.

Tabela 29. Lista substancji zaktécajacych i wskaznik udanych odczytéw w kanale Green.

Wskaznik udanych Wskaznik udanych

Substancje . Badane . odczytéw dla pozytywnych
P Przeznaczenie S odczytéw dla negatywnych .
zaklocajace stezenie wymazéw z nosogardzieli (4x LoD) wymazéw
z nosogardzieli
Antybiotyk do Brak zaktdcen Brak zaktdcen
Tobramycyna stosowania 1 mg/ml 0/15 15/15
ogodlnego
Mas¢ z Scen Brak zaktocen
Mupirocyna antybiotykiem 6,6 mg/ml Brakg/a1kslocen 15/15
do nosa
Kortykosteroid o Brak zaktécen Brak zakiocen
Flutykazon donosowy 5% (o/o) 0/15 15/15

cigg dalszy na nastepnej stronie
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Tabela 29 (ciagg dalszy z poprzedniej strony)

Wskaznik udanych Wskaznik udanych
Substancje P . Badane odczytéw dla odczytéw dla pozytywnych
. rzeznaczenie o . .
zaklocajace stezenie negatywnych wymazoéw (4x LoD) wymazoéw
z nosogardzieli z nosogardzieli
Mentol i
) . Doustny srodek Brak zaktocen Brak zaktécen
(pastylki do ssania  przeciwbolowy i 0,5 mg/ml 1515
na dolegliwosci znieczulajgcy 0/15
gardta)
Brak zaktocen Brak zaktocen
Oksymetazolina Aerozol do nosa  10% (o/o) 15/15
0/15
- Brak zakiécen
Oseltamiwir L A 3,3 mg/ml Sl zaidocen 15/15
przeciwwirusowy ' 0/15
Mucyna Brak zakiocen Brak zakidcen
(bydlece gruczoty 15/15
podszczekowe 2,5 mg/m| 0/15
typu I-S)
P Brak zaktocen
Krew petna 4% (olo) el Sl Y]

1/15* 15/15

* Wykryto amplifikacje charakterystyczng dla artefaktu.

Czyste probki sliny

Oceniono wptyw o$miu substancji potencjalnie zaki6cajgcych (substancje wymienione
w Tabeli 30) na skutecznos$¢ zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Testy zostaty
wykonane przy uzyciu 1 puli negatywnych czystych probek $Sliny, ktéra zostata podzielona
na dwie czesci w celu przetestowania dwoch poziomdw rozcienczen: (1) negatywne czyste
probki sliny; (2) sztucznie wytworzone pozytywne czyste probki sliny (uzyskane poprzez
dodanie do negatywnej puli probek inaktywowanych czgstek wirusa SARS-CoV-2
(Zeptometrix) w stezeniu 3x LoD (3600 kopii/ml)). Czyste probki Sliny byty testowane przy

uzyciu jednego zestawu komercyjnego, przez 3 operatoréw, w jednej platformie cobas z 480.
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Dla kazdej substancji zaktdcajgcej powtdrzenia probki podzielono na 2 czesci w celu
przetestowania substancji zaktdcajgcej rozpuszczonej w rozpuszczalniku (prébka badana)
oraz samego rozpuszczalnika (probka kontrola). Wskazniki udanych odczytéw w kanatach
fluorescencyjnych Green, Red i Yellow poréwnano miedzy prébkami badanymi
i odpowiadajgcymi im prébkami kontrolnymi. W przypadku braku zaktdécen dla probek
badanych i odpowiadajgcych im probek kontrolnych otrzymywano taki sam wskaznik

udanych odczytow.

W przypadku analizy jakoSciowej (status prébki) nie wykazano, aby osiem testowanych
substancji zaktocajgcych (patrz Tabela 30) miato wplyw na wyniki testow pozytywnych
i negatywnych probek $liny wykonywanych przy uzyciu zestawu artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM Kit.

Z danych przedstawionych w Tabeli 30 wynika, Ze Zadna z przetestowanych substancji nie

zaktéca skutecznosci zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit w przypadku kanatu

fluorescencyjnego Green.
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Tabela 30. Lista substancji zaktécajacych i wskaznik udanych odczytéw w kanale Green.

Substancje Przeznaczenie Badane Wskaznik udanych Wskaznik udanych
zaktocajace* stezenie odczytéw dla odczytéw dla pozytywnych
negatywnych (od 3 do 5x LoD) czystych
czystych probek sliny prébek sliny
Krew petna Substancje 1% olo Brak zaktocen* Brak zaktécen*
endogenne: 0/8 8/8
ludzki gDNA,
leukocyty, erytrocyty
Altoids® Cukierki 2% wiv Brak zaktocen Brak zakiocen
0/8 8/8
Aspiryna Lek przeciwzapalny 1% wiv Brak zaktécen Brak zakiocen
0/8 8/8
Listerine® Antyseptyczny ptyn 1% olo Brak zaktocen Brak zakiocen
do ptukania jamy 0/8 8/8
ustnej
Ricola® Cukierki 1% wiv Brak zakfocen Brak zaktécen
0/8 8/8
Pasta do zebow Wybielajgca pasta 0,1% wiv Brak zaktocen Brak zakiocen
Colgate® Total  do zebow 0/8 8/8
SF Whitening™
Syrop Lek na kaszel suchy 1% olo Brak zaktocen Brak zaktdcen
Tussidane® 0/8 8/8
Pulmofluide® Lek na kaszel mokry 1% olo Brak zaktocen Brak zakiocen
0/8 8/8

* Zaobserwowano, ze krew petna zaktéca wykrywanie kontroli IC w kanale Red (inhibicja na poziomie 10-40%), lecz
nie ma wptywu na wazno$¢ probki. W przypadku kanatu Green obecnos$é krwi petnej nie miata wptywu na stan
prébki, lecz zaobserwowano niewielkie przesuniecie punktu Ct (punkt Ct wystepowat $rednio o 1,35 cyklu pozniej
w przypadku prébek z krwig petng w poréwnaniu do prébki kontrolnej).

Aby unikng¢ ryzyka uzyskania wyniku fatszywie negatywnego w przypadku prébek

klinicznych, dla ktérych uzyskano wynik stabo pozytywny i w ktérych zaobserwowano

Sladowe ilosci krwi, nalezy ten fakt odnotowac i jesli dla prébek tego typu badanych przy

uzyciu zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit uzyskano wynik negatywny, nalezy

ponownie pobra¢ czystg probke sliny od pacjenta i zbadac jg przy uzyciu zestawu artus

SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit.
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Badanie stabilnosci prébki

Badanie stabilnosci probki przeprowadzono w celu oceny wptywu réznych warunkéw
przechowywania prébki na wyniki jakosciowe (analiza wskaznika udanych odczytéw)
i ilosciowe (analiza przesuniecia Ct) uzyskane za pomocg zestawow artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM. Eksperymenty przeprowadzono na podstawie analizy dwoéch pozioméw
rozcienczen: (1) prébki negatywne; (2) sztucznie wytworzone prébki pozytywne uzyskane
poprzez dodanie czastek inaktywowanego wirusa SARS-CoV-2 (Zeptometrix). W celu
potwierdzenia stabilnosci prébek (slina i NPS) wymagane byto, aby 295% powtdrzen dawato
ten sam wskaznik udanych odczytéw i przesuniecie punktu Ct <10% punktu czasu 0

w przypadku kazdego badanego warunku przechowywania.

Prébki wymazow z nosa, ustnej czesci gardfa i nosogardzieli:

Testowane rézne warunki przechowywania przedstawiono w Tabeli 31. Testy wykonywano
przy uzyciu 3 puli probek. Na platformie ABI 7500 Fast Dx przetestowano negatywne probki
NPS, pozytywne probki NPS utworzone sztucznie poprzez dodanie wirusa w stezeniu
5x LoD (4750 kopii/ml) oraz trzy serie wypuszczonych zbiorczo na rynek prébek BRS1
(fragment N2; 1000 kopii/10 pl (String)), BRS2 (fragment genu RNazy P; 1000 kopii/10 pl
(gBlock)) oraz BRS3 (fragment N1, 1000 kopii/10 pl (String)).

Na podstawie wynikdw uzyskanych dla analiz jako$ciowych i ilosciowych wykazano, ze
testowane warunki przechowywania prébek NPS nie miaty wptywu na wskaznik udanych
odczytow (oczekiwane wyniki detekcji) i nie doprowadzity do istotnego przesuniecia punktu
Ct podczas wykonywania testow przy uzyciu zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM
Kit. Z tego wzgledu wydajnos¢ zestawu pozostaje stabilna bez wzgledu na rézne warunki
przechowywania testowanych probek NPS (patrz Tabela 31).

W Tabeli 31 przedstawiono warunki, w ktoérych prébki wymazow z nosogardzieli pozostajg

stabilne
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Tabela 31. Warunki, w ktérych prébki wymazéw z nosogardzieli pozostaja stabilne.

Warunki Okreslona przez producenta stabilnos¢ probki
Cykl zamrazania-rozmrazania 3 cykle zamrazania-rozmrazania

4°C (od 2°C do 8°C) 72 godz.

-70°C 2 tygodnie

Czyste probki sliny

Testowane rézne warunki przechowywania przedstawiono w Tabeli 32. Testy wykonywano
przy uzyciu 2 puli prébek. Na platformie ABI 7500 Fast Dx przetestowano negatywne czyste
probki Sliny oraz sztucznie wytworzone pozytywne czyste probki sliny w stezeniu 3xLoD
(3600 kopii/ml).

Na podstawie wynikdw uzyskanych dla analiz jako$ciowych i ilosciowych wykazano, ze
testowane warunki przechowywania nie miaty wptywu na wskaznik udanych odczytow
(oczekiwane wyniki detekgji) i nie doprowadzity do istotnego przesunigcia punktu Ct podczas
wykonywania testow przy uzyciu zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit. Z tego
wzgledu wydajno$¢ zestawu pozostaje stabilna bez wzgledu na rézne warunki

przechowywania testowanych czystych prébek sliny.

W Tabeli 32 przedstawiono warunki, w ktérych czyste prébki $liny pozostajg stabilne.

Tabela 32. Warunki, w ktérych czyste probki sliny pozostaja stabilne

Warunki Okreslona przez producenta stabilnos¢ probki
Cykl zamrazania-rozmrazania 3 cykle zamrazania-rozmrazania

Temperatura pokojowa (od 18°C do 26°C) 72 godz.

4°C (od 2°C do 8°C) 72 godz.

Warunki mieszane: 6 godz. w temperaturze pokojowej 6 godz. w temperaturze pokojowej, nastepnie 72 godz.
potgczone z 72 godz. w temperaturze 4°C (od 2 do w temperaturze 4°C (od 2 do 8°C), a nastepnie 7 dni w
8°C) potaczone z 8 dniami w temperaturze —20°C (od temperaturze —20°C (od —30°C do —15°C)

—-30°C do —15°C)

~20°C (0d —30°C do —15°C) 1 miesiac (30,5 dnia)
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Precyzja

W ramach badania precyzji oceniano odtwarzalnos¢ (jedna probka badana w ramach
réznych reakcji i w réoznych warunkach: 5 dni, 3 serie zestawu, 3 operatorzy i 2 aparaty) i
powtarzalnos¢ (jedna prébka w ramach jednej reakcji badana w statych warunkach). Testy
wykonywano na negatywnych prébkach wymazu z nosogardzieli i negatywnych probkach
wymazu z nosogardzieli z dodatkiem czgstek wirusa w stezeniu 5 x LoD przy uzyciu aparatu
RGQ MDx.

Dla kazdego rozcienczenia zebrano 204 punkty danych. Dane z badan powtarzalnosci i
odtwarzalnosci wykorzystano do obliczenia odchylenia standardowego (Standard Deviation,
SD) i wspotczynnika zmiennosci (Coefficient of Variation, %CV) dla detekcji sekwenc;ji
docelowych wirusa SARS-CoV-2 w kanatach Green, Yellow i Red. Dane przedstawione w
Tabeli 33 wskazuja, ze ogdlna precyzja zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit jest
réwna 0,63 SD (2,03 %CV) w kanale Green, 0,54 SD (2,22 %CV) w kanale Yellow i 1,28 SD
(4,10 %CV) w kanale Red.
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Tabela 33. Odchylenie standardowe i wspotczynnik zmiennosci zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp

UM Kit.
Lacznie Miedzy  Miedzy Miedzy Miedzy Miedzy W ramach

a dniami partiami operatorami aparatami reakcjami reakcji
Probki i kanat Odchylenie standardowe (SD)
detekc;ji (Wspoétczynnik zmiennosci (%CV))
Negatywny wymaz
z nosogardzieli 0:54 0,09 0,10 0,06 0,11 0,09 0,50
Kanat Yellow (2.22) (0,37) (0.42) (0,27) (0,47) (0,36) (2,05)
Negatywny wymaz 1,15 0,0 0,55 0,00 0,12 0,39 0,92
z nosogardzieli
Kanat Red (3,68) (0,00)0 (1,76) (0,00) (0,40) (1,26) (2,96)
Wymaz z
nosogardzieli z 0,63 0,18 0,31 0,00 0,08 0,00 0,51
dodatkiem czastek (5 03)  (0,59)  (1,00) (0,00) (0,25) (0,00) (1,64)
Kanat Green
Wymaz z
nosogardzieli z 0,47 0,13 0,24 0,05 0,18 0,00 0,33
dodatkiem czgstek (1,93) (0,53) (0,98) (0,20) (0,73) (0,00) (1,38)
Kanat Yellow
Wymaz z
nosogardzieli z 1,28 0,12 0,58 0,11 0,00 0,49 1,02
dodatkiem czastek (4 10) (0,37) (1,84) (0,34) (0,00) (1,57) (3.27)
Kanat Red
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Skutecznosé kliniczna

Wymazy z nosogardzieli

Skuteczno$¢ kliniczng oznaczenia artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp oceniono przy uzyciu
zebranych retrospektywnie 150 prébek klinicznych wymazéw z nosogardzieli w podtozu

transportowym.

Wszystkie probki pobrano od pacjentéw z objawami przedmiotowymi i podmiotowymi
zakazenia COVID-19 i przechowywano je w stanie zamrozonym do momentu

wykorzystania.

Walidacje kliniczng przeprowadzono w aparacie ABI 7500 Fast Dx. W Tabeli 34
przedstawiono dane dotyczgce skutecznosci zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit
w poréwnaniu z metodg referencyjng.

Tabela 34. Dane dotyczace skutecznosci klinicznej zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit w
poréwnaniu z metoda referencyjna.

Status N Odsetek wynikéw  95-procentowy Cl Odsetek wynikow 95-procentowy Cl
probki pozytywnych (%) negatywnych (%)

Wyniki 52 98,1 89,9-99,7 1,9 :
pozytywne (51/52) (1/52)

Wyniki 98 5,1 - 94,9 88,7-97,8
negatywne (5/98) (93/98) ' '

Wyniki niezgodne oceniono trzecig metodg i przeanalizowano ponownie przy uzyciu tabeli
kontyngencji. Ogdlne wyniki skutecznosci klinicznej wyrazono jako zgodnos$¢ procentowa
wynikéw dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA) i zgodnos$¢ procentowa wynikéw
ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA) przedstawiono w Tabeli 35.
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Tabela 35. Dane dotyczace skutecznosci klinicznej zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit po analizie
niezgodnych wynikéw.

Status N Odsetek wynikow  95-procentowy ClI Odsetek wynikow 95-procentowy Cl
probki pozytywnych (%) negatywnych (%)

Wyniki 52 98,1 89,9-99,7 1,9 -
pozytywne (51/52) (1/52)

Wyniki 98 5,1 - 94,9 88,7-97,8
negatywne (5/98) (93/98)

Ponizej przedstawiono odsetek préobek zgodnych oraz wartosci zgodnosci procentowej
wynikow dodatnich i ujemnych (odpowiednio PPA i NPA) wraz z oczekiwanymi statusami
prébek:

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA):
51/52 = 98,1% (95-procentowy Cl: 89,9%—99,7%)

Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA):
93/98 = 94,9% (95-procentowy Cl: 88,6%—-97,8%)
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Wymazy z nosogardzieli z uwzglednieniem prébek pobranych od oséb
bezobjawowych

Skutecznos¢ kliniczng oznaczenia artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp oceniono przy uzyciu
zebranych retrospektywnie 153 prébek klinicznych wymazoéw z nosogardzieli w podtozu
transportowym. Wszystkie probki pobrano od pacjentdéw bezobjawowych lub oséb z
podejrzeniem zakazenia wirusem wywotujgcym chorobe COVID-19.

Walidacje kliniczng przeprowadzono w aparacie ABI 7500 Fast Dx. Szesnascie prébek
przetestowanych za pomoca zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit wykluczono z
analizy z powodu stwierdzenia dla nich niewaznego statusu na podstawie kryteriow
waznosci probki (Tabela 23).

Tabela 36 zawiera dane dotyczace skutecznosci zestawu arfus SARS-CoV-2 Prep&Amp
UM Kit w poréwnaniu z metodg referencyjng. Skutecznos$¢ zestawu wyrazono jako zgodnos$c¢
procentowg wynikéw dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA) i zgodnos$¢ procentowag
wynikow ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA).

Tabela 36. Dane dotyczace skutecznosci klinicznej zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit w
poréwnaniu z metoda referencyjna

Status N Odsetek wynikéw  95-procentowy Cl Odsetek wynikow 95-procentowy Cl

probki pozytywnych (%) negatywnych (%)

Wyniki 50 64,0 50,1-75,9 36,0 -

pozytywne (32/50) (18/50)

Wyniki 87 1,15 - 98,85

negatywne (1/87) 93,8-99,8
(86/87)
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Dziewietnascie wynikéw niezgodnych oceniono trzecig metodg i przeanalizowano ponownie
przy uzyciu tabeli kontyngencji. Ogdlne wyniki skutecznosci klinicznej wyrazono jako
zgodno$¢ procentowa wynikéw dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA) i zgodnos¢
procentowa wynikéw ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA) przedstawiono w
Tabeli 37.

Tabela 37. Dane dotyczace skutecznosci klinicznej zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit po analizie
niezgodnych wynikéw.

Status N Odsetek wynikéw  95-procentowy CI  Odsetek wynikéw  95-procentowy Cl
probki pozytywnych (%) negatywnych (%)

Wyniki 32 100,0 89,3-100,0 0 (0/32) -
pozytywne (32/32)

Wyniki 105 0,95 - 99,05 94,8-99,8
negatywne (1/105) (104/105)

Osiemnascie probek fatszywie negatywnych poddano ponowne;j klasyfikacji i stwierdzono,
ze sg to proébki prawdziwie negatywne, natomiast jedna prébka fatszywie pozytywna

pozostata probkg fatszywie pozytywng.
Ponizej przedstawiono odsetek prébek zgodnych oraz wartosci zgodnosci procentowej
wynikéw dodatnich i ujemnych (odpowiednio PPA i NPA) wraz z oczekiwanymi statusami

prébek:

Zgodnos$c¢ procentowa wynikéw dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA):
32/32 = 100,0% (95-procentowy ClI: 89,3%—100,0%)

Zgodnos¢ procentowa wynikéw ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA):
104/105 = 99,05% (95-procentowy Cl: 94,8%—99,8%)
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Czyste probki sliny

Skuteczno$¢ kliniczng oznaczenia artus SARS-CoV-2 UM Prep&Amp oceniono przy uzyciu

142 czystych prébek sliny.

Wszystkie probki pobrano od pacjentéw z objawami przedmiotowymi i podmiotowymi
zakazenia COVID-19. Walidacje kliniczng przeprowadzono w aparacie ABI 7500 Fast Dx.
Dwanascie probek przetestowanych za pomoca zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM
Kit oraz przy uzyciu metody referencyjnej wykluczono z analizy, poniewaz w obu testach na

podstawie kryteriow waznosci probki uzyskano dla tych probek status niewazny.

W Tabeli 38 przedstawiono dane dotyczace skutecznosci zestawu artus SARS-CoV-2
Prep&Amp UM Kit w poréwnaniu z metoda referencyjna.

Tabela 38. Dane dotyczace skutecznosci klinicznej zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit w
poréwnaniu z metoda referencyjna.

Status N Odsetek wynikéw  95-procentowy Cl  Odsetek wynikéw  95-procentowy ClI
probki pozytywnych (%) negatywnych (%)

Wyniki 45 93,33 82,14-97,71 6,67 -
pozytywne (42/45) (3/45)

negatywne (0/85) (85/85) ’ '

Trzy wyniki niezgodne oceniono przy uzyciu trzeciej metody i przeanalizowano ponownie
przy uzyciu tabeli kontyngencji. Ogdine wyniki dotyczgce skutecznosci klinicznej wyrazono
jako zgodnos¢ procentowg wynikow dodatnich (Positive Percent Agreement, PPA) i
zgodnos$c¢ procentowg wynikéw ujemnych (Negative Percent Agreement, NPA); przedstawia
je Tabela 39.

88 artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2022



Tabela 39. Dane dotyczace skutecznosci klinicznej zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit po analizie
niezgodnych wynikéw.

Status N Odsetek wynikéw  95-procentowy Cl  Odsetek wynikéw  95-procentowy ClI
probki pozytywnych (%) negatywnych (%)

Wyniki 43 97,67 87,94-99,59 2,32 -
pozytywne (42/43) (1/43)

negatywne (0/87) (87/87) ’ '

Dwa wyniki fatszywie negatywne poddano ponownej klasyfikacji i stwierdzono, ze sg to
wyniki prawdziwie negatywne, natomiast jeden wynik fatszywie negatywny pozostat

wynikiem fatszywie negatywnym.
Ponizej przedstawiono odsetek préobek zgodnych oraz wartosci zgodnosci procentowej
wynikow dodatnich i ujemnych (odpowiednio PPA i NPA) wraz z oczekiwanymi statusami

prébek:

Zgodnos¢ procentowa wynikéw dodatnich
(Positive Percent Agreement, PPA): 42/43 = 97,67% (95-procentowy ClI: 87,94%—-99,59%)

Zgodnosc¢ procentowa wynikéw ujemnych
(Negative Percent Agreement, NPA): 87/87 = 100,00% (95-procentowy Cl: 95,77%—100,00%)
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Rozwigzywanie problemow

Ta czes¢ instrukcji moze utatwi¢ rozwigzanie ewentualnych probleméw. Aby uzyskaé wiecej

informacji, nalezy takze zapoznac sie ze strong poswiecong czesto zadawanym pytaniom

(Frequently Asked Questions, FAQ) w witrynie naszego Centrum pomocy technicznej pod

adresem: www.qiagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Komentarze i wskazoéwki

Brak sygnatu lub staby sygnat w kanale zielonym (FAM) dla kontroli pozytywnej (Positive Control, PC)

a)

<)

d)

e)

Wybrany do analizy danych RT-PCR
kanat fluorescencyjny nie spetia
wymagan protokotu.

Nieprawidtowe zaprogramowanie
profilu temperaturowego.

Nieprawidtowa konfiguracja reakcji
PCR

Warunki przechowywania co najmniej
jednego ze sktadnikéw zestawu nie
byly zgodne z zaleceniami lub uptynat
termin waznos$ci zestawu

artus SARS-CoV-2 RT-PCR Kit.

Nieprawidtowa konfiguracja platformy
przeznaczonej do wykonywania
reakcji real-time RT-PCR podczas
konfiguracji danych.

Wystapita inhibicja reakcji PCR.

Do analizy danych wybra¢ kanat fluorescencyjny barwnika FAM
(Green) dla analitycznej reakcji RT-PCR pod katem sekwencji
docelowych wirusa SARS-CoV-2, kanat fluorescencyjny barwnika
HEX/VIC/JOE (Yellow) dla kontroli przygotowania prébki oraz kanat
fluorescencyjny barwnika Cy5/Atto (Red) dla kontroli wewnetrznej.

Poréwnac¢ program reakcji RT-PCR z protokotem.

Sprawdzi¢ etapy procedury wedtug schematu pipetowania i w razie
potrzeby powtérzy¢ reakcje PCR.

Przestrzega¢ warunkéw przechowywania odczynnikéw, sprawdzic¢
date waznosci odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego
zestawu.

Uzy¢ konfiguracji zalecanej dla uzywanej platformy przeznaczonej do
wykonywania reakgji real-time RT-PCR opisanej w tym podreczniku.

Przestrzega¢ zasad dobrych praktyk podczas pracy w laboratorium
biologii molekularnej, aby unikna¢ wprowadzenia zanieczyszczen.
Upewnic¢ sig, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie
odkazane.

Przestrzega¢ protokotu opisanego w tym podreczniku. Sprawdzi¢
termin waznosci odczynnika i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego
zestawu. Powtérzy¢ oznaczenie na innej probce.
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Komentarze i wskazowki

Sygnat w kanale zielonym (FAM) dla kontroli bez matrycy lub kontroli bez izolacji.

Podczas przygotowywania ptytki do
reakcji RT-PCR doszto do
zanieczyszczenia sekwencjami wirusa
SARS-CoV-2.

Powtérzy¢ reakcje RT-PCR z nowymi odczynnikami.

Przestrzega¢ zasad dobrych praktyk podczas pracy w laboratorium
biologii molekularnej, aby unikngé wprowadzenia zanieczyszczen.
Przestrzegac¢ protokotu opisanego w tej instrukcji obstugi.

Upewnic¢ sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sg regularnie
odkazane.

Staby sygnat lub brak sygnatu w kanale Red (Cy5/Atto) dla kontroli wewnetrznej

a) Doszto do wprowadzenia substanc;ji
zaktécajgcej do reakeji RT-PCR.
Woystapita inhibicja reakcji PCR.

b) Doszto do rozktadu kontroli
wewnetrznej.

c) Nieprawidtowa konfiguracja
platformy przeznaczonej do
wykonywania reakcji real-time
RT-PCR podczas konfiguracji
danych.

Przestrzega¢ zasad dobrych praktyk podczas pracy w laboratorium
biologii molekularnej, aby unikngé wprowadzenia zanieczyszczen.

Upewnic¢ sie, ze przestrzen robocza oraz aparaty sa regularnie
odkazane.
Przestrzegac¢ protokotu opisanego w tym podreczniku.

Powtérzy¢ eksperyment na nowo zebranej prébce.

Przestrzegac zasad dobrych praktyk podczas pracy w laboratorium
biologii molekularnej, aby unikng¢ wprowadzenia RNaz. Przestrzega¢
zalecen przedstawionych w tym podreczniku.

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

Przestrzega¢ warunkéw przechowywania odczynnikéw, sprawdzic¢
date waznosci odczynnikéw i, w razie potrzeby, uzy¢ nowego
zestawu.

Uzy¢ konfiguracji zalecanej dla uzywanej platformy przeznaczonej do
wykonywania reakgji real-time RT-PCR opisanej w tym podreczniku.

Staby sygnat lub brak sygnatu w kanale Yellow (VIC/HEX) dla kontroli przygotowania préobki

a) Doszlo do rozktadu probki klinicznej.

b) Prdbke pobrano w niewtasciwy
sposéb. Na wymazoéwce lub w
podtozu transportowym zebrano
niewystarczajgcy ilo$¢ komorek
ludzkich.

Przestrzega¢ zalecen dotyczacych przechowywania probki,
postepowania z probka i transportu prébki podanych przez dostawce
wyrobu do pobierania prébki.

Przestrzegac¢ protokotu opisanego w tym podreczniku, w tym krokéw
przygotowania probki w buforze SARS-CoV-2 UM Prep Buffer.
Przestrzega¢ warunkéw przechowywania odczynnikéw, sprawdzi¢ date
waznosci odczynnikéw, w tym buforu SARS-CoV-2 UM Prep Buffer i, w
razie potrzeby, uzyé nowego zestawu.

Przestrzegac¢ zalecen dotyczacych pobierania prébki i postepowania z
prébka podanych przez dostawce wyrobu do pobierania prébki.
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Komentarze i wskazowki

c)

Uzy¢ konfiguracji dla uzywanej platformy przeznaczonej do

Nieprawidtowa konfiguracja
wykonywania reakgji real-time RT-PCR opisanej w tym podrgczniku.

platformy przeznaczonej do
wykonywania reakcji real-time RT-
PCR podczas konfiguracji danych.
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Symbole

Ponizsze symbole mogg znajdowac sie w instrukcji uzycia lub na opakowaniu i etykietach:

2]
<

3

o
<3

Definicja symbolu

Zawiera odczynniki wystarczajgce do wykonania 768 lub
3072 reakciji

"9

Data waznosci

V| Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Numer katalogowy

LOT Numer serii

Skfadniki

Zawiera

Numer

FEEEE R

Globalny numer jednostki handlowej

R oznacza wydanie instrukcji uzycia, a n to numer

)

n .
wydania
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Symbol

Definicja symbolu

artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit — Instrukcja uzycia (Instrukcja obstugi) 09/2022

Zakres temperatury

Producent

Zapozna¢ sie z instrukcjg uzycia

Chroni¢ przed $wiattem stonecznym

Ostrzezenie/przestroga
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Informacje kontaktowe

W celu uzyskania pomocy technicznej oraz dalszych informaciji prosimy o kontakt z dziatem
serwisu technicznego firmy QIAGEN pod adresem support.giagen.com.
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Dane do zamowien

Produkt Zawartos¢ Nr kat.
artus SARS-CoV-2 Na 768 reakgji: bufor do przygotowania, barwnik ROX, 4511460
Prep&Amp UM Kit mieszanina Master Mix, startery i sondy, kontrola
(768) wewnetrzna, woda (NTC) i kontrola pozytywna
artus SARS-CoV-2 Na 3072 reakcje: bufor do przygotowania, barwnik 4511469
Prep&Amp UM Kit ROX, mieszanina Master Mix, startery i sondy, kontrola
(3072) wewnetrzna, woda (NTC) i kontrola pozytywna
Aparat i akcesoria
PCR tubes, 0,1 ml Do uzytku z rotorem 72-Well Rotor, probowki w 981103
for Rotor-Gene Q paskach i zatyczki
5-plex HRM MDx
Rotor-Gene Q Oprogramowanie Rotor-Gene Q w wersji 2.3.1 (lub
software wyzszej)

Rotor-Gene Q Cykler do reakcji real-time PCR z 5 kanatami, 9002032
5-plex HRM MDx analizator High Resolution Melt, oprogramowanie,
komputer typu laptop i akcesoria, roczna gwarancja na
czesci i robocizne; obejmuje instalacje
72-Well Rotor Do przytrzymywania probéwek Strip Tubes and Caps, 9018903
0,1 ml, o objetosciach reakcyjnych 10-50 pl
Locking Ring Do blokowania probéwek Strip Tubes and Caps, 0,1 ml 9018904
72-Well Rotor w rotorze 72-Well Rotor
Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wytgczenia odpowiedzialnosci

poszczegodlnych produktéw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku
uzytkownika zestawu QIAGEN. Instrukcje obstugi i podreczniki uzytkownika zestawéw

QIAGEN sg dostepne pod adresem www.giagen.com. Mozna je takze zamoéwi¢ w serwisie

technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy QIAGEN.
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Historia zmian dokumentu

Wersja

Opis

98

R3, wrzesien 2021 r.

R4, styczen 2022 r.
R5, wrzesien 2022 r.

Uzupetnienie o$wiadczenia:

1.
2.
3.

Dodano informacje na temat wykonywania testéw przy uzyciu probek sliny.
Zmodyfikowano procedure.

Dodano informacje na temat uzywania 3 dodatkowych platform z odpowiednim
oprogramowaniem: aparat CFX96 Dx z oprogramowaniem CFX Manager Dx
Software w wersji 3.1.3090.1022 (lub wyzszej), aparat cobas z 480
z oprogramowaniem LightCycler 480 SW UDF w wersji 2.0.0 (lub wyzszej) oraz
aparat QuantStudio 5 Dx z oprogramowaniem QuantStudio 5 Dx IVD Software
w wersji 1.0.1 (lub wyzszej).

. W czesci dotyczacej skutecznosci dodano granice wykrywalnosci prébek wymazow
z nosogardzieli, nosa i ustnej czesci gardta badanych przy uzyciu 3 dodatkowych
platform (aparaty CFX96 Dx, cobas z 480, QuantStudio 5 Dx).

. Zaktualizowano cze$c¢ dotyczgcg parametrow skutecznosci.

. W przypadku aparatu RGQ zachowano wytgcznie nazwy kanatow
fluorescencyjnych (Green, Red, Yellow) (usunigeto nazwy barwnikéw w nawiasach).

. Nazwy barwnikéw zostaty zachowane w przypadku aparatéw CFX96 Dx, ABI7500
Fast Dx, cobas z 480 i QuantStudio 5 Dx.

. W przypadku aparatu ABI7500 Fast Dx usunigto informacje dotyczace filtrow
fluorescencyjnych A/1, B/2 i E/5. Zachowano jedynie nazwy barwnikéw (Fam, Vic
i Cy5).

. Wprowadzono zmiany w Tabelach 34-37 w czesci dotyczacej skutecznosci

klinicznej w celu poprawienia czytelnosci.

Poprawiono btad pisowni — Tabela 39.

Zaktualizowano tres¢ czesci Przechowywanie i sposob postepowania z odczynnikami
Zaktualizowano zawartos¢ Tabeli 17.
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Umowa ograniczonej licencji dla zestawu artus SARS-CoV-2 Prep&Amp UM Kit

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

1. Niniejszy produkt moze by¢ uzytkowany wytgcznie zgodnie z protokotami dotaczonymi do produktu oraz niniejszg instrukcjg obstugi i wytacznie ze sktadnikami
wchodzgcymi w skiad tego panelu. Firma QIAGEN nie udziela Zzadnej licencji w zakresie praw wiasnosci intelektualnej do uzytkowania niniejszego panelu ze
sktadnikami nienalezagcymi do panelu, z wyjatkiem przypadkéw opisanych w protokotach dotgczonych do produktu, niniejszej instrukcji obstugi oraz dodatkowych
protokotach dostepnych na stronie www.giagen.com. Niektére dodatkowe protokoty zostaty sformutowane przez uzytkownikéw rozwigzan QIAGEN z myslg o innych
uzytkownikach rozwigzan QIAGEN. Takie protokoty nie zostaty doktadnie przetestowane ani poddane procesowi optymalizacji przez firmg QIAGEN. Firma QIAGEN
nie gwarantuje, Ze nie naruszajg one praw oséb trzecich.

2. Firma QIAGEN nie gwarantuje, Ze niniejszy panel i/lub jego uzytkowanie nie narusza praw oséb trzecich. Wyjatek stanowig jedynie wyraznie okreslone licencje.
3. Panel oraz jego sktadniki sg na mocy licencji przeznaczone wytgcznie do jednorazowego uzytku i nie mozna ich ponownie uzywac, regenerowac lub sprzedawac.
4. Firma QIAGEN nie udziela zadnych innych licencji, wyrazonych ani dorozumianych, poza tymi, ktére s wyraznie okreslone.

5. Nabywca i uzytkownik panelu zobowigzuje sig nie podejmowac dziatan ani nie zezwala¢ innym osobom na podejmowanie dziatan, ktére mogg doprowadzi¢ do
wykonania lub umozliwi¢ wykonanie zabronionych czynno$ci wymienionych powyzej. Firma QIAGEN moze wyegzekwowacé przestrzeganie zakazow niniejszej Umowy
ograniczonej licencji i wnies¢ sprawe do dowolnego sadu. Ma takze prawo zazada¢ zwrotu kosztow wszelkich postepowan i kosztéw sgdowych, w tym wynagrodzen
prawnikéw, zwigzanych z egzekwowaniem postanowieri Umowy ograniczonej licencji lub wszelkich praw wiasnosci intelektualnej w odniesieniu do zestawu i/lub jego
sktadnikow.

Aktualne warunki licencyjne sg dostepne na stronie www.qiagen.com.
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Znaki towarowe: QIAGEN®, Sample to Insight®, artus®, Prep&Amp™, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC® (American Type Culture Collection); CFX96™, Hard-
Shell® (Bio-Rad Laboratories, Inc.); Clinical and Laboratory Standards Institute®, CLSI® (Clinical and Laboratory Standards Institute, Inc); Zeptometrix®, NATtrol™
(Cole-Parmer); Colgate®, Total SF Whitening™ (Colgate-Palmolive Company); Listerine® (Johnson & Johnson); Tussidane® (Laboratoires Des Realisations
Therapeutiques Elerte); Pulmofluide® (Laboratoires Gerda); Excel® (Microsoft Corporation); Ricola® (Ricola Group); cobas®, LightCycler® (Roche Group); ABI®,
MicroAmp™, EnduraPlate™, QuantStudio®, Thermo Fisher Scientific® (Thermo Fisher Scientific or its Subsidiaries); Altoids® (Wm. Wrigley Jr. Company).
Zastrzezonych nazw, znakéw towarowych itd. wykorzystywanych w niniejszym dokumencie, nawet jezeli nie zostaty oznaczone jako zastrzezone, nie mozna uwazac¢
za niechronione przepisami prawa.

09/2022 R5 HB-2850-005 © 2021 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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