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1. Informacje na temat instrukcji uzytkowania

Niniejsza instrukcja uzytkowania zawiera informacje na temat uzywania zestawu
AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. W rozdziatach 1-6 i 9—14 zawarte sg
podstawowe informacje i instrukcje, ktére dotyczg wszystkich procedur pracy z
zestawem AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. W rozdziale 7 podano instrukcje
na temat sposobdw uzywania wyrobu z systemem AltoStar® Automation System
AM16 (Hamilton; w dalszej czesci instrukcji okreslanym jako system AltoStar®
AM16), oprogramowaniem AltoStar® Connect (wersja 1.7.4 lub wyzsza, Hamilton)
dla automatycznych badan PCR oraz urzgdzeniem CFX96™ Deep Well Dx System*
(Bio-Rad, w dalszej czesci instrukcji okreslanym jako urzadzenie CFX96™ DW Dx)
z oprogramowaniem CFX Manager™ Dx (wersja 3.1, Bio-Rad) dla badan PCR w
czasie rzeczywistym. W rozdziale 8 podano instrukcje dotyczgce sposobu uzywania
zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 z innymi metodami izolacji kwasu
nukleinowego i urzgdzeniami PCR w czasie rzeczywistym. Szczegdétowe informacje
na temat uzywania systemu AltoStar® AM16, oprogramowania AltoStar® Connect,
zestawu AltoStar® Purification Kit 1.5, AltoStar® Internal Control 1.5 oraz urzgdzenia
CFX96™ DW Dx, znajdujg sie w odpowiednich instrukcjach obstugi:

» Instrukcja obstugi systemu do diagnostyki IVD AltoStar® Automation System
AM16 (Hamilton)

» Instrukcja obstugi oprogramowania AltoStar® Connect IVD (Hamilton)

» Instrukcja uzytkowania AltoStar® Purification Kit 1.5

* Instrukcja uzytkowania AltoStar® Internal Control 1.5

»  Systemy CFX96™ Dx i CFX96™ Deep Well Dx Instrukcja obstugi (Bio-Rad)

* ,CFX96™ Deep Well Dx System” to nowa nazwa firmowa systemu CFX96™ Deep Well
Real-Time PCR Detection System (system detekcji) (Bio-Rad) w wersji do IVD.
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W niniejszej instrukji, terminy OSTROZNIE i UWAGA majg nastepujgce znaczenie:

Instrukcje lub procedury operacyjne, ktérych nieprzestrzeganie moze

sta¢ sie przyczyng obrazen ciata lub negatywnie wptywaé¢ na dziatanie
~ wyrobu. Skontaktuj sie z dziatem pomocy technicznej altona Diagnostics,
aby uzyskaé¢ pomoc.

UWAGA

- Przydatne informacje dla uzytkownika, ktére nie sg kluczowe dla
1 wykonywanego zadania.

Nalezy uwaznie zapoznac sie z trescig instrukcji uzytkowania przed uzyciem
wyrobu.

2. Przeznaczenie zestawu

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 to test diagnostyczny in vitro
oparty na technologii do wykonywania badan PCR w czasie rzeczywistym,
stuzacy do wykrywania i rozrézniania jako$ciowego DNA wtasciwego dla wirusa
opryszczki pospolitej 1 (HSV-1), wirusa opryszczki pospolitej 2 (HSV-2) i wirusa
ospy wietrznej i pétpasca (VZV) w wymazach skoérnych i $luzéwkowo-skérnych.
Jest on przeznaczony do stosowania jako pomoc w diagnozie zakazen HSV-1,
HSV-2 i VZV.

Wyniki wygenerowane przez zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 muszg
by¢ interpretowane w potgczeniu z innymi danymi klinicznymi i laboratoryjnymi.

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 jest przeznaczony do uzycia przez
osoby wykwalifikowane, przeszkolone w technikach biologii molekularnej oraz
procedurach diagnostyki in vitro.
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3. Zawartos¢ zestawu
Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 obejmuje nastepujace skfadniki:

Tabela 1: Skfadniki zestawu

Objetos¢
Kolor zakretki Sktadnik Liczba probéwek [nominalna
[ul/probowke]

Niebieski Master A"
Fioletowy Master B"

Czerwony PC#

N N o 0o

Biaty NTC® 250

" Zawiera materiat biologiczny pochodzenia zwierzecego

2 Zawiera dodatkowg objeto$¢ 25 pl w celu kompensacji martwej objetosci w systemie
AltoStar® AM16

9 Zawiera dodatkowg objeto$¢ 55 pl w celu kompensacji martwej objetosci w systemie
AltoStar® AM16

4 Positive Control (kontrola pozytywna) zawiera DNA wiasciwe dla HSV-1, HSV-2 i VZV
5 No Template Control (kontrola negatywna)

Przed pierwszym uzyciem sprawdz kompletnos¢ zestawu i jego
sktadnikow, jak réwniez numer, typ i stopien napetnienia. Nie uzywaj
wadliwego lub niekompletnego wyrobu, poniewaz moze to negatywnie
wptywac na jego dziatanie.

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 zawiera wystarczajacg liczbe
odczynnikéw, na wykonanie 96 reakcji przy liczbie badan nieprzekraczajgcej 8.

Zestaw jest transportowany w suchym lodzie. Po odbiorze i przed pierwszym
uzyciem, sprawdz zestaw i jego skfadniki:

* Integralnosé
«  Kompletnos$¢, numer, typ i stopien napetnienia

* Prawidtowos¢ etykiet

10
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e Termin waznosci
» Stopien zamrozenia

*  Przejrzystos¢ i brak zanieczyszczen

W przypadku, gdy jeden lub wiecej sktadnikow zestawu nie jest zamrozony podczas
dostawy, jesli probowki zostaly uszkodzone podczas transportu lub wystepujg ich
braki, nalezy skontaktowac sie z dziatem pomocy technicznej altona Diagnostics
(patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).

4. Przechowywanie i zastosowanie

Wszystkie odczynniki dotgczone do zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
stanowig roztwory gotowe do uzycia.

4.1 Przechowywanie

Wszystkie sktadniki zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 po dostawie
powinny by¢ przechowywane w temperaturze od -25 °C do -15 °C.

Nieprawidtowe warunki przechowywania mogg negatywnie wptywac¢ na
dziatanie wyrobu.

Nie uzywaj wyrobow po terminie waznosci. Uzycie elementéw zestawu
po terminie wazno$ci moze negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

4.2 Zastosowanie

czasow przetwarzania podanych w niniejszej instrukcji uzytkowania,

: Nie nalezy przekracza¢ liczby cykli zamrazania/rozmrazania oraz
poniewaz moga one negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

11
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A

Nieprawidtowe stosowanie sktadnikow zestawu i prébek moze sta¢ sie
przyczyng kontaminacji i negatywnie wptywac¢ na dziatanie wyrobu:

- Nie zamienia¢ zakretek do fiolek lub butelek.

- Materiat, dla ktérego stwierdzono wynik pozytywny lub potencjalnie
pozytywny nalezy przechowywaé osobno od skfadnikow zestawu.

- Nalezy korzysta¢ z oddzielnych obszaréw roboczych do
przygotowania prébki/konfiguracji reakcji oraz amplifikacji/detekc;ji.

- Zawsze utylizowaé rekawiczki po kontakcie z materiatem, ktérego
test dat wynik pozytywny lub potencjalnie pozytywny.

- Nie otwiera¢ ptytek do PCR i/lub probéwek po amplifikacji.

Nie miesza¢ sktadnikédw zestawu pochodzgcych z réznych numeréw
partii. Uzycie réznych numeréw partii zestawdw moze negatywnie
wptywac na dziatanie wyrobu.

4.2.1 Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B

Po rozmrozeniu, mieszaniny reakcyjne Master A i Master B zachowujg stabilnosc¢

przez 5 godzin w temperaturze do +30 °C.

UWAGA

1

Jesli mieszaniny reakcyjne Master A i Master B zostaty rozmrozone i
niewykorzystane, mogg by¢ one zamrozone i rozmrozone ponownie
do uzycia podczas kolejnych badan. Po otwarciu, nalezy zutylizowac
dotychczasowe zakretki i uzyé nowych zakretek, aby unikngc
kontaminacji odczynnikow.

4.2.2 Positive Control (kontrola pozytywna) i No Template
Control (kontrola negatywna)

1. Po rozmrozeniu, Positive Control (PC, kontrola pozytywna) oraz No Template
Control (NTC, kontrola negatywna) zachowujg stabilnos¢ przez 5 godzin w
temperaturze do +30 °C.

12
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2. Nalezy utylizowac zakretki probéwek PC i NTC po kazdym uzyciu i uzywaé
nowych zakretek, aby unikng¢ kontaminacji odczynnikow.

3. Po uzyciu zamkng¢ probowki PC i NTC nowymi zakretkami i natychmiast
zamrozic.

4. Nie przekracza¢ liczby cykli zamrazania-rozmrazania dla probéwek PC i
NTC: Rozmrazanie 1 — Zamrazanie 1 — Rozmrazanie 2 — Zamrazanie 2 —
Rozmrazanie 3 — Zamrazanie 3 — Rozmrazanie 4

5. Opis wyrobu

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 to test diagnostyczny in vitro
stuzacy do wykrywania i rozrézniania jakosciowego DNA wiasciwego dla HSV-1,
HSV-2 i VZV w wymazach skoérnych i sluzéwkowo-skoérnych.

Jest on oparty na technologii do wykonywania badan PCR w czasie rzeczywistym,
wykorzystuje reakcje fancuchowg polimerazy (PCR) w celu amplifikacji sekwenciji
docelowych wiasciwych dla HSV-1, HSV-2 i VZV oraz oznakowane barwnikiem
fluorescencyjnym sondy wtasciwe dla sekwencji docelowej, umozliwiajgce detekcje
amplifikowanego DNA.

Poza systemem detekcji i amplifikacji DNA wtasciwego dla HSV-1, HSV-2 i
VZV, test zawiera réwniez oligonukleotydy umozliwiajgce amplifikacje i detekcje
kontroli wewnetrznej (w dalszej czesci instrukcji okreslanej jako IC; AltoStar®
Internal Control 1.5).

Sondy wiasciwe dla DNAHSV-1 sg oznakowane fluoroforem ROX™, sondy wiasciwe
dla DNA HSV-2 sg oznakowane fluroforem Cy5, natomiast sondy wiasciwe dla DNA
VZV sg oznakowane fluoroforem FAM™. Sonda wiasciwa dla IC jest oznakowana
fluoroforem JOE™ wykrywanym na przyktad w kanale VIC™.

Uzycie sond zwigzanych z réznymi barwnikami umozliwia réownolegte wykrywanie
DNA wtasciwego dla HSV-1, HSV-2 i VZV oraz IC w danych kanatach detekcji
stosowanego urzgdzenia PCR w czasie rzeczywistym.

13
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5.1 Podstawowe informacje

Herpesviridae (synonim: herpeswirusy) to duza rodzina wiruséw DNA powodujgcych
choroby u zwierzat i ludzi [1,2]. Wszystkie wirusy z rodziny herpesviridae zawierajg
wzglednie duzy, dwuniciowy, liniowy genom DNA [1,2]. Wedlug patogennosci,
zakresu gospodarzy i typu replikacji, rodzina herpesviridae dzieli sie na trzy grupy:
alpha-, beta- i gammaherpesviridae [1,2]. Alphaherpesviridae (wirusy herpes alfa)
charakteryzujg sie krotkim cyklem reprodukcyjnym, szybkim niszczeniem komérek
gospodarza oraz zdolnoscig do replikacji w réznych tkankach gospdarza [1,2].
Podstawowym atrybutem tych wiruséw jest zdolno$¢é do wywotania trwajgcego cate
zycie zakazenia utajonego w obwodowym ukfadzie nerwowym gospodarza [1,2].
Do grupy wiruséw herpes alfa nalezg ludzki patogenny wirus opryszczki pospolitej
typu 1 (HSV-1), wirus opryszczki pospolitej typu 2 (HSV-2) oraz wirus ospy wietrznej
i pétpasca (VZV) [1,2].

Zakazenia wirusem opryszczki pospolitej typu 1 (HSV-1) i wirusem opryszczki
pospolitej typu 2 (HSV-2) wystepujg na catym Swiecie bez szczegolnego rozktadu
sezonowego [3,4]. Wirus jest przenoszony przez kontakt z ptynami ustrojowymi,
ranami lub skorg osoby zakazonej [4]. Pomimo, Zze zwykle ich przebieg jest
bezobjawowy, zakazenia wirusem HSV mogg wywotywaé szereg objawow
klinicznych. Zakazenie pierwotne wirusem HSV-1 gtéwnie powoduje opryszczke
ust, ale moze rowniez prowadzi¢ do opryszczki narzadéw rodnych. Zakazenia
pierwotne wirusem HSV-2 zwykle powodujg opryszczke narzadéw rodnych [4].
Objawy opryszczki obejmujg bolesne pecherze lub wrzody w miejscu zakazenia [4].
Po zakazeniu pierwotnym wirusem HSV-1 lub HSV-2 nastepuje okres zakazenia
utajonego w zwojach nerwowych [5,6]. Wirus podlega okresowej reaktywacji i
przenosi sig przez aksony nerwoéw do miejsc zakazenia ust lub narzadéw rodnych,
powodujgc zakazenia komodrek nabtonkowych, a w niektérych przypadkach
pecherze lub wrzody [4,5]. W rzadkich przypadkach, zakazenie wirusem HSV moze
mie¢ powazne objawy kliniczne, takie jak zapalenie mdzgu, zapalenie rogowki
(zakazenie oka) oraz opryszczke u noworodkéw [2,4].

14
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Wirus VZV rozprzestrzenia sige drogg kropelkowg lub przez bezposredni kontakt z
zakazng zmiang chorobowg [1,2]. Ponad 90% oso6b dorostych posiada przeciwciata
przeciwko wirusowi VZV [1,2]. Wirus moze objawia¢ sie w dwdch postaciach
klinicznych: varicella (ospa wietrzna) oraz zoster (po6tpasiec) [1,2]. Ospa wietrzna to
pierwotne zakazenie wirusemVZV [1, 2]. Jest bardzo zakazna i wystepuje najczesciej
u dzieci [1,2]. W przeciwienstwie do zakazen pierwotnych innymi wirusami z rodziny
Herpesviridae, ospa wietrzna ma zwykle widoczne objawy kliniczne i charakteryzuje
sie wystepujacg na catym ciele wysypka, czesto potgczong z gorgczkg [1,2]. Zoster
(potpasiec) stanowi zakazenie wtorne spowodowane reaktywacjg utajonego wirusa
VZV w zwojach nerwowych [1,2]. Potpasiec zwykle wystepuje u osoéb dorostych
lub pacjentdw o obnizonej odpornosci oraz charakteryzuje sie bolem i wysypka
pecherzykowg w jednym lub kilku obszarach skéry, zwykle w potgczeniu zzapaleniem
korzenia czuciowego nerwu rdzeniowego lub zwoju nerwu czaszkowego [1,2,7].

PCR w czasie rzeczywistym to wiarygodna metoda umozliwiajgca wykrycie i
rozréznienie wirusow herpes alfa i tym samym jest kluczowa w zapobieganiu
dalszym zakazeniom wirusem i rozprzestrzeniania sie powigzanych z nimi choréb.

5.2 Opis skltadnikéw zestawu

5.2.1 Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B

Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B zawierajg wszystkie skfadniki (roztwor
buforowy PCR, polimeraze DNA, s6l magnezu, startery i sondy) umozliwiajgce
amplifikacje oraz wykrycie sekwencji docelowej DNA wtasciwej dla HSV-1, HSV-2 i
VZV oraz IC w pojedynczej konfiguracji reakciji.

5.2.2 Positive Control (kontrola pozytywna)

PC zawiera wystandaryzowane stezenia DNA wtasciwego dla HSV-1, HSV-2 i
VZV. PC jest stosowany do weryfikowania funkcjonalnosci wchodzgcych w sktad
zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 systemoéw amplifikacji i detekciji
wiasciwych dla HSV-1, HSV-2 i VZV.
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5.2.3 No Template Control (kontrola negatywna)

NTC nie zawiera DNA wtasciwego dla HSV-1, HSV-2 ani VZV, natomiast zawiera
matryce IC. NTC jest stosowana jako kontrola negatywna podczas analizy PCR
w czasie rzeczywistym DNA wiasciwego dla HSV-1, HSV-2 i VZV oraz wskazuje
ewentualng kontaminacje mieszaniny reakcyjnej Master A i Master B.

5.3 Procedury wykonywania badan

5.3.1 Zautomatyzowana procedura badania AltoStar®
Workflow

Zautomatyzowana procedura badania AltoStar® Workflow obejmuje nastepujgce
wyroby do IVD:

+ System AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton)

*  Oprogramowanie AltoStar® Connect w wersji 1.7.4 lub nowszej (Hamilton)

e CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad) z oprogramowaniem CFX
Manager™ Dx w wers;ji 3.1 (Bio-Rad)

Procedura wykonywania badan obejmuje nastepujgce kroki:

1. Programowanie badania AltoStar®.

2. Seria oczyszczania w systemie AltoStar® AM16 z uzyciem zestawu AltoStar®
Purification Kit 1.5 oraz AltoStar® Internal Control 1.5.

3. Konfiguracja ptytki do PCR wykonana w systemie AltoStar® AM16 z uzyciem
zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5.

4. Badanie PCR w czasie rzeczywistym na urzgdzeniu CFX96™ DW Dx.

Szczegotowe informacje o kroku 3 i 4 procedury wykonywania badan znajdujg sie
w rozdziale 7. Korzystanie z zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 z
zautomatyzowang procedurg badania AltoStar® Workflow. Wszystkie typy probek
i objetosci prébek kompatybilne z zestawem AltoStar® Purification Kit 1.5 moga
by¢ przetwarzane réwnoczesnie w systemie AltoStar® AM16. Kazdg prébke mozna
analizowac¢ réwnolegle takg liczbg testow PCR w czasie rzeczywistym, na jaka
pozwala ilos¢ dostepnego eluatu.

16



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

UWAGA

L : - ' .
Testy, dla ktérych wymagane sg rézne profile temperaturowe analizy
1 PCR, sg automatycznie sortowane do oddzielnych ptytek do PCR.

5.3.2 Inne procedury wykonywania badan

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 moze by¢ stosowany w innych
procedurach wykonywania badan (manualnych lub automatycznych). Urzadzenia
PCR w czasie rzeczywistym, ktére zostaty zatwierdzone do uzywania z zestawem
AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 zostalty podane w rozdziale 5.3.2.2
Urzagdzenia PCR w czasie rzeczywistym. Mozliwo$¢ stosowania alternatywnych
procedur izolacji wymaga dodatkowej walidacji przez uzytkownika.

5.3.2.1 lzolacja kwasu nukleinowego

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 moze by¢ stosowany z systemami
izolacji kwasu nukleinowego innymi niz system AltoStar® AM16. Mozliwo$¢
stosowania alternatywnych procedur izolacji kwasu nukleinowego wymaga
dodatkowej walidacji przez uzytkownika. W rozdziale 8.2.1 Przygotowanie prébki
znajdujg sie instrukcje dotyczace uzytkowania AltoStar® Internal Control 1.5 w
potgczeniu z metodami izolacji innymi niz zestaw AltoStar® Purification Kit 1.5.

5.3.2.2 Urzadzenia PCR w czasie rzeczywistym

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 zostat opracowany i zwalidowany
do pracy z nastepujgcymi urzgdzeniami PCR w czasie rzeczywistym:

e CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

*+ CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

* ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

* QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)
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W przypadku uzywania jednego z podanych powyzej urzadzenn PCR w czasie
rzeczywistym (za wyjatkiem urzgdzenia CFX96™ Deep Well Dx System),
konfiguracja badania PCR, programowanie urzgdzenia i analiza danych muszg by¢
wykonane manualnie (szczegotowe informacje znajdujg sie w rozdziatach od 8.2.2
Przygotowanie mieszaniny master mix do 8.2.5 Analiza danych).

5.4 Materiat do badan

5.4.1 Rodzaje materiatu do badan

Nastepujgce rodzaje materiatu do badan sg zwalidowane do uzycia z zestawem
AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5:

*  Wymazy skérne pobrane do uniwersalnego medium transportowego

« Wymazy Sluzéwkowo-skérne pobrane do uniwersalnego medium
transportowego

Nie uzywac innych rodzajéw materiatu do badan! Uzycie innych rodzajow
materiatu do badan moze negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

5.4.2 Pobieranie i postepowanie z pobranym materiatem

Do pobierania probek nalezy stosowa¢ dostepne w sprzedazy wymazowki
zakonczonej witdknem dacron lub poliestrowym z plastikowg pateczkg. Suche
wymazdéwki nalezy zwilzy¢ uniwersalnym medium transportowym (np. UTM® firmy
Copan). Nie nalezy uzywa¢ wymazdéwek z alginianem wapnia, wymazoéwek z
patyczkami drewnianymi i/lub koncéwkami bawetnianymi, jak réwniez wymazowek
zebranych w zelu agarowym. Materiat nalezy transportowac zgodnie z przepisami
lokalnymi i krajowymi dotyczgcymi transportu materiatu biologicznego.

Przed uzyciem, wymazy skorne i $luzéwkowo-skérne powtdrnie zawieszone w
UTM® mozna przechowywac nie diuzej niz 48 godzin w temperaturze pokojowej
(od +20 °C do +25 °C), 5 dni w temperaturze od +2 °C do +8 °C lub 2 miesigce w
temperaturze od -25 °C do -15 °C.
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Prébki nalezy zawsze traktowa¢ jako materiat zakazny i stanowigcy

zagrozenie biologiczne, zgodnie z procedurami bezpieczenstwa i

/ praktykami obowigzujgcymi w danym laboratorium. W przypadku

y \ rozlania materiatu probki, natychmiast uzy¢ odpowiedniego $rodka

~ dezynfekujacego. Skazone materialy nalezy traktowaé jako zagrozenie
biologiczne.

- Przechowywanie zamrozonych prébek nie wptywa negatywnie na
dziatanie zestawu. W przypadku uzycia prébek zamrozonych nalezy

1 upewni¢ sie, ze probki sg catkowicie rozmrozone i prawidtowo
wymieszane przed uzyciem.

UWAGA

A Probki nie mogg zawiera¢ substancji statych i sktadnikow o wysokiej

lepkosci. Substancje state i sktadniki o wysokiej lepkosci wptywajg na

1 przenoszenie probek na systemie AltoStar® AM16 i moga spowodowac,
ze probki nie zostang przetworzone.

UWAGA

- Uzycie wymazoéwek z alginianem wapnia moze powodowac
1 nieprawidtowe lub niewtasciwe wyniki ze wzgledu na inhibicje PCR.

Uzycie wymazéwek z drewniang pateczkg i/lub koncéwkami
L bawetnianymi lub z Zzelem agarowym jako medium transportowym moze
1 negatywnie wptywa¢ na przenoszenie probek na systemie AltoStar®
AM16 ze wzgledu na pozostatosci drewna, bawetny i/lub agaru oraz
spowodowac, ze probki nie zostang przetworzone.
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6. Ostrzezenia, srodki ostroznosci i ograniczenia

Przed pierwszym uzyciem sprawdz kompletno$¢ zestawu i jego skfadnikow,
jak réwniez numer, typ i stopien napetnienia. Nie uzywaj wadliwego lub
niekompletnego wyrobu, poniewaz moze to negatywnie wptywaé na jego
dziatanie.

Nieprawidtowe warunki przechowywania mogg negatywnie wptywac¢ na
dziatanie wyrobu.

Nie uzywaj wyrobéw po terminie waznosci. Uzycie elementéw zestawu po
terminie wazno$ci moze negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

Nie nalezy przekraczac liczby cykli zamrazania/rozmrazania oraz czasow
przetwarzania podanych w niniejszej instrukcji uzytkowania, poniewaz moga
one negatywnie wpltywac¢ na dziatanie wyrobu.

Nieprawidtowe stosowanie sktadnikdbw zestawu i probek moze sta¢ sie
przyczyng kontaminacji i negatywnie wptywac¢ na dziatanie wyrobu:

> Nie zamienia¢ zakretek do fiolek lub butelek.

o Materiat, dla ktérego stwierdzono wynik pozytywny lub potencjalnie
pozytywny nalezy przechowywaé osobno od skfadnikow zestawu.

o Nalezy korzysta¢ z oddzielnych obszaréw roboczych do przygotowania
prébki/konfiguracji reakcji oraz amplifikacji/detekcji.

o Zawsze utylizowa¢ rekawiczki po kontakcie z materiatem, ktérego test dat
wynik pozytywny lub potencjalnie pozytywny.

o Nie otwiera¢ ptytek do PCR i/lub probéwek po amplifikacji.

Nie mieszac sktadnikéw zestawu pochodzgcych z réznych numerdéw partii.
Uzycie réznych numerdw partii zestawdw moze negatywnie wptywaé na
dziatanie wyrobu.

Nie uzywac¢ innych rodzajéow materiatu do badan! Uzycie innych rodzajéw
materiatu do badar moze negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

Probki nalezy zawsze traktowa¢ jako materiat zakazny i stanowigcy
zagrozenie biologiczne, zgodnie z procedurami bezpieczenstwa i praktykami
obowigzujgcymi w danym laboratorium. W przypadku rozlania materiatu
prébki, natychmiast uzy¢ odpowiedniego $rodka dezynfekujgcego. Skazone
materiaty nalezy traktowac jako zagrozenie biologiczne.

Przechowywanie eluatow w nieprawidtowych warunkach moze sta¢ sie
przyczyng degradacji sekwencji docelowej HSV-1, HSV-2 i/lub VZV i moze
negatywnie wptywac¢ na dziatanie wyrobu.
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Nie nalezy uzywac wersji protokotu testu innego, niz wskazany na kodzie
kreskowym 2D w niniejszej instrukcji uzytkowania. Uzycie nieprawidtowej
wersji protokotu testu moze negatywnie wptywaé na dziatanie wyrobu.

Brak odwirowania sktadnikéw zestawu po rozmrozeniu moze spowodowaé
kontaminacje pozostato$cig odczynnikdw na zakretkach i negatywnie wptywaé
na dziatanie wyrobu.

Nie uzywaj ponownie zakretek do probdéwek, aby unikng¢ kontaminaciji
odczynnikéw, poniewaz moze to negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

Podobnie jak w przypadku innych badan diagnostycznych, wyniki nalezy
interpretowac z uwzglednieniem danych klinicznych i laboratoryjnych.

Obecnos$¢ inhibitorow PCR moze powodowac nieprawidtowe lub fatszywie
negatywne wyniki.

Nie nalezy uzywac innych objetosci mieszaniny reakcyjnej Master Ai Master B
dla konfiguracji mieszaniny master mix, niz podane w niniejszej instrukciji
uzytkowania, poniewaz moze to negatywnie wptywac¢ na dziatanie wyrobu.

Nie nalezy przekracza¢ czasu przechowywania mieszaniny PCR, poniewaz
moze to negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

Nie nalezy miesza¢ probek lub identyfikatorow probek podczas badania PCR
lub przenoszenia do urzadzenia PCR. Moze to powodowac¢ wyniki fatszywie
pozytywne lub fatszywie negatywne ze wzgledu na nieprawidtowe przypisanie
probek.

Nie uzywaj innych parametréw profilu termicznego niz podany w niniejszej
instrukcji uzytkowania, poniewaz moze to negatywnie wptywac na dziatanie
wyrobu.

Nie uzywaj innych ustawien analizy danych niz podane w niniejszej instrukcji
uzytkowania, poniewaz moze to powodowacé nieprawidtowe wyniki IVD.

W przypadku prébki zawierajgcej patogeny inne niz HSV-1, HSV-2 i/llub VZV,
moze wystepowac konkurencja z amplifikowang sekwencjg docelowag lub
reaktywnosc¢ krzyzowa, powodujgce nieprawidtowe wyniki IVD.

Odpady niebezpieczne i biologiczne nalezy utylizowa¢ zgodnie =z
obowigzujgcymi przepisami lokalnymi i krajowymi, aby unikng¢ skazenia
Srodowiska.

Potencjalne mutacje w obszarach sekwencji docelowej genomu HSV-1,
HSV-2 i/lub VZV objete starterami i/lub sondami uzytymi w zestawie mogg
powodowac niewykrycie obecnosci patogenu.

21



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

7. Korzystanie z zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus
PCR Kit 1.5 z zautomatyzowang procedura badania
AltoStar® Workflow

W tej czesci instrukcji uzytkowania opisane zostato uzycie zestawu AltoStar®
alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 z zautomatyzowang procedurg badania AltoStar®
Workflow. Zautomatyzowana procedura badania AltoStar® Workflow obejmuje
wykorzystanie réznych wyrobéw przeznaczonych do 1VD (System AltoStar® AM16,
oprogramowanie AltoStar® Connect, zestaw AltoStar® Purification Kit 1.5, AltoStar®
Internal Control 1.5 oraz urzgdzenie CFX96™ DW Dx). Szczegotowe informacje na
temat sposobu uzywania tych wyrobéw znajdujg sie w odpowiednich instrukcjach
obstugi i uzytkowania.

» Instrukcja obstugi systemu do diagnostyki IVD AltoStar® Automation System
AM16 (Hamilton)

* Instrukcja obstugi oprogramowania AltoStar® Connect IVD (Hamilton)

» Instrukcja uzytkowania AltoStar® Purification Kit 1.5

* Instrukcja uzytkowania AltoStar® Internal Control 1.5

»  Systemy CFX96™ Dx i CFX96™ Deep Well Dx Instrukcja obstugi (Bio-Rad)

7.1 Objetos¢ probki

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 jest zwalidowany do badania probek
kwasu nukleinowego oczyszczonych z 500 pl probki wyjsciowej w przypadku uzycia
go z systemem AltoStar® AM16. Nalezy uwzgledni¢ dodatkowa objetosci prébki ze
wzgledu na martwg objetos¢ stosowanej probowki (patrz rozdziat 7.2 Probowki).

7.2 Probowki

Probéwki kompatybilne z systemem AltoStar® AM16 mozna zakupi¢ w firmie altona
Diagnostics (probowka 7 ml z zakretka, 82 x 13 mm, VKO000010). Mozliwos¢
stosowania innych probéwek wymaga dodatkowej walidacji przez uzytkownika.
Szczegdtowe informacje znajdujg sie w instrukcji uzytkowania zestawu AltoStar®
Purification Kit 1.5.
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7.3 Kody kreskowe prébek

W celu automatycznej identyfikacji probek przez system AltoStar® AM16, wszystkie
probédwki musza by¢ oznakowane odpowiednim kodem kreskowym. Szczegotowe
informacje znajdujg sie w instrukcji uzytkowania zestawu AltoStar® Purification
Kit 1.5.

7.4 Materialy i urzadzenia wymagane, ale nie dotagczone do
zautomatyzowanej procedury badania AltoStar® Workflow

Materiaty i urzgdzenia podane w tabeli 2 nalezy zaméwic¢ w firmie altona Diagnostics.

Tabela 2: Wymagane materialy i urzadzenia

Numer

Material Opi
atera pis katalogowy

Zestaw wyrobow obejmujacy system

AltoStar® Automation System AM16,

oprogramowanie AltoStar® Connect AM16
(wersja 1.7.4 lub nowsza) oraz

wyposazenie |IT

AltoStar® Molecular Diagnostic
Workflow

Zestaw wyrobow obejmujacy urzgdzenie
CFX96™ Deep Well Dx System z
AltoStar® Detection oprogramowaniem CFX Manager™ Dx DT16
(wersja 3.1), skaner kodow kreskowych
oraz wyposazenie |IT

Zestaw odczynnikéw do izolowania i

e . oczyszczania kwasu nukleinowego do PK15-16/
AltoStar® Purification Kit 1.5 uzycia z systemem AltoStar® Automation PK15-46
System AM16

Kontrola izolacji kwasu nukleinowego oraz ~ 1C15-16/

AltoStar® Intemal Control 1.5 1 kacji i detekdji PCR IC15-46

96-studzienkowa ptytka z niskg ramka
PCR Plate boczng, z kodem kreskowym i biatymi VKO000005
studzienkami reakcyjnymi

PCR Plate Sealing Foil Folia do zamykania ptytek do PCR VK000006
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Material Opis Numer
katalogowy

Koncowki z filtrem 1000 pl do uzycia z

1,000 pyl CO-RE Tips systemem AltoStar® Automation System VK000007
AM16
Koncowki z filtrem 300 pl do uzycia z

300 ul CO-RE Tips systemem AltoStar® Automation System VK000008
AM16

Brealig T Probowkll z kodem kreskowym do tgczenia VK000002
odczynnikéw PCR
Sterylny woreczek, z mozliwoscig
sterylizacji w autoklawie, do uzycia z

Waste Bag systemem AltoStar® Automation System VK000009
AM16

Screw Cap - red Zakretka na probowki z PC (czerwony) VK000012
Zakretka na probowki z mieszaning

Screw Cap - blue reakcyjng Master A (niebieski) VK000013
Zakretka na probowki z mieszaning

Screw Cap - purple reakcyjng Master B (fioletowy) VK000015

Screw Cap - white Zakretka na probowki z NTC (biaty) VK000016

Tabela 3: Dodatkowe materiaty i urzgdzenia laboratoryjne

Materiat Numer katalogowy
Urzgdzenie do np. AltoStar® Plate Sealer VK000023
zamykania pfytek np. PX1 Plate Sealer (Bio-Rad) VK000033

7.5 Podstawowe materiaty i wyposazenie
*  Woytrzgsarka
* Rekawiczki bezpudrowe do jednorazowego uzytku

*  Wiréwka do odwirowania sktadnikow zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus
PCRKit 1.5

*  Wiréwka do odwirowania ptytek do PCR
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7.6 Procedura

7.6.1 Opis zautomatyzowanej procedury badania AltoStar®
Workflow

Etapy analizy dla zautomatyzowanej procedury badania AltoStar® Workflow zostaty
przedstawione w tabeli 4. Informacje na temat szczegétowych ustawien do uzycia
z zestawem AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 sg podane w rozdziale 7.6.2
Programowanie badania AltoStar®. Szczegétowe instrukcje dla etapow 1-5 znajdujg
sie w instrukcji uzytkowania zestawu AltoStar® Purification Kit 1.5, oprogramowania
AltoStar® Connect oraz systemu AltoStar® AM16.

Kroki 6-11 zostaly opisane szczegdtowo w rozdziatach 7.6.3 Rozpoczecie
konfiguracji ptytki do PCR do 7.6.10 Eksport wynikow badania PCR do manualnej
analizy.

Tabela 4: Przeglad zautomatyzowanej procedury badania AltoStar® Workflow

Dziatanie
1. Uruchom system *  Wiacz zasilanie systemu AltoStar® AM16.
AltoStar® AM16 *  Wigcz zasilanie komputera i monitora.

*  Uruchom oprogramowanie AltoStar® Connect.

2. Wykonaj konserwacje « Na pasku menu kliknij opcje Application —
Instrument Maintenance (Aplikacja — Konserwacja
urzadzenia).

o Jesli wymagana jest konserwacja cotygodniowa,
kliknij opcje Start Weekly Maintenance
(Rozpocznij konserwacje cotygodniow3).

o Jesli wymagana jest konserwacja codzienna,
kliknij opcje Start Daily Maintenance (Rozpocznij
konserwacje codzienng).

* Postepuj zgodnie z instrukcjami konserwaciji
wyswietlanymi na ekranie.
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Dziatanie
3. Zaprogramuj serie ¢ Na pasku menu kliknij Program Run — Program
testow AltoStar® Run (AltoStar® Purification) [Programuj serie —

Programuj serie (AltoStar® Purification)]. Mozesz
réwniez wroci¢ do ekranu poczgtkowego i klikngé
przycisk Program Run (Programuj serig).
*  Wprowadz probki lub importuj dane z systemu LIMS.
« Wybierz nastepujace testy dla prébek, jesli nie zostaty
one wczesniej zaimportowane z systemu LIMS:

> AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

*  Kliknij przycisk Create Run (Utwodrz serie) na pasku
narzedzi, aby utworzy¢ serie AltoStar®.
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Dziatanie

4. Rozpocznij serig ¢ Na pasku menu kliknij opcje Purification —
Start Purification (Oczyszczanie — Rozpocznij
oczyszczanie). Mozesz réwniez wroci¢ do ekranu
poczatkowego i klikng¢ przycisk Start Purification
(Rozpocznij oczyszczanie).

oczyszczania

*  Wybierz serie oczyszczania, ktéra ma by¢ rozpoczeta,
aby wyswietli¢ probki uwzglednione w wybranej serii
oczyszczania.

*  Przygotuj odczynniki do oczyszczania:

o Upewnij sig, ze stosowane odczynniki do
oczyszczania majg taki sam numer zatadunkowy
(za wyjatkiem AltoStar® Internal Control 1.5) oraz
nie zostat przekroczony ich termin waznosci.

o Jedli w Lysis Buffer (Bufor lizujgcy) widoczne sag
osady, nalezy go ogrza¢ (< +50 °C) do momentu
ich catkowitego rozpuszczenia.

o Poczekaj do rozmrozenia IC (AltoStar® Internal
Control 1.5) oraz wytrzasaj przez 5 sekund.

o Wytrzgsaj Magnetic Beads (Kulki magnetyczne)
przez 5 sekund bez zwilzania zakretki.

* Przygotuj prébki do serii oczyszczania zgodnie z
opisem podanym w instrukcji uzytkowania zestawu
AltoStar® Purification Kit 1.5.

* Kliknij przycisk Start Run (Rozpocznij badanie) na
pasku narzedzi.

*  Postepuj zgodnie z informacjami podanymi w oknach
dialogowych zatadunek i zataduj urzadzenie zgodnie
z procedurg.

e Zatwierdz okno dialogowe Loading complete
(Zatadunek zakonczony) wybierajgc OK lub zaczekaj
10 sekund.

System automatycznie rozpocznie serie oczyszczania.
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Dziatanie

5. Zakoncz serie * Upewnij sig, ze tacka zatadunkowa jest pusta i nacisnij
przycisk OK, aby zamkng¢ okno dialogowe Run
finished (Badanie zakonczone).

oczyszczania

* Postepuj zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi w
oknie dialogowym Maintenance (Konserwacja) i kliknij
przycisk OK, aby potwierdzi¢.

e Zamknij i przechowuj sktadniki zestawu AltoStar®
Purification Kit 1.5, nadajgce sie do ponownego
wykorzystania.

Eluaty w otwartej ptytce z eluatem zachowujg stabilno$¢ w
temperaturze pokojowej (maks. +30 °C) przez 4 godziny.

« Jesli dana konfiguracja ptytki do PCR nie zostanie
wykonana natychmiast, zamknij ptytke z eluatem
z uzyciem folii do zamykania ptytek z eluatem i
przechowuj w temperaturze od +2 °C do +8 °C przez
okres nieprzekraczajacy 24 godzin.

e Przejrzyj wyniki serii oczyszczania, aby potwierdzi¢,
ze wszystkie prébki zostaty prawidtowo przetworzone.
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Dziatanie

6. Rozpocznij konfiguracje ¢ Na pasku menu kliknij PCR Setup — Start PCR
ptytki do PCR

Setup (Konfiguracja ptytki do PCR — Rozpocznij
konfiguracje plytki do PCR). Mozesz réwniez wrocic¢
do ekranu poczatkowego i klikng¢ przycisk Start PCR
Setup (Rozpocznij konfiguracje ptytki do PCR).

*  Wybierz konfiguracje ptytki do PCR, ktéra ma zosta¢
wykonana, aby wyswietli¢ ptytke z eluatem i odczynniki
uwzglednione w wybranej konfiguraciji ptytki do PCR.

*  Przygotuj odczynniki PCR:

o Upewnij sie, ze mieszaniny reakcyjne master i
kontrole sg z tego samego numeru partii zestawu,
a ich termin waznosci nie zostat przekroczony.

o Odczekaj do rozmrozenia wymaganej liczby
probowek z mieszaning reakcyjng master i
kontrolami, krétko wytrzgsaj i odwiruj w wiréwce.

» Jesli ptytka z eluatem jest zamknieta, odwiruj jg krotko
i ostroznie otworz.

* Kliknij przycisk Start Run (Rozpocznij badanie) na
pasku narzedzi.

* Postepuj zgodnie z informacjami podanymi w oknie
dialogowym Loading (Zatadunek) i zataduj urzadzenie
zgodnie z procedurg.

e Zatwierdz okno dialogowe Loading complete
(Zatadunek zakonczony) wybierajgc OK lub zaczekaj
10 sekund.

System automatycznie rozpocznie konfiguracje ptytki do
PCR.

7. Zakoncz konfiguracje * Upewnij sie, ze tacka zatadunkowa jest pusta i nacisnij
tki do PCR przycisk OK, aby zamkng¢ okno dialogowe Run
plytki do finished (Badanie zakonczone).

* Postepuj zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi w
oknie dialogowym Maintenance (Konserwacja) i kliknij
przycisk OK, aby potwierdzi¢.

»  Zamknij i przechowuj sktadniki zestawu AltoStar® alpha
Herpesvirus PCR Kit 1.5, nadajgce sie do ponownego
wykorzystania.

e Przejrzyj wyniki konfiguracji ptytki do PCR, aby
potwierdzi¢, ze wszystkie probki zostaty prawidtowo
przetworzone.
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Dziatanie

8. Zamknij ptytke do PCR e Zamknij ptytke do PCR folig do zamykania ptytek do
PCR.

9. Rozpocznij badanie PCR *«  Wiacz zasilanie urzadzenia CFX96™ DW Dx oraz
podtgczonego komputera i monitora.

¢ Uruchom oprogramowanie CFX Manager™ Dx.

e Otworz urzadzenie CFX96™ DW Dx.

e Odwiruj ptytke do PCR i wiéz jg do urzgdzenia
CFX96™ DW Dx.

* Na pasku menu wybierz polecenie File — Open —
LIMS File... (Plik — Otwérz — Plik LIMS...).

e Zeskanuj kod kreskowy ptytki do PCR za pomoca
recznego skanera kodow kreskowych.

e Zamknij urzgdzenie CFX96™ DW Dx.

*  Kliknij przycisk Start Run (Rozpocznij badanie), aby
rozpocza¢ badanie PCR. Podaj nazwe i zapisz plik
badania PCR.

Urzgdzenie CFX96™ DW Dx automatycznie wykona
badanie PCR.

B e CLURESIEEE o Przyporzadkuj wszystkie testy w badaniu PCR do
indywidualnej analizy indywidualnych studzienek reakcyjnych.

11. Przeanalizuj dane i Odrebnie dla kazdej grupy studzienek reakcyjnych:

AN CERIOIIRECETES  « Wykonaj  korekte linii  bazowej we  wszystkich

PCR studzienkach reakcyjnych dla wszystkich stosowanych
kanatow detekciji.

e Wyklucz  wszystkie studzienki reakcyjne z
nieregularnymi sygnatami PCR.

e Ustaw wartosci progowe dla wszystkich kanatow
detekcji zgodnie z kontrolami.

*  Wyklucz wszystkie studzienki reakcyjne zawierajgce
nieprawidtowe dane.

e Utworz plik wynikow LIMS, aby wyeksportowaé wyniki
do systemu LIMS.

e Utworz raport z wynikami do manualnej interpretaciji
wynikow.

30



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

przyczyng degradacji sekwencji docelowej HSV-1, HSV-2 i/lub VZV i

C Przechowywanie eluatow w nieprawidtowych warunkach moze stac sie
moze negatywnie wptywaé na dziatanie wyrobu.

7.6.2 Programowanie badania AltoStar®

Szczegdtowe informacje na temat sposobu wykonywania badan AltoStar® znajduja
sie w instrukcji uzytkowania zestawu AltoStar® Purification Kit 1.5, oprogramowania
AltoStar® Connect oraz systemu AltoStar® AM16. Szczegotowe ustawienia dla
zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 zostaty podane ponizej:

* Wybierana jest kontrola PC i kontrola NTC.

*  Wymagana objetos¢ probki wynosi 500 pl plus objetos¢é martwa odpowiedniej
probowki (patrz rozdziat 7.1 Objetos¢ prébki i 7.2 Probowki).

+  Wymagana objeto$¢ eluatu dla zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR
Kit 1.5 wynosi 10 pl.

* Upewnij sie, ze stosowana jest prawidtowa wersja protokotu testu. Informacje
na temat aktualnej wersji protokotu znajdujg sie¢ w rozdziale 16. Protokot
testu dla oprogramowania AltoStar® Connect i informacje na temat integraciji
z systemem LIMS. Dany protokdt testu jest zakodowany w postaci kodu
kreskowego 2D przedstawionego ponizej. Informacje na temat oczyszczania i
importowania protokotu testu do oprogramowania AltoStar® Connect znajdujg
sie w odpowiedniej instrukcji uzytkowania.

Nie nalezy uzywac wersji protokotu testu innego, niz wskazany na
kodzie kreskowym 2D w niniejszej instrukcji uzytkowania. Uzycie
nieprawidtowej wersji protokotu testu moze negatywnie wptywac¢ na
dziatanie wyrobu.
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7.6.3 Rozpoczecie konfiguracji ptytki do PCR

1. KliknijPCR Setup — Start PCR Setup (Konfiguracja ptytkido PCR — Rozpocznij
konfiguracje ptytki do PCR) na pasku menu. Mozesz rowniez wrdci¢ do ekranu
poczgtkowego oprogramowania AltoStar® Connect i nacisng¢ przycisk Start
PCR Setup (Rozpocznij konfiguracje ptytki do PCR). Wyswietlany jest ekran
Start PCR Setup Run (Rozpocznij konfiguracje ptytki do PCR).

Badania oczekujgce na wykonanie konfiguracji ptytki do PCR sg podane w tabeli
Programmed PCR Setup Runs (Zaprogramowane konfiguracje ptytki do PCR) po
lewej stronie ekranu.

2. Wybierz z tabeli Programmed PCR Setup Runs (Zaprogramowane konfiguracje
ptytki do PCR) protokot PCR, ktéry ma zostaé wykonany.

» Probki wigczone do wybranej konfiguracji ptytki do PCR sg wyswietlane w
tabeli w prawym gérnym rogu ekranu [Samples in selected PCR Setup Run
(Prébki w wybranej konfiguracji ptytki do PCR)].

» Kontrole wymagane dla wybranej konfiguraciji ptytki do PCR sg widoczne w

tabeli na $rodku po prawej stronie ekranu [Controls in selected PCR Setup
Run (Kontrole w wybranej konfiguracji ptytki do PCR)].

» Liczba proboéwek z mieszaning reakcyjng master wymagana dla wybrane;j
konfiguraciji ptytki do PCR jest widoczna w tabeli na dole po prawej stronie
ekranu [Required master tubes for the selected PCR Setup Run (Wymagane
probdéwki z mieszaning reakcyjng master dla wybranej konfiguraciji ptytki do
PCR)].

Liczba priorytetowych probek w konfiguracji ptytki do PCR jest widoczna
w kolumnie No. of prioritized Samples (Liczba priorytetowych prébek).
Wykonaj konfiguracje ptytki do PCR z priorytetowymi probkami jako
pierwszg, aby przyspieszy¢ przetwarzanie priorytetowych prébek.

Przed kliknieciem przycisku Start Run (Rozpocznij badanie) na pasku narzedzi,
przygotujwymagane odczynniki zgodnie z opisem w rozdziale 7.6.3.1 Przygotowanie
odczynnikéw do konfiguracji ptytki do PCR. Jesli ptytka z eluatem wymagana dla
konfiguracji ptytki do PCR zostata zamknigta w celu przechowywania, nalezy ja
przygotowacé zgodnie z instrukcjami uzytkowania zestawu AltoStar® Purification
Kit 1.5.
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7.6.3.1 Przygotowanie odczynnikéw do konfiguraciji plytki do
PCR

1. Pozostaw do catkowitego rozmrozenia wymagane kontrole i wymagang
liczbe probowek z mieszaning reakcyjng master w temperaturze pokojowe;j
(maks. +30 °C).

2. Wymieszaj odczynniki przez delikatne wytrzgsanie.

3. Odwiruj krétko probowki, aby usuna¢ krople z zakretki.

spowodowaé kontaminacje pozostato$cig odczynnikéw na zakretkach

: Brak odwirowania sktadnikbw zestawu po rozmrozeniu moze
i negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

7.6.3.2 Przygotowanie systemu AltoStar® AM16 do konfiguracji
ptytki do PCR

Szczegotowe informacije na temat procesu przygotowania systemu AltoStar® AM16
znajduja sie w instrukcji uzytkowania systemu AltoStar® AM16 oraz oprogramowania
AltoStar® Connect.

1. Kliknij przycisk Start Run (Rozpocznij badanie) na pasku narzedzi na ekranie
Start PCR Setup Run (Rozpocznij konfiguracje ptytki do PCR), aby wyswietli¢
okno dialogowe Loading (Zatadunek).

Okno dialogowe Loading (Zatadunek) skfada sie w gornej czesci z graficznej
prezentacji obszaru roboczego AltoStar® AM16 oraz z tabeli przedstawiajgcej
potrzebne statywy i sposdb ich umieszczenia w odpowiednich miejscach obszaru
roboczego systemu AltoStar® AM16 oraz z materiat ktory ma zostaé umieszczony w
kazdym ze statywdw oraz uwagi dotyczgce zatadunku statywéw.
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UWAGA

W celu wizualizacji pozycji elementu na statywie oraz pozycji statywu na
obszarze roboczym systemu AltoStar® AM16 wybierz odpowiedni wiersz
w tabeli w oknie dialogowym Loading (Zatadunek).

i Pozycje elementu i statywu sg przedstawione w postaci wizualnej:

- Wyrdznione kolorem czerwonym na schemacie graficznym obszaru
roboczego urzgdzenia

- Na systemie AltoStar® AM16 za pomoca migajacych kontrolek
zatadunku nad obszarem, w ktérym ma by¢ wstawiony statyw

2. Zataduj wymagany materiat, przygotowane ptytki z eluatem i przygotowane
odczynniki na odpowiednie statywy.

*  Wymieniaj wytgcznie catkowicie puste zestawy koncéwek 1000 pl na
catkowicie petne zestawy koncéwek 1000 pl na statywie koncowek.

*  Wymieniaj wytgcznie catkowicie puste zestawy koncowek 300 pl na
catkowicie petne zestawy koncowek 300 pl na statywie koncowek i ptytek.

Wymiana zestawow koncoéwek, ktére nie sg catkowicie puste, jak

réwniez manipulowanie pojedynczymi koncowkami moze zakitécaé
1 automatyczne zarzadzanie koncowkami i spowodowac anulowanie
badania.

+  Wstaw plytke z eluatem w taki sposdb, aby studzienka A1 znalazta sie po
lewej stronie czarnej pozyciji ptytki.

+  Wstaw plytke do PCR w taki sposob, aby studzienka A1 znalazta sie w
pozycji po lewej stronie srebrnej przedniej pozycji ptytki.

+ Zataduj statyw na 24 probéwki z jedng nowg proboéwkg zbiorczg dla
kazdego testu w konfiguracji ptytki do PCR.

» Ostroznie docisnij probéwki do dna statywu i obrd¢ je tak, aby ich kody
kreskowe byty widoczne przez okienko statywu.

» Zataduj statyw na 32 probdwki komponentami wymaganymi do badania
PCR potrzebnymi do konfiguracji ptytki PCR.

» Ostroznie docisnij probéwki do dna statywu i obré¢ je tak, aby ich kody
kreskowe byly widoczne przez okienko statywu.
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1 Pozycja pojedynczych probéwek na statywie jest dowolna.

UWAGA

[ Objetos¢ zatadowanych sktadnikdéw nie jest sprawdzana przez system
przed przetwarzaniem. Nieprawidtowa objeto$¢ sktadnika uniemozliwi
prawidtowe wykonanie badania PCR.

UWAGA

Rozpoczecie konfiguracji ptytki do PCR z zatozonymi zakretkami
1 probowek moze spowodowac anulowanie badania.

3. Zataduj statywy w taki sposob, aby kod kreskowy statywu znajdowat sie na
jego tylnej czesci po prawej stronie.

4. Ustaw wypetnione statywy w odpowiednich prowadnicach pomiedzy przednimi
i tylnymi bloczkami przesuwnymi tacki zatadunkowej do momentu, gdy zetkng
sie one z haczykami ograniczajgcymi po przeciwnej stronie tacki zatadunkowe;j.

Wsuwanie statywéw za haczyki ograniczajgce moze spowodowac
1 uszkodzenie urzgdzenia i wptywac na proces zatadunku.

5. Sprawdz, czy tacka do zrzutu koncowek i pojemnik na zuzyte kohcéwki sg
ustawione w prawidtowym potozeniu, a w pojemniku umieszczony jest nowy
woreczek na odpady.

6. Kiliknij przycisk OK w oknie dialogowym Loading (Zatadunek), aby kontynuowac
proces zatadunku.

UWAGA

[ Kliknij przycisk Cancel (Anuluj), aby anulowa¢ konfiguracje ptytki do
1 PCR. Badanie moze by¢ uruchomione ponownie (patrz rozdziat 7.6.3
Rozpoczecie konfiguracji ptytki do PCR).
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System AltoStar® AM16 pobiera statywy do wnetrza urzadzenia i weryfikuje kody
kreskowe.

System AltoStar® AM16 automatycznie weryfikuje:

- Prawidtowy typ i lokalizacje zatadowanych statywéw

L - Prawidtowg identyfikacje i pozycje elementéw zatadowanych na

1 statywy

- Zgodnos¢ partii sktadnikéw indywidualnych zestawow AltoStar®
- Termin waznosci zatadowanych skfadnikéw zestawdw AltoStar®

- Prawidlowe ustawienie tacki do zrzutu koncéwek

W razie nieprawidlowych rezultatéw weryfikacji, wyswietlany jest komunikat z
opisem problemu oraz instrukcje dotyczgce jego rozwigzania. Szczegdtowe
informacje na temat rozwigzywania problemow znajdujg sie w instrukcji uzytkowania
oprogramowania AltoStar® Connect.

[ Zmiana pozycji jakichkolwiek elementéw po umieszczeniu statywu w
1 urzadzeniu moze spowodowac¢ anulowanie konfiguracji ptytki do PCR i/
lub uszkodzenie urzgdzenia.

Po zakonczeniu weryfikacji wyswietlane jest okno dialogowe Loading complete
(Zatadunek zakonczony).

7. Zatwierdz okno dialogowe Loading complete (Zatadunek zakonczony)
wybierajgc OK lub zaczekaj 10 sekund do automatycznego uruchomienia
procesu.

[ Kliknij przycisk Cancel (Anuluj), aby anulowac konfiguracje ptytki do
1 PCR. Badanie moze by¢ uruchomione ponownie (patrz rozdziat 7.6.3
Rozpoczecie konfiguracji ptytki do PCR).
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Konfiguracja ptytki do PCR zostanie uruchomiona i wykonana bez udziatu
uzytkownika.

7.6.3.3 Postepowanie podczas konfiguracji ptytki do PCR

Nie sg wymagane zadne dziatania uzytkownika do momentu zakonczenia
konfiguracji ptytki do PCR. Wyswietlany jest ekran Processing Status (Stan
przetwarzania), na ktorym wyswietlany jest stan konfiguracji ptytki do PCR oraz
szacunkowy pozostaty czas.

L Popchniecie lub pociggniecie statywow Iub drzwiczek systemu
AltoStar® AM16 podczas konfiguracji ptytki do PCR moze spowodowaé
anulowanie badania.

7.6.4 Zakonczenie konfiguraciji ptytki do PCR

Po zakonczeniu konfiguracji ptytki do PCR wyswietlane jest okno dialogowe Run
finished (Badanie zakonczone).

1. Upewnij sie, ze tacka zatadunkowa jest pusta.

2. Kiliknij przycisk OK, aby zamkng¢ okno dialogowe Run finished (Badanie
zakonczone).

System AltoStar® AM16 wyladuje wszystkie statywy. Nie nalezy blokowaé¢ obszaru
wytadunku statywow.

Po wytadunku wyswietlane jest okno dialogowe Maintenance (Konserwacja).

3. Nalezy postepowaé zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi w oknie dialogowym
Maintenance (Konserwacja).

W oknie dialogowym, w tabeli wyswietlana jest liczba reakcji w probéwkach z
mieszaning reakcyjng master, ktére nie zostaty uzyte w konfiguraciji ptytki do PCR.
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4. Jesli ma by¢ rozpoczeta kolejna konfiguracja piytki do PCR, w ktorej
wykorzystywana ma by¢ ta sama ptytka z eluatem, ptytke mozna pozostawic
otwartg w tym samym potozeniu na statywie. W innym przypadku, ptytke
z eluatem nalezy zamkng¢ i przechowywaé¢ w odpowiednim miejscu.
Szczegodtowe informacje znajdujg sie w instrukcji uzytkowania zestawu
AltoStar® Purification Kit 1.5.

L Eluaty na ptytce z eluatem zachowujg stabilno$¢ w temperaturze
pokojowej (maks. +30 °C) przez 4 godziny po zakonczeniu serii
oczyszczania.

5. Zamkna¢ probowki z odczynnikiem odpowiednimi nowymi zakretkami.

odczynnikéw, poniewaz moze to negatywnie wptywaé na dziatanie

: Nie uzywaj ponownie zakretek do probowek, aby unikng¢é kontaminacji
wyrobu.

6. Odczynniki mozna przechowywac¢ do ponownego wykorzystania zgodnie z
instrukcjami w rozdziale 4.2 Zastosowanie.

7. Nalezy utylizowa¢ wszystkie zuzyte materiaty (patrz rozdziat 10. Utylizacja).

8. Kiiknij przycisk OK, aby zamkng¢ okno dialogowe Maintenance (Konserwacja).

7.6.4.1 Wyniki konfiguracji ptytki do PCR

Wyniki konfiguracji ptytki do PCR sg zapisywane w oprogramowaniu AltoStar®
Connect.

1. Kiliknij PCR Setup — PCR Setup Results (Konfiguracja ptytki do PCR —
Wyniki konfiguracji ptytki do PCR) na pasku menu, aby przej$¢ do ekranu
Results (Wyniki).

Na ekranie Results (Wyniki) widoczna jest tabela ze wszystkimi prébkami uzytymi

podczas ostatniej konfiguracji ptytki do PCR oraz kolumna Status (Stan) po prawej

stronie, w ktérej widoczna jest informacja, czy proces konfiguraciji ptytki do PCR dla

danej probki zostat ukonczony (patrz tabela 5).
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Tabela 5: Wyniki konfiguraciji ptytki do PCR

Status (Stan) Wynik konfiguracji ptytki do PCR

» Eluat zostat pomysinie wykorzystany podczas konfiguracji ptytki
do PCR.

* Otrzymana mieszanina PCR jest gotowa do uzycia podczas
badania PCR.
*  Wykorzystanie/Przetwarzanie eluatu nie powiodto sie.

Dana mieszanina PCR zostanie automatycznie pominieta podczas
nastepujacego testu PCR.

2. Aby wyswietlic wyniki poprzednich konfiguracji ptytek do PCR, kliknij przycisk
Load (Wczytaj) na pasku menu, wybierz wymagang konfiguracje ptytek do
PCR z listy w oknie dialogowym Load Results (Wczytaj wyniki) i kliknij przycisk
OK.

Oprogramowanie AltoStar® Connect generuje automatycznie 3 pliki z wynikami
konfiguraciji ptytki do PCR:

* Plik LIMS file (.xml) zawiera szczegdtowe informacje na temat wynikow
konfiguraciji ptytki do PCR wraz z wynikami do systemu LIMS

* Plik raportu (.pdf) zawiera szczegdtowe informacje na temat wynikow
konfiguraciji ptytki do PCR wraz z wynikami do celéw dokumentac;ji

* Plik cyklera (.plrn) przeznaczony jest do automatycznego programowania
urzgdzenia CFX96™ DW Dx

Pliki te sg zapisywane w lokalizacji podanej w ustawieniach systemu w
oprogramowaniu AltoStar® Connect.

Pliki z wynikami konfiguracji ptytki do PCR mogg by¢ wygenerowane

ponownie przez wczytanie odpowiedniej konfiguracji ptytki do PCR
i klikniecie przycisku Create LIMS File (Utworz plik LIMS) w celu

1 utworzenia pliku LIMS, przycisku Create Report (Utwoérz raport) w celu
utworzenia pliku raportu lub przycisku Create Bio-Rad Cycler File
(Utworz plik cyklera Bio-Rad) w celu utworzenia pliku cyklera.
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7.6.5 Zamykanie ptytki do PCR

Po zakonczeniu konfiguracji ptytki do PCR, plytke do PCR nalezy zamkng¢ folig do
zamykania ptytek do PCR. Zalecane jest uzycie urzgdzenia AltoStar® Plate Sealer
[4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer (4titude)] lub PX1 PCR Plate Sealer (Bio-
Rad). Mozliwo$¢ stosowania urzgdzen do zamykania ptytek innych niz zalecane
wymaga dodatkowej walidacji przez uzytkownika.

W przypadku uzycia jednego z zalecanych urzadzen do zamykania ptytek:

1. Wiacz urzadzenie do zamykania ptytek i upewnij sie, ze adapter ptytki nie jest
umieszczony w szufladzie.

2. Upewnij sie, ze wybrano nastepujgce ustawienia urzadzenia do zamykania
plytek:

Tabela 6: Ustawienia urzadzenia do zamykania ptytek

Urzadzenie do zamykania
plytek

Ustawienia

Temperatura [°C] Czas [s]
AltoStar® Plate Sealer

[4s3™ Semi-Automatic 170
Sheet Heat Sealer (4titude)]

PX1 PCR Plate Sealer
(Bio-Rad)

175 3

Odczekaj do osiggniecia ustawionej temperatury. Moze to trwaé kilka minut.
4. Umies¢ ptytke do PCR na adapterze plytki urzgdzenia do zamykania ptytek.

Umies¢ folie do zamykania ptytek do PCR nadrukiem ,THIS SIDE UP” w
widocznym miejscu u gory. Upewnij sie, ze wszystkie studzienki reakcyjne
ptytki do PCR sg zakryte folig i zadna studzienka nie jest zastonigta napisem.
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UWAGA

1

Obstuga urzadzenia do zamykania plytek bez adaptera plytki w
szufladzie moze uniemozliwi¢ prawidtowe dziatanie urzgdzenia do
zamykania ptytek. Skontaktuj sie z dziatem pomocy technicznej altona
Diagnostics, aby uzyska¢ pomoc (patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).

1

W przypadku nieprawidtowego utozenia folii do zamykania ptytek do PCR
lub ramki, folia moze przylec do ptyty grzejnej urzadzenia do zamykania
ptytek. Moze to uniemozliwi¢ prawidtowe dziatanie urzadzenia do
zamykania ptytek. W takim przypadku, lub jesli ptytki zostaty zamkniete
bez uzycia folii do zamykania ptytek, nalezy odczeka¢ do obnizenia
sie temperatury urzadzenia do zamykania ptytek i skontaktowac sie z
dziatem pomocy technicznej altona Diagnostics, aby uzyska¢ pomoc
(patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).

6. Zamocuj w gornej czesci ramke zamykajaca, ktora przytrzymuje folie do
zamykania ptytek.

7. Nacisnij przycisk Operate (Uruchom)*/ [&**, aby otworzy¢ szuflade.

8. Umies¢ zestaw sktadajgcy sie z adaptera ptytki, ptytki do PCR, folii do
zamykania ptytek do PCR oraz ramki zamykajgcej w urzgdzeniu do zamykania
ptytek i nacisnij przycisk Operate (Uruchom)*/ [&1**,

9. Szuflada zamyka sie automatycznie, przez ustawiony czas plytka jest
zamykana, a nastepnie szuflada otwiera sie automatycznie.

10. Wyjmij zamknietg ptytke do PCR oraz adapter ptytki z urzadzenia do zamykania
ptytek i nacisnij przycisk Close (Zamknij)*/ [&**, aby zamkng¢ urzadzenie do
zamykania ptytek.

* AltoStar® Plate Sealer [4s3™ Semi-Automatic Sheet Heat Sealer (4titude)]
**PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad)

7.6.5.1 Stabilnos¢ mieszaniny PCR

Po zakonczeniu konfiguracji ptytki do PCR, mieszanina PCR w zamknietej ptytce

do PCR zachowuje stabilnos¢ w temperaturze pokojowej (maks. +30 °C) przez

30 minut.
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Nie nalezy przekraczaé czasu przechowywania mieszaniny PCR,
poniewaz moze to negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

7.6.6 Rozpoczecie badania PCR

Badanie PCR jest wykonywane na urzadzeniu CFX96™ DW Dx pod kontrolg
oprogramowania CFX Manager™ Dx.

Wigcz zasilanie urzgdzenia CFX96™ DW Dx, podtagczonego komputera i
monitora.

Uruchom oprogramowanie CFX Manager™ Dx.

Na pasku menu oprogramowania CFX Manager™ Dx wybierz File — Open
— LIMS File... (Plik — Otwoérz — Plik LIMS...), aby otworzy¢ okno dialogowe
Open LIMS File (Otwérz plik LIMS).

W oknie dialogowym Open LIMS File (Otworz plik LIMS) upewnij sie, ze kursor
w polu File name (Nazwa pliku) w dolnej czesci okna miga. W innym przypadku
kliknij pole File name (Nazwa pliku).

Zeskanuj kod kreskowy ptytki do PCR za pomocga recznego skanera kodéw
kreskowych, aby automatycznie wybra¢ i otworzyé prawidtowy plik LIMS.
Wyswietlane jest okno dialogowe Run Setup (Konfiguracja badania).

L Wszystkie parametry wymagane do rozpoczecia badania PCR sag
przenoszone automatycznie z oprogramowania AltoStar® Connect do
urzadzenia CFX96™ DW Dx w postaci pliku cyklera.

Kliknij przycisk Open Lid (Otworz pokrywe) w oknie dialogowym Run Setup
(Konfiguracja badania), aby otworzy¢ pokrywe urzadzenia CFX96™ DW Dx.

Odwiruj krétko zamknieta ptytke do PCR, aby upewni¢ sie, ze cata zawarto$¢
znajduje sie na dnie studzienek reakcyjnych.

W16z zamknietg ptytke do PCR do bloku grzejnego urzadzenia CFX96™ DW
Dx w taki sposéb, aby studzienka A1 znalazta sie po lewej stronie.

42



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

9. Zamknij urzadzenie CFX96™ DW Dx klikajgc przycisk Close Lid (Zamknij
pokrywe) w oknie dialogowym Run Setup (Konfiguracja badania).

10. Rozpocznij badanie PCR klikajac Start Run (Rozpocznij badanie) w oknie
dialogowym Run Setup (Konfiguracja badania).

7.6.6.1 Postepowanie podczas badania PCR

Nie sg wymagane zadne dziatania uzytkownika do momentu zakonczenia badania
PCR. Wyswietlane jest okno dialogowe Run Details (Szczegéty badania), w ktérym
widoczny jest stan badania PCR oraz szacunkowy pozostaty czas.

UWAGA

Otwarcie pokrywy urzgdzenia CFX96™ DW Dx podczas wykonywania

* badania PCR przez nacisniecie przycisku z przodu pokrywy lub klikniecie

1 przycisku Open Lid (Otworz pokrywe) w oknie dialogowym Run Details

(Szczegoty badania) spowoduje anulowanie badania i uniewaznienie
wszystkich wynikow.

Po zakonczeniu badania PCR wys$wietlane jest okno Data Analysis (Analiza
danych), w ktérym widoczne sg krzywe amplifikacji, uktad ptytki i wyniki.

7.6.6.2 Przyporzadkowanie testow do grup studzienek
reakcyjnych

Zautomatyzowana procedura badania AltoStar® Workflow obejmuje przetwarzanie
jednego lub kilku testéw réwnoczesnie na jednej ptytce PCR. Kazdy test wymaga
indywidualnej analizy przez uzytkownika zgodnie z instrukcjami uzytkowania
danego testu.

W tym celu, wszystkie testy na ptytce PCR powinny by¢ przyporzadkowane przez
uzytkownika do poszczegolnych grup studzienek reakcyjnych w oprogramowaniu
CFX Manager™ Dx.
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1. W oknie Data Analysis (Analiza danych), na pasku narzedzi kliknij przycisk
Plate Setup (Konfiguracja ptytki) i wybierz polecenie View/Edit Plate (Podglad/
Edycja plytki). WysSwietlone zostanie okno dialogowe Plate Editor (Edytor
ptytki) (patrz rysunek 1).

Plate Editor - L111572.pltd a x
File Settings  Editing Tools ?
4 i Scan Mode | All Channels %) Well Groups.. || [ Trace Styles.. (g Piate Loading Guide _

& !.!;' Select Fluorophores.
A Sample Type <
HSV-2 HSV-2
NTC | 1022012345912 Sample 7 | 00DODDOT Sample 10 | 0DDODO10
AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 [AtoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 AltoStar CMV PCR Kit 1.5
Pos Unk
Vv <none>
B Hsv-1 >
Hev-z Hev-z <none
‘aslpha Herpesvirus PC | 1021112343912 Sample § | O0DODDOE s
AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 -
=K Hrc <none>
C
HSV-2
Sample 1 | 0000DD01 NTC | 1042012349912
AltoStar slpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 AltoStar CMY PCR Kit 1.5 <none>
S —— i —
CMv
D
HSV-2 <none
Sample 2 | 00D0DD0Z CMV Q51 | 1040312349512
AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 AltoStar CMV PCR Kit 1.5
I~ — E—
CMV
E 1 z
HSV-2
Sample 3 | 0000DD03 CMV QSZ | 1040412345512
AtoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 AltcStar CMV PCR Kit 1.5
Unk _
MV %B Experiment Settings..
F . o .
HEV-2 @ Clear Replicate &
Sample 4 | 0DD0DDM4 CMV @S3 | 1040512345512
AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 AlioStar CMV PCR Kit 1.5 Clear Wels
[~ —— ——
. e [ Exclude Wells in Analysis
G
HSV-2
Sample 5 | 00D0DDOS CMV Q54 | 1040612349512
AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 AltcStar CMV PCR Kit 1.5
Unk Unk
CMV
Internal Controf
H
HSV-2
Sample 6 | 0DDODDOS Sample 9 | 00DODD0S
AttoStar slphs Herpesvirus PCR Kit 1.5 AltcStar CMV PCR Kit 1.5
It 0|
Mew View oK Cancel
Plate Typs: BR Whits (@) Target Name (0 Concentration Sample [ Well Group Biological Set ] Well Note e

Rysunek 1: Okno dialogowe Plate Editor (Edytor ptytki)

2. W oknie dialogowym Plate Editor (Edytor ptytki), na pasku narzedzi kliknij opcje
Well Groups... (Grupy studzienek reakcyjnych...). Wyswietlone zostanie okno
dialogowe Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek reakcyjnych)
(patrz rysunek 2).

Kliknij przycisk Add (Dodaj).

4. Wprowadz nazwe pierwszego oznaczenia w polu tekstowym.
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5. Wybierz wszystkie studzienki reakcyjne w obszarze ptytki do PCR, ktére nalezg
do pierwszego testu (patrz rysunek 2). Studzienki reakcyjne przyporzadkowane
do indywidualnego testu mozna zidentyfikowa¢ w oknie dialogowym Plate
Editor (Edytor ptytki) na podstawie wpisu w polu Biological Set (Zestaw
biologiczny).

Well Groups Manager X

-] T LT T T T T T
] [T T TTT
o] T L LTI T
-] T L P LTI T
-] TIELT T T
-] TP L LTI T

-] [T LTI T
lmﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂr

OK || Cancdl

I

m

-

()

I

Rysunek 2: Okno dialogowe Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek
reakcyjnych)

6. Powtorz kroki od 3 do 5 dla wszystkich oznaczen na ptytce do PCR.

7. Kiliknij przycisk OK, aby potwierdzi¢ przyporzgdkowanie grupy studzienek
reakcyjnych. Okno dialogowe Well Groups Manager (Menedzer grup
studzienek reakcyjnych) jest zamykane.

8. Kiliknij przycisk OK, aby zamkng¢ okno dialogowe Plate Editor (Edytor ptytki).

9. Kiiknij przycisk Yes (Tak), aby potwierdzi¢ wprowadzone zmiany.
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7.6.7 Analiza wynikéw PCR

Wyniki wszystkich oznaczen (grupy studzienek reakcyjnych) na ptytce do PCR
wymagajg analizy w kolejnosci przedstawionej na rysunku 3.

Wybor studzienek reakcyjnych zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus
PCRKit 1.5

Analiza zgodnie z instrukcja uzytkowania

Korekta linii bazowej
dla kanatéw detekcji FAM™ (VZV), VIC™ (IC), ROX™ (HSV-1) oraz Cy5 (HSV-2)

Wylaczenie wszystkich studzienek reakcyjnych wykazujacych nieregularne sygnaty PCR
(np. liniowy wzrost sygnatu, pik sygnatu, itp.)

Ustawienie wartosci progowych
dla kanatéw detekcji FAM™ (VZV), VIC™ (IC), ROX™ (HSV-1) i Cy5 (HSV-2) wedtug kontroli

Wylaczenie wszystkich studzienek reakcyjnych zawierajacych nieprawidiowe dane

wedtug specyfikacji laboratorium oraz specyfikacji podanych w instrukcji uzytkowania

Jesli wyniki sa interpretowane w Jesli wyniki s3 interpretowane
systemie LIMS manualnie przez uzytkownika

Eksport wynikéw PCR jako pliku Eksport wynikéw PCR jako raportu
wynikéw LIMS (.pdf)
(.csv)

Interpretacja wynikéw
(np. obliczenie stezen prébek)

Wybér kolejnej grupy studzienek reakcyjnych do analizy

Rysunek 3: Proces analizy wynikéw PCR
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W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych) zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. Na pasku narzedzi,
kliknij menu rozwijane Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) po prawej
stronie przycisku Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) (patrz rysunek 4).
Nie wybieraj opcji ,All Wells” (Wszystkie studzienki reakcyjne) dla Well Group
(Grupa studzienek reakcyjnych). Ustawienia wybrane na rysunku 4 sg przyktadowe.

Przed analizg wynikdow upewnij sie, ze grupa studzienek reakcyjnych zestawu
AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 obejmuje wszystkie grupy studzienek
reakcyjnych zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 oraz nie obejmuje
zadnych studzienek reakcyjnych pochodzacych z innych testow.

- -
) ‘ All Wells

AltoStar alpha He
AltoStar CMV i
Rysunek 4: Przycisk Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) i menu rozwijane Well
Group (Grupa studzienek reakcyjnych)

UWAGA

Jednoczesna analiza wiecej niz jednego oznaczenia moze powodowac
1 nieprawidtowe wyniki.

Podobnie jak w przypadku innych badan diagnostycznych, wyniki nalezy
interpretowac z uwzglednieniem danych klinicznych i laboratoryjnych.
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7.6.7.1 Korekta linii bazowej

Ustawienia linii bazowej w oprogramowaniu CFX Manager™ Dx mogg wymagac
korekty dla indywidualnych studzienek reakcyjnych [Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych)] poddawanych analizie.

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych) zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. Na pasku
narzedzi kliknij menu rozwijane Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych)
po prawej stronie przycisku Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) (patrz
rysunek 4).

2. Po lewej stronie okna Data Analysis (Analiza danych) zaznacz pole wyboru
FAM dla kanatu detekcji sekwencji docelowej VZV.

3. Na pasku menu w oknie Data Analysis (Analiza danych) kliknij Settings —
Baseline Threshold... (Ustawienia — Warto$¢ progowa linii bazowej...), aby
otworzy¢ okno dialogowe Baseline Threshold (Warto$¢ progowa linii bazowej)
(patrz rysunek 5).

4. Kiliknij symbol ¢ w nagtéwku kolumny Baseline End (Koniec linii bazowej),
aby posortowac tabele wedtug rosngcych wartosci Baseline End (Koniec linii
bazowej).
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5. Wybierz wszystkie wiersze, dla ktérych warto$¢ Baseline End (Koniec linii
bazowej) zawiera sie w zakresie od 1 do 9 (patrz rysunek 5).

Baseline Threshold M
Baseline Cycles
) Auto Calculated
@ User Defined Bold indicates a changed value.
Baseline Baseline I
Wel O Fluor 0. R o: g n::
1 A0l FAM 3 4
2 |B02 FAM 3 4
3 B0 FAM 3 4
4 c02 FAM 3 9|
5 Coi FAM 3 23 |T
6 D02 FAM 3 25
7 D01 FAM 3 26
8 G0 FAM 3 27
9 FO1 FAM 3 27
10 |E02 FAM 3 28
11 E0 FAM 3 28
All Selected Rows:  Begin: |3 1] end: (45
Single Threshold h
@ Auto Calculated: 998,84
() User Defined: 998.84
[ ok ][ cencel ]
&

Rysunek 5: Okno dialogowe Baseline Threshold (Warto$¢ progowa linii bazowej)

6. Wprowadz warto$¢ 45 w polu End: (Koniec:) dla wybranych wierszy (patrz
rysunek 5).

7. Kiliknij przycisk OK, aby potwierdzic.

8. Po lewej stronie okna Data Analysis (Analiza danych) odznacz pole wyboru
FAM i zaznacz pole wyboru VIC dla kanatu detekcji IC sekwencji docelowe;.

9. Powtorz kroki od 3 do 7 dla kanatéw detekcji VIC™ (IC), ROX™ (sekwencja
docelowa HSV-1) i Cy5 (sekwencja docelowa HSV-2).
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7.6.7.2 Wykluczenie nieregularnych sygnatéw PCR

Prawidtowe wyniki moga by¢ uzyskane wytgcznie na podstawie sygnatow PCR,
ktore nie zawierajg artefaktéw spowodowanych na przyktad zanieczyszczeniami lub
pecherzykami powietrza w mieszaninie PCR. Sygnaty PCR zawierajgce artefakty
powinny by¢ wykluczone z analizy przez uzytkownika.

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych) zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. Kliknij menu
rozwijane Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) po prawej stronie
przycisku Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) na pasku narzedzi
(patrz rysunek 4).
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2. Zidentyfikuj studzienki reakcyjne o nieregularnych sygnatach PCR (liniowy
wzrost sygnatu, piki sygnatu itp.) dla ktéregokolwiek z kanatéw detekcji FAM™
(sekwencja docelowa VZV), VIC™ (IC), Cy5 (sekwencja docelowa HSV-2) lub
ROX™ (sekwencja docelowa HSV-1) (patrz rysunek 6).

i Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools PIalESEtup o

- | AltoStar alpha v

Quantification ﬁé Quantification Data Gene Expression End Pairt @ Allelic Discrimination

Amplification E'

5000

5000

7000 ]

5000 4

5000 4

RFU

4000 §

3000 ]

2000 4

1000 F-

0 10 20 30 40

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Rysunek 6: Okno Data Analysis (Analiza danych): nieregularny sygnat PCR
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3. Kiliknij wymagane studzienki reakcyjne prawym przyciskiem myszki i wybierz
Well... — Exclude from Analysis (Studzienka reakcyjna... — Wyklucz z
analizy) (patrz rysunek 7).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File  View Settings Export Tools PIatESEtup o

@| AltoStar alpha v ‘

Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification @

3000 T T

Well G1 » View Only

Copy Remove from View

Copy as Image Set Color...

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Rysunek 7: Okno Data Analysis (Analiza danych): wyklucz studzienke reakcyjng z analizy

Completed
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4. Wybrana studzienka reakcyjna jest wykluczana z analizy. Dla tej studzienki
reakcyjnej nie bedg generowane zadne wyniki (patrz rysunek 8).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools €5 plate setup - | a| AltoStar alpha ~ ‘
Quantfication Quantfication Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification

5000

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Rysunek 8: Okno Data Analysis (Analiza danych): wykluczona studzienka reakcyjna
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7.6.7.3 Ustawienie wartosci progowych

Wartosci progowe dla kanatéw detekcji FAM™ (sekwencja docelowa VZV), VIC™
(IC), Cy5 (sekwencja docelowa HSV-2) i ROX™ (sekwencja docelowa HSV-1)
muszg by¢ ustawione manualnie przez uzytkownika zgodnie z sygnatami kontroli.

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych) zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. Na pasku
narzedzi kliknij menu rozwijane Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych)
po prawej stronie przycisku Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) (patrz
rysunek 4).
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2. Po lewej stronie okna Data Analysis (Analiza danych) zaznacz wytgcznie pole
wyboru VIC dla kanatu detekcji IC (patrz rysunek 9).

‘e Data Analysis - L111572.pcrd

File View Settings Export Tools €5 plate setup - | a| AltoStar alpha ~ ‘
Quantfication Quantfication Data Gene Expression End Point [1&] Allelic Discrimination

Amplification EI

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Rysunek 9: Okno Data Analysis (Analiza danych): ustawienie wartosci progowej VIC™
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3. Wybierz wytgcznie studzienki reakcyjne NTC w widoku plytki w oknie Data
Analysis (Analiza danych) (patrz rysunek 9).

4. Przeciggnij warto$¢ progowg do obszaru wyktadniczego wzrostu sygnatu NTC
(patrz rysunek 9).

UWAGA

i NTC zawiera matryce IC, ktéra generuje sygnat IC danej studzienki

reakcyjnej NTC.

5. Po lewej stronie okna Data Analysis (Analiza danych) odznacz pole wyboru
VIC i zaznacz pole wyboru FAM dla kanatu detekcji sekwencji docelowej VZV
(patrz rysunek 10).
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\a Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools €2 plate setup - | a| AltoStar alpha ~

Quantification ﬁé Quantification Data Gene Exprassion End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification E'

3000
5000 F oo P e e U
o000 b L e [ L]
sooo b é .................. é ................. é ................. é .............
R L SRR L L]
2 : : : :
eoapoolo. L e Y S L]
s000 b R SRS SO SR Lo ]
2000 b SRR ) e ]
woo do P . [ ]
o+
0 10 20

M raM Jvic [JRox [Joys

I @O | m| 9 0| @3>

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Rysunek 10: Okno Data Analysis (Analiza danych): ustawienie warto$ci progowej FAM™

6. Woybierz wytgcznie studzienki reakcyjne zawierajgce NTC oraz PC w widoku
ptytki w oknie Data Analysis (Analiza danych) (patrz rysunek 10).

7. Przeciaggnij wartos¢ progowg powyzej wartosci sygnatu NTC do obszaru
wyktadniczego sygnatu PC (patrz rysunek 10).
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8. Dla kanatu detekcji sekwencji docelowej HSV-1 i HSV-2 odznacz pole
wyboru FAM po lewej stronie okna Data Analysis (Analiza danych), zaznacz
odpowiednio pola wyboru ROX i Cy5 i powt6rz kroki 6 7.

7.6.8 Prawidlowos$¢ wynikéw badania PCR

7.6.8.1 Wykluczenie studzienek reakcyjnych zawierajacych
nieprawidtowe dane

Studzienki reakcyjne, dla ktérych nie sg dostepne prawidiowe dane powinny by¢
przez uzytkownika wykluczone z generowania wynikéw.

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych) zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. Na pasku
narzedzi kliknij menu rozwijane Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych)
po prawej stronie przycisku Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) (patrz
rysunek 4).

2. Zidentyfikuj wszystkie studzienki reakcyjne zawierajgce nieprawidtowe dane.
Studzienka reakcyjna jest nieprawidtowa, jesli spetniony jest dowolny z
ponizszych warunkéw:

a) Cata seria badan jest nieprawidtowa (patrz rozdziat 7.6.8.2 Prawidtowos¢
jakosciowego badania diagnostycznego PCR).

b) Dane studzienki reakcyjne nie spetniajg warunkéw kontrolnych dla
prawidtowego wyniku (patrz rozdziat 7.6.8.3 Prawidtowos¢ wynikéw dla
danej probki).
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3. Kiliknij prawym przyciskiem myszki na wszystkie studzienki reakcyjne
zawierajgce nieprawidtowe dane wedtug rozdziatébw 7.6.8.2 Prawidtowos$¢
badania diagnostycznego PCR do 7.6.8.3 Prawidtowos$¢ wynikow dla dane;j
probki wybierz polecenie Well... — Exclude from Analysis (Studzienka
reakcyjna... — Wyklucz z analizy) (patrz rysunek 11 12).

o Data Analysis - L111572.pcrd

Py
Quantification Quantfication Data Gene Exprezsion End Pairt @ Allzlic Discrimination

Amplification E'

File  View  Settings Export Tools PIalESEtup -

1] 10 20 30 40
Cycles D Log Scale

OrM Fvic JRox [Joys

| Completed | | | Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Rysunek 11: Okno Data Analysis (Analiza danych): nieprawidtowa studzienka reakcyjna
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\a Data Analysis - L111572.perd

File  View Settings Export Tools PIateSetup'

N
Quantification Quantification Data Gene Exprassion End Paint Allelic Discrimination

Amplification E'

5000

5000

4000

RFU

3000 4

2000

1000

[i] 10 20 30 40
Cycles [ Log Scale

OrM [Fvic [JRox [Joys

Well 42 » View Only

Copy
Copy as Image

Remove from View

Set Celor...

Print... Exclude from Analysis
Print Selection...

Export to Excel...
Export to CSV...
Export to Xml...

Well Labels
Completed hannels | Plate Type: BR White

Rysunek 12: Okno Data Analysis (Analiza danych): wyklucz nieprawidtowa studzienke
reakcyjng z analizy

Wybrana studzienka reakcyjna jest wykluczona z analizy. Dla danej studzienki
reakcyjnej nie bedg generowane zadne wyniki.
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7.6.8.2 Prawidlowos$¢ badania diagnostycznego PCR

Diagnostyczne badanie PCR jest prawidtowe, jesli zostaty spetnione nastepujgce
warunki kontrolne:

Tabela 7: Warunki kontrolne dla prawidtowego badania PCR

Kontrola Kanat detekcji

ROX™ Cy5
(sekwencja (sekwencja
docelowa docelowa
HSV-1) HSV-2)

FAM™
(sekwencja

docelowa VZV)

Nie dotyczy

+

Diagnostyczne badanie PCR jest nieprawidiowe, jesli:

« Badanie nie zostato ukonczone.

» Jakiekolwiek warunki kontrolne dla prawidtowego badania diagnostycznego
PCR nie zostaly spetnione.

W przypadku nieprawidtowego badania diagnostycznego PCR, wszystkie studzienki
reakcyjne nalezy wykluczy¢ z analizy i powtdrzy¢ serie AltoStar® z uzyciem
pierwotnych probek.

7.6.8.3 Prawidtowos¢ wynikéw dla danej prébki

Wynik dla indywidualnej probki jest nieprawidlowy, jesli sygnaly w kanatach
detekcji VIC™ (IC), FAM™ (sekwencja docelowa VZV), Cy5 (sekwencja docelowa
HSV-2) i ROX™ (sekwencja docelowa HSV-1) dajg wynik negatywny (patrz
tabela 8). W przypadku nieprawidlowego wyniku dla danej probki, studzienke
reakcyjng nalezy wykluczy¢ z analizy i powtorzy¢ oznaczenie z uzyciem pierwotnej
prébki lub pobrac i wykona¢ oznaczenie z nowej prébki.

61



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

Tabela 8: Prawidtowo$¢ wyniku

Kanat detekcji
FANTE o i Cys . Prawidlownos¢
(sekwencja (sekwencja (sekwencja wynik
docelowa VZV) GUEH U docelowa
HSV-1) HSV-2)
* Wynik
prawidtowy
Wynik
prawidtowy
Wynik
prawidfowy
Wynik
prawidfowy
i - - : Wynik
nieprawidtowy

* Detekcja IC nie jest wymagana w przypadku wykrycia sekwencji docelowej VZV i/lub
HSV-1 illub HSV-2. Wysokie stezenie VZV i/lub HSV-1 i/lub HSV-2 w probce moze
powodowac ostabienie lub brak sygnatu IC.
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7.6.9 Eksport wynikéw badania PCR do automatycznej analizy

Aby udostepni¢ wyniki badan PCR do podigczonego systemu LIMS do automatycznej
analizy, nalezy je wyeksportowac do pliku wynikéw LIMS (.csv).

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych) zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. Na pasku
narzedzi kliknij menu rozwijane Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych)
po prawej stronie przycisku Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) (patrz
rysunek 4).

2. Upewnijsie, ze wszystkie etapy procesu analizy (patrz rozdziaty 7.6.7.1 Korekta
linii bazowej do 7.6.8.1 Wykluczenie studzienek reakcyjnych zawierajgcych
nieprawidiowe dane) zostaty ukonczone dla grupy studzienek reakcyjnych
zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5.

3. Na pasku menu okna Data Analysis (Analiza danych) kliknij Export — Export
All Data Sheets (Eksport — Eksportuj wszystkie arkusze danych), aby
otworzy¢ okno dialogowe Browse For Folder (Wybierz folder).

4. W oknie dialogowym Browse For Folder (Wybierz folder) podaj lokalizacje
plikéw wynikoéw LIMS i kliknij przycisk OK.

UWAGA

Integracja z systemem LIMS powinna byé wdrozona zgodnie ze
. specyfikacjami altona Diagnostics. Informacje dotyczgce integraciji
z systemem LIMS znajdujg sie¢ w rozdziale 16. Protokdt testu dla
1 oprogramowania AltoStar® Connect i informacje na temat integracji z
systemem LIMS mozna uzyskaé¢ w dziale pomocy technicznej altona
Diagnostics (patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).

Zapisanie wynikow wiecej niz jednego testu (grupy studzienek
reakcyjnych) z badania PCR w tym samym folderze spowoduje
zastgpienie plikdw wynikéw LIMS pierwszego testu (grupy studzienek
1 reakcyjnych) plikami wynikéw LIMS drugiego testu (grupy studzienek
reakcyjnych). W tym przypadku, pliki wynikéw LIMS dla pierwszego
testu (grupy studzienek reakcyjnych) mozna wyeksportowa¢ ponownie.



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

7.6.10 Eksport wynikéw badania PCR do manualnej analizy

Jesli wyniki nie sg przekazane do systemu LIMS do automatycznej analizy, analiza
musi by¢é wykonana manualnie przez uzytkownika. W tym celu, wyniki analizy
dla kazdego testu (grupy studzienek reakcyjnych) nalezy eksportowaé w postaci
raportu.

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek
reakcyjnych) zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5. Na pasku
narzedzi kliknij menu rozwijane Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych)
po prawej stronie przycisku Well Group (Grupa studzienek reakcyjnych) (patrz
rysunek 4).

2. Po lewej stronie okna Data Analysis (Analiza danych) zaznacz pole wyboru
VIC i pola wyboru FAM, ROX i Cy5.

3. Upewnijsie, ze wszystkie etapy procesu analizy (patrz rozdziaty 7.6.7.1 Korekta
linii bazowej do 7.6.8.1 Wykluczenie studzienek reakcyjnych zawierajgcych
nieprawidtowe dane) zostaly ukoniczone dla grupy studzienek reakcyjnych
zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5.

4. Na pasku menu okna Data Analysis (Analiza danych) kliknij Tools — Reports...
(Narzedzia — Raporty...), aby otworzy¢ okno dialogowe Report (Raport).

5. Upewnij sie, ze w lewej gornej czesci okna dialogowego Report (Raport)
wybrane zostaty co najmniej nastepujgce elementy wymagane do utworzenia
raportu (patrz rysunek 13):
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] Header
Report Information
L_| Notes

[ Run Setup

—F1 Run Information
Protocol

{7 Plate Display
[MQuantification
—F~1Analysis Settings
[ Amplification Chart
[ Standard Curve Chart
_f-1Data

[ Gene Expression - Bar Chart
A Analysis Settings
Chart

Target Names
—F~15ample Names

] Data

L[] Target Stability

Rysunek 13: Okno dialogowe Report (Raport)

6. Wybierz lub usun dodatkowe elementy raportu zaznaczajgc odpowiednie pola
tekstowe.

7. Na pasku menu okna dialogowego Report (Raport) kliknij File — Save As...
(Plik — Zapisz jako...), aby otworzy¢ okno dialogowe Save Report (Zapisz
raport).

8. W oknie dialogowym Save Report (Zapisz raport) podaj nazwe i lokalizacje
pliku raportu i kliknij przycisk Save (Zapisz).

65



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

7.6.10.1 Manualna analiza

Otworz plik raportu wygenerowany dla grupy studzienek reakcyjnych zestawu
AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 (patrz rozdziat 7.6.10 Eksport wynikéw
badania PCR do manualnej analizy).

Zapoznaj sie z trescig tabeli Quantification Data (Dane oznaczenia iloSciowego)
w raporcie (patrz rysunek 14). Tabela obejmuje 4 wiersze dla kazdej probki
Sample (Prébka) — jeden dla Target VZV, HSV-1 oraz HSV-2 (sekwencja
docelowa) i jeden dla Target (sekwencja docelowa) Internal Control (Kontrola
wewnetrzna).

Quantification Data

Well[Fluof]f Target |Content] Sample Set Name Cq_|Cq Mean|Cq Std. Dev|Well Note]
A0 | CyS Hsv-2 NTC NTC | 102209011912 |AltoStar alpha Herpesvirus PCRKit 1.5) N/A |  0.00 0.000

BO1| Cy5 HSV-2 Pos Ctrl |alpha Herpesvirus PC | 102119012004 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5[31.38( 31.38 0.000

B02 | Cy5 HSV-2 Unkn Sample 8 | 00000008 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5(33.41| 3341 0.000 qualitative
CO01| Cy5 HSV-2 Unkn Sample 1|00000001 |AltoStar alpha PCR Kit 1.5 N/A 0.00 0.000 it

DO1| Cy5 HSV-2 Unkn Sample 2 | 00000002 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5| N/A 0.00 0.000 qualitative
EO01| Cy5 HSV-2 Unkn Sample 3 | 00000003 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5] N/A 0.00 0.000 qualitative
F01| Cy5 HSV-2 Unkn Sample 4 | 00000004 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 N/A | 0.00 0.000 qualitative
HO1| Cy5 HSV-2 Unkn Sample 6 | 00000006 JAltoStar alpha Herpesvirus PCRKit 1.5| N/A | 0.00 0.000 qualitative
AO1 | FAM vzv NTC NTC| 102209011912 |AltoStar alpha irus PCRKit 1.5] N/A | 0.00 0.000

BO1| FAM vzZv Pos Ctrl [alpha Herpesvirus PC | 102119012004 Al alpha | PCR Kit 1.5[30.07| 30.07 0.000

B02| FAM vzv Unkn Sample 8 | 00000008 |AltoStar alpha Herpesvirus PCRKit 1.5| N/A | 0.00 0.000 | qualitative
CO01| FAM vZVv Unkn Sample 1|00000001 |AltoStar alpha PCR Kit 1.5[29.25| 29.25 0.000 qualitative
DO1[ FAM vzv Unkn Sample 2 [ 00000002 [AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5| N/A | 0.00 0000 | qualitative
EO1| FAM vzv Unkn Sample 3 | 00000003 |AltoStar alpha PCRKit 1.5 NJA | 0.00 0.000 qualitative
FO1|FAM vzv Unkn Sample 4 | 00000004 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 N/A 0.00 0.000 qualitative
HO1| FAM \74 Unkn Sample 6 | 00000006 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5| N/A 0.00 0.000 qualitative
A01 | ROX HSV-1 NTC NTC| 102209011912 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5| N/A 0.00 0.000

B01|ROX HSV-1 Pos Ctrl |alpha Herpesvirus PC | 102119012004|AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.531.52] 3152 0.000

B02 | ROX HSV-1 Unkn Sample 8 | 00000008 |AltoStar alpha F PCR Kit 1.5| N/A 0.00 0.000

CO01|ROX HSV-1 Unkn Sample 1| 00000001 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5| N/A 0.00 0.000 qualitative
DO1|ROX HSV-1 Unkn Sample 2 | 00000002 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5| N/A 0.00 0.000 qualitative
EO01 [ROX HSV-1 Unkn Sample 3 | 00000003 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5| N/A 0.00 0.000 qualitative
F01|ROX HSV-1 Unkn Sample 4 | 00000004 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5(32.16] 32.16 0.000 qualitative
HO1|ROX HSV-1 Unkn Sample 6 | 00000006 |AltoStar alpha PCRKit1.5| NA | 0.00 0.000 quali

AO3 | VIC |[internal Controll NTC NTC | 102209011912 |AltoStar alpha F PCRKit 1.5[24 91| 24.91 0.000

B02| VIC |internal Control| Unkn Sample 8 | 00000008 |AltoStar alpha PCR Kit 1.5[25.30] 25.30 0.000 | qualitati
C01]| VIC |Internal Control| Unkn Sample 1|00000001 JAltoStar alpha F PCR Kit 1 5|25v34 25.34 0.000 qualitati
D01| VIC [Internal Control| Unkn Sample 2 | 00000002 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5[25.45| 25.45 0.000 qualitative
EO1]| VIC |Internal Control| Unkn Sample 3 | 00000003 |AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5[25.27| 25.27 0.000 qualitative
F01| VIC |Internal Control| Unkn Sample 4 | 00000004 [AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.525.38] 25.38 0000 | qualitative
HO1| VIC |internal Control| Unkn Sample 6 | 00000006 |AltoStar alpha F PCR Kit 1.5[2540| 25.40 0.000 qualitative

Rysunek 14: Raport: Quantification Data (Dane oznaczenia ilosciowego)

Wyniki oznaczenia jakosciowego sg oznaczone terminem qualitative (jakosciowe)

w kolumnie Well Note (Uwagi dotyczace studzienki reakcyjnej) tabeli Quantification

Data (Dane oznaczenia ilosciowego).

3.

Zidentyfikuj wszystkie wiersze zawierajgce Target (sekwencja docelowa) VZV,
HSV-1 lub HSV-2 oraz termin qualitative (jako$ciowe) w kolumnie Well Note
(Uwagi dotyczgce studzienki reakcyjnej).

Dla tych wierszy, kolumna C_ zawiera wyniki dla danej probki Sample (Probka).
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5. W tabeli 9 podano interpretacjl wynikow.

Tabela 9: Interpretacja wynikow

Cyklu progowego (Cq) sekwencji

Interpretacja wyniké
docelowych VZV, HSV-1 i HSV-2 nierpretacja wynikow

Wykryto DNA wiasciwe dla VZV, HSV-1 lub

145 HSV-2.
Nie wykryto DNA wtasciwego dla VZV,
. HSV-1 lub HSV-2. Prébka nie zawiera
Nie dot.

wykrywalnych ilosci DNA wtasciwego dla
VZV, HSV-1 lub HSV-2.
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8. Uzycie zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
z urzadzeniami PCR w czasie rzeczywistym innymi niz
CFX96™ Deep Well Dx System

Poza urzgdzeniem CFX96™ DW Dx, zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus

PCR Kit 1.5 zostat zatwierdzony do uzywania z innymi urzagdzeniami PCR w czasie

rzeczywistym (patrz rozdziat 5.3.2.2 Urzgdzenia PCR w czasie rzeczywistym).

W rozdziatach 8.1 Materialy i urzadzenia wymagane, ale nie dotgczone oraz

8.2 Procedura opisano sposéb uzywania zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus

PCR Kit 1.5 z tymi urzadzeniami.

8.1 Materiaty i urzadzenia wymagane, ale nie dotgczone
Wymagane sg nastepujgce urzadzenia i materiaty:

* Podstawowe materiaty i urzgdzenia (patrz rozdziat 7.5 Podstawowe materiaty
i wyposazenie)
CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad)

.

o Ptytki 96-studzienkowe do PCR i folia do zamykania plytek (szczegoétowe
informacje znajdujg sie w tabeli 2)

.

CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

o Ptytki 96-studzienkowe do PCR i folia do zamykania ptytek (szczegotowe
informacje znajdujg sie w tabeli 2)

* Rotor-Gene® Q5/6 plex Platform (QIAGEN)

o Probdéwki 0,1 ml w paskach z pokrywkami [Probéwki 0,1 ml w paskach do
cykleréw Rotor-Gene® (LTF Labortechnik) lub rownowazne]

* QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System oraz ABI Prism® 7500 SDS (Applied
Biosystems)

o Ptytki 96-studzienkowe do PCR i folia do zamykania [MicroAmp™ Optical

96-Well Reaction Plate oraz MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems) lub réwnowazne]
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UWAGA

Nie jest zalecane uzywanie innych materiatéw lub urzgdzen, niz podane
1 w niniejszej instrukcji uzytkowania.

8.2 Procedura

8.2.1 Przygotowanie proébki

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 zostat poddany walidacji z uzyciem
systemu AltoStar® AM16 w potgczeniu z zestawem AltoStar® Purification Kit 1.5.

Moze by¢ wymagane uzycie alternatywnych systeméw i zestawow do izolacji kwasu
nukleinowego. Mozliwos¢ stosowania procedury izolacji kwasu nukleinowego z
zestawem AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 wymaga dodatkowej walidaciji
przez uzytkownika.

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 musi by¢ uzywany z heterologicznym
IC (AltoStar® Internal Control 1.5), ktéry umozliwia kontrole procedury przygotowania
prébki (izolacja kwasu nukleinowego) oraz testu PCR.

* W przypadku uzycia metod izolacji kwasu nukleinowego innych niz system
AltoStar® AM16 w potaczeniu z zestawem AltoStar® Purification Kit 1.5, IC
nalezy dodac¢ na etapie lizy podczas procedury izolacji kwasu nukleinowego.

* |C nalezy zawsze dodawa¢ do mieszaniny probki i buforu do lizowania.

* Objetos¢ dodawanego IC zalezy wytgcznie od objetosci eluatu. Stanowi ona
50% objetosci eluatu. Na przyktad, jesli kwas nukleinowy ma by¢ eluowany
w 60 pl buforu do eluowania lub wody, do mieszaniny probki i buforu do
lizowania nalezy doda¢ 30 pl IC na prébke.

przyczyng degradacji sekwencji docelowej HSV-1, HSV-2 i/lub VZV i

: Przechowywanie eluatéw w nieprawidtowych warunkach moze stac sie
moze negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

69



AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

8.2.2 Przygotowanie mieszaniny master mix

Wszystkie sktadniki zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 oraz probki
powinny by¢ catkowicie rozmrozone, wymieszane (poprzez uzycie pipety lub
wytrzgsanie) i krotko odwirowane przed uzyciem. Mieszanine master mix nalezy
przygotowaé zgodnie z nastepujgcg procedurg schematu pipetowania:

Tabela 10: Procedura schematu pipetowania (przygotowanie mieszaniny master mix)

Liczba reakcji (rxns)

Master A 5l 60 pl
Master B 15 pl 180 pl

Objetos¢ mieszaniny
20 pl 240 pl
master mix

Nie nalezy uzywac innych objetosci mieszaniny reakcyjnej Master A i
Master B dla konfiguracji mieszaniny master mix, niz podane w niniejsze;j
instrukcji uzytkowania, poniewaz moze to negatywnie wptywa¢ na
dziatanie wyrobu.

spowodowaé kontaminacje pozostato$cig odczynnikéw na zakretkach

C Brak odwirowania skfadnikéw zestawu po rozmrozeniu moze
i negatywnie wptywac¢ na dziatanie wyrobu.

8.2.3 Konfiguracja reakcji

1. Przenie$ pipetg 20 pl mieszaniny master mix do odpowiednich studzienek
w 96-studzienkowej ptytce optycznej do PCR lub do odpowiedniej optycznej
probowki reakcyjnej.

2. Dodaj 10 pl probki (eluat z izolacji kwasu nukleinowego) lub 10 pl roztworu
kontrolnego (PC lub NTC).
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Tabela 11: Procedura schematu pipetowania (konfiguracja reakcji)

Konfiguracja reakc;ji

Mieszanina master mix 20 pl
Prébka lub kontrola 10 ul
Objetos¢ catkowita 30 pl

Na kazdg serie nalezy stosowac co najmniej 1 PCi 1 NTC.
4. Dokfadnie wymieszaj probki i kontrole z mieszaning master mix poprzez
pipetowanie w gore i w dot.

5. Zamknij ptytke 96-studzienkowg do PCR folig do zamykania ptytek PCR oraz
probowki reakcyjne odpowiednimi zakretkami (patrz rozdziat 8.1 Materiaty i
urzagdzenia wymagane, ale nie dotgczone).

6. Odwiruj ptytke 96-studzienkowg do PCR w wiréwce kompatybilnej z mikroptytka
przez 30 sekund z predkoscig okoto 1000 x g (~ 3000 obr./min).

Po zakonczeniu badania PCR, mieszanina PCR zachowuje stabilnos¢ w
temperaturze pokojowej (maks. +30 °C) przez 30 minut.

Nie nalezy przekraczaé czasu przechowywania mieszaniny PCR,
poniewaz moze to negatywnie wptywaé na dziatanie wyrobu.

Nie nalezy mieszac prébek lub identyfikatorow prébek podczas badania
PCR lub przenoszenia do urzgdzenia PCR. Moze to powodowaé
wyniki fatszywie pozytywne lub fatszywie negatywne ze wzgledu na
nieprawidtowe przypisanie probek.

8.2.4 Badanie PCR

8.2.4.1 Programowanie urzadzen PCR w czasie rzeczywistym

Szczegdtowe informacje dotyczace konfiguracji i programowania réznych urzadzen
PCR w czasie rzeczywistym znajdujg sie w instrukcji uzytkowania danego
urzadzenia.
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Szczegdtowe instrukcje dotyczace programowania i uzywania zestawu AltoStar®

alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 z okreslonymi urzadzeniami PCR w czasie

rzeczywistym mozna uzyska¢ w dziale pomocy technicznej altona Diagnostics

(patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).

8.2.4.2 Ustawienia badania PCR

Wybierz nastepujgce ustawienia podstawowe:

Tabela 12: Ustawienia badania PCR

Objetosc reakgc;ji 30 pl
Szybkos¢ zmiany DomysIna
Wzorzec pasywny* Brak

* Jesli dotyczy

Wybierz nastepujgce detektory fluorescencji (barwniki):

Tabela 13: Detektory fluorescencji

Barwnik

Sekwencja docelowa Nazwa Barwnik
detektora reporterowy
HSV-1 HSV-1 ROX™
HSV-2 HSV-2 Cy5
vzv vzv FAM™
Kontrola wewnetrzna Internal Control NOE

ttumiacy
(Brak)
(Brak)
(Brak)
(Brak)
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Wybierz nastepujgcy profil temperatury i badania barwnika:

Tabela 14: Profil temperatury i badania barwnika

Liczba

.. . Temperatura
powtérzen Pomiar °C]
cyklu
ensiess | MRS 1 - 95 02:00
temperatury
- 95 00:15
Amplifikacja Zmiany cykliczne 45 Tak 58 00:45
- 72 00:15

niniejszej instrukcji uzytkowania, poniewaz moze to negatywnie wptywac

C Nie uzywaj innych parametrow profilu termicznego niz podany w
na dziatanie wyrobu.

8.2.5 Analiza danych

Szczegdtowe informacje dotyczgce analizy danych dla okreslonych urzadzen PCR
w czasie rzeczywistym znajduja sie w instrukcji uzytkowania danego urzadzenia.

Szczegdtowe instrukcje dotyczace analizy danych generowanych przez zestaw
AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 dla réznych urzadzen PCR w czasie
rzeczywistym mozna uzyska¢ w dziale pomocy technicznej altona Diagnostics
(patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).

Kryteria prawidtowosci badan diagnostycznych PCR i interpretacji wynikéw
niezaleznie od uzywanego urzadzenia PCR w czasie rzeczywistym zostaty podane
w rozdziatach 7.6.8.2 Prawidtowos$¢ jakosciowego badania diagnostycznego PCR
do 7.6.8.3 Prawidtowos¢ ilosciowego badania diagnostycznego PCR, rozdziale
7.6.10.1 Manualna analiza oraz tabeli 9.
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Nie uzywaj innych ustawien analizy danych niz podane w niniejszej
A instrukcji uzytkowania, poniewaz moze to powodowac nieprawidiowe
wyniki IVD.

Podobnie jak w przypadku innych badan diagnostycznych, wyniki nalezy
interpretowac z uwzglednieniem danych klinicznych i laboratoryjnych.

9. Charakterystyka dziatania testu

Dziatanie zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 oceniono z uzyciem
dostepnego komercyjnie materiatu HSV-1, HSV-2 i VZV dodanego do uniwersalnego
podtozg transportowego Universal Transport Medium™ (UTM®).

9.1 Wymazy skoérne i sluzowkowo-skoérne

9.1.1 Czutos¢ analityczna

W celu wyznaczenia granicy wykrywalnosci (limit of detection, LoD), zostata
wykonana seria rozcienczen dostepnego komercyjnie materiatu HSV-1, HSV-2 i
VZV w UTM® w zakresie stezen od 5,00E+02 do 2,50E+00 copies/ml.

Kazde rozcienczenie badano przy uzyciu 8 powtérzen w 3 seriach (catkowita liczba
n = 24 na rozcienczenie) z uzyciem:

« 3 zestawdw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
+ 3 zestawow AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 zestawow AltoStar® Internal Control 1.5

* 3 systemow AltoStar® AM16

e 3 urzadzen CFX96™ DW Dx

Dane ze wszystkich serii zostaty zestawione i na ich podstawie wykonano analize
probit, w wyniku ktdrej obliczono LoD przy poziomie 95%.
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Tabela 15: Wyniki testu PCR stosowane do obliczen czutosci analitycznej w stosunku do
HSV-1

Stezenie . Odsetek
[copiesiml] N [catkowita] N [pozytywne] pozytywnych
wynikéw [%]
5,00E+02 24 24 100
3,50E+02 24 24 100
2,00E+02 24 24 100
1,00E+02 24 24 100
5,00E+01 24 24 100
2,00E+01 24 22 92
1,00E+01 24 16 67
5,00+00 24 14 58
2,50E+00 24 5 21

Warto$¢ LoD dla zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 do detekgji
HSV-1 w UTM® wynosi 26 copies/ml (przedziat ufnosci 95%: 17-53 copies/ml).

Tabela 16: Wyniki testu PCR stosowane do obliczen czutosci analitycznej w stosunku do
HSV-2

Stezenie . Odsetek
[copies/ml] pllestionit] N [pozytywne] pozy_ty}lvnych
wynikow [%]
5,00E+02 24 24 100
3,50E+02 24 24 100
2,00E+02 24 24 100
1,00E+02 24 24 100
5,00E+01 24 22 92
2,00E+01 24 22 92
1,00E+01 24 19 79
5,00E+00 24 13 54
2,50E+00 24 7 29
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Warto$¢ LoD dla zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 do detekg;ji
HSV-2 w UTM® wynosi 37 copies/ml (przedziat ufnosci 95%: 23—85 copies/ml).

Tabela 17: Wyniki testu PCR stosowane do obliczen czutosci analitycznej w stosunku do
vzv

Stezenie . Odsetek
[copies/ml] N [calkowita] N [pozytywne] pozy_ty)lvnych
wynikow [%]
5,00E+02 24 24 100
3,50E+02 24 24 100
2,00E+02 24 24 100
1,00E+02 24 24 100
5,00E+01 24 20 83
2,00E+01 24 14 58
1,00E+01 24 6 25
5,00E+00 24 7 29
2,50E+00 24 2 8

Wartos¢ LoD dla zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 do detekcji VZV
w UTM® wynosi 91 copies/ml (przedziat ufnosci 95%: 59-172 copies/ml).

9.1.2 Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczna zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 jest
zapewniona poprzez precyzyjny wybdr oligonukleotydow (startery i sondy).
W celu zapewnienia detekcji wszystkich istotnych genotypéw HSV-1, HSV-2 i VZV
oligonukleotydy zostaty sprawdzone przez poréwnanie sekwencji w stosunku do
sekwencji dostepnych publicznie.

W celu weryfikacji swoistosci analitycznej zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus
PCR Kit 1.5 wykonano nastepujace doswiadczenia (patrz rozdziaty od 9.1.2.1
Probki negatywne do 9.1.2.3 Reaktywnos$¢ krzyzowa).
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9.1.2.1 Prébki negatywne

Testom z uzyciem zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 poddano
34 pobrane od indywidualnych dawcéw wymazy skoérne i Sluzéwkowo-skérne z
wynikiem negatywnym dla HSV-1, HSV-2 i VZV. Wszystkie (34 z 34) probki daty
wynik negatywny dla DNA witasciwego dla HSV-1, HSV-2 i VZV i pozytywny dla
IC. Swoisto$¢ analityczna zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 dla
wymazow skornych i sluzowkowo-skornych wynosi = 95%.

9.1.2.2 Substancje interferujace

W celu oceny wptywu potencjalnie interferujgcych substancji endogennych i
egzogennych na dziatanie zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5,
wybrane substancje zostaty dodane do UTM®. Probki zawieraty HSV-1, HSV-2 i
VZV w stezeniu odpowiadajgcym 3 x LoD (78 copies/ml dla HSV-1, 111 copies/ml
dla HSV-2 i 273 copies/ml dla VZV), 5,00E+03 copies/ml (dla HSV-1, HSV-2 i VZV)
oraz nie zawieraty HSV-1, HSV-2 i VZV.

Wyniki uzyskane dla prébek zawierajgcych potencjalnie interferujgce substancje
zostaly poréwnane z wynikami uzyskanymi dla UTM® niezawierajgcych substanciji
interferujgcych. Kazdg probke oznaczano w 3 powtdrzeniach.

Nie stwierdzono interferencji dla prébek zawierajgcych podwyzszone poziomy:

» Substancji endogennych

o Ludzkiego genomowego DNA

o Krwi petnej

» Substancji egzogennych

> Acyklowiru (Zovirax®)

o Azytromycyny

o Mupirocyny

o Nystatyny

o Pirimetaminy (Daraprim)

o Lotion do skory
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Obecnos$¢ inhibitorow PCR moze powodowa¢ nieprawidtowe lub
fatszywie negatywne wyniki.

9.1.2.3 Reaktywnos¢ krzyzowa

Swoisto$¢ analityczna zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 w
odniesieniu do reaktywnosci krzyzowej z patogenami innymi niz HSV-1, HSV-2 i
VZV zostata oceniona poprzez testy:

» Patogenéw powodujgcych podobne objawy, co zakazenie HSV-1, HSV-2 i
vzv

» Patogendéw, ktérych prawdopodobienstwo wystepowania u pacjentéw
zakazonych HSV-1, HSV-2 i VZV jest duze

» Patogendw, ktére mogg wystepowaé w wymazach skérnych i $luzéwkowo-
skornych

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 nie podlega reakcji krzyzowej z
nastepujgcymi patogenami:

» Candida albicans * Neisseria gonorrhoeae
e Chlamydia trachomatis » Staphylococcus aureus
*  Mycoplasma genitalium « Trichomonas vaginalis

Ponadto, testom poddano HSV-1, HSV-2 i VZV. Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus
PCR Kit 1.5 nie dawat sygnatow fatszywie pozytywnych w kanale detekcji wlasciwym
dla HSV-1 (ROX™) podczas oznaczania HSV-2 i VZV lub w kanale detekcji HSV-2
(Cy5) podczas oznaczania HSV-1i VZV. Ponadto, sygnaty fatszywie pozytywne nie
zostaty wykryte w kanale detekcji wtasciwym dla VZV (FAM™) podczas oznaczania
HSV-1i HSV-2.
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W przypadku prébki zawierajgcej patogeny inne niz HSV-1, HSV-2
i/lub VZV, moze wystepowac konkurencja z amplifikowang sekwencjg
docelowg lub reaktywnos$¢ krzyzowa, powodujgce nieprawidtowe wyniki
IVD.

9.1.3 Precyzja

Precyzja zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 oceniono z uzyciem
panelu zawierajgcego:

* 1 prébka pozytywna w UTM® o wysokim stezeniu HSV-1, HSV-2 i VzV
(5,00E+03 copies/ml)
* 1 prébka pozytywna w UTM® o niskim stezeniu HSV-1 [78 copies/ml (3 x LoD)]

* 1 prébka pozytywna w UTM® o niskim stezeniu HSV-2 [111 copies/ml
(3 x LoD)]

* 1 prébka pozytywna w UTM® o niskim stezeniu VZV [273 copies/ml (3 x LoD)]
* 1 probka w UTM® z wynikiem negatywnym dla HSV-1, HSV-2 i VZV

Kazdy element panelu zostat poddany testom z uzyciem co najmniej 4 powtérzen
na serie.

W ciggu 5-ciu dni wykonano 5 serii testéw z uzyciem kombinacji:

» 3 zestawdw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
» 3 zestawow AltoStar® Purification Kit 1.5

+ 3 zestawow AltoStar® Internal Control 1.5

+ 3 systemow AltoStar® AM16

* 3 urzadzen CFX96™ DW Dx

Powtarzalnos¢ (zmienno$¢ miedzyseryjna), zmiennos¢ wewnatrzseryjna i
odtwarzalnos¢ (zmiennos¢ catkowita) zostaty wyznaczone na podstawie:

* Wartosci cyklu progowego (Cq*) dla probek pozytywnych o wysokim stezeniu
HSV-1, HSV-2 i VZV (patrz tabele 18, 19 i 20)
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* Wartosci cyklu progowego (Cq*) dla IC w prébkach negatywnych dla HSV-1,
HSV-2 i VZV (patrz tabela 21)

*

Oznaczenie Cq jest rownowazne oznaczeniu C, ktére moze by¢ stosowane w cyklerach
innych niz CFX96™ Deep Well Dx System (Bio-Rad).

Tabela 18: Dane precyzji (CV% okreslone na podstawie wartosci Cq) dla probek
pozytywnych o wysokim stezeniu HSV-1 w UTM®

Prébki pozytywne o wysokim stezeniu
HSV-1 [CV% okreslone na podstawie
wartosci Cq]

0,15-1,29
0,96
1,33

Wszystkie probki HSV-1 testowane przy 3 x LoD (probki pozytywne o niskim
stezeniu) daty wynik pozytywny.

Tabela 19: Dane precyzji (CV% okreslone na podstawie wartosci Cq) dla probek
pozytywnych o wysokim stezeniu HSV-2 w UTM®

Prébki pozytywne o wysokim stezeniu
HSV-2 [CV% okreslone na podstawie
wartosci Cq]

0,08-0,95

0,52
1,14

Wszystkie probki HSV-2 testowane przy 3 x LoD (probki pozytywne o niskim
stezeniu) daty wynik pozytywny.
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Tabela 20: Dane precyzji (CV% okreslone na podstawie wartosci Cq) dla probek
pozytywnych o wysokim stezeniu VZV w UTM®

Prébki pozytywne o wysokim stezeniu
VZV [CV% okreslone na podstawie
wartosci Cq]

0,21-1,26
0,52
2,17

Wszystkie probki VZV testowane przy 3 x LoD (prébki pozytywne o niskim stezeniu)
daty wynik pozytywny.

Tabela 21: Dane precyzji (CV% okreslone na podstawie wartosci C,) dla IC w prébkach
UTM® z wynikiem negatywnym dla HSV-1 i HSV-2

0,06-0,64

0,77

2,42

9.1.4 Catkowity odsetek nieudanych

Elastycznos$¢ zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 zostata oceniona
na podstawie testu 31 wymazéw skoérnych i Sluzéwkowo-skornych z wynikiem
negatywnym dla HSV-1, HSV-2 i VZV od indywidualnych dawcéw z dodatkiem
HSV-1, HSV-2 i VZV do stezenia koncowego wynoszacego odpowiednio 3 x LoD
(78 copies/ml, 111 copies/ml i 273 copies/ml). Wszystkie (31 z 31) prébki daty wynik
pozytywny dla kanatu detekcji fluorescencji wtasciwego dla HSV-1, HSV-2 i VZV
(odpowiednio ROX™, Cy5 i FAM™),
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9.1.5 Efekt przeniesienia

Efekt przeniesienia stanowi ryzyko zalezne od procedury wykonania badania,
a nie od stosowanego testu PCR. Dla zautomatyzowanej procedury badania
AltoStar® Workflow, jako modelu przykiadowego uzyto zestawu AltoStar®
Parvovirus B19 PCR Kit 1.5. Potencjalne zanieczyszczenie krzyzowe poprzez
zanieczyszczenie pozostato$ciami z probek pozytywnych o wysokim stezeniu
zostato ocenione na podstawie naprzemiennych testéw prébek pozytywnych o
wysokim stezeniu parwowirusa B19 (1,00E+07 IU/ml) oraz probek negatywnych
(n = 44 na serig; 2 serie) z uzyciem zestawu AltoStar® Parvovirus B19 PCR Kit 1.5.
Nie stwierdzono efektu przeniesienia, a wszystkie probki negatywne parwowirusa
B19 daty wynik negatywny testu.

9.1.6 Parametry kliniczne

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 oceniono w badaniu poréwnawczym
z zestawem HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection and quantification kit
(bioMérieux) posiadajgcym znak CE. Retrospektywnie przebadano réwnolegle
134 wymazow skornych i sluzéwkowo-skornych za pomocg zestawu HSV1 HSV2
VZV R-gene® real-time detection and quantification kit (bioMérieux) oraz zestawu
AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5.

Zestaw HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection and quantification kit
(bioMérieux) zostat uzyty w potaczeniu z zestawem QIAamp® DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN).

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 zostat uzyty w potaczeniu z
zestawem AltoStar® Purification Kit 1.5 oraz AltoStar® Internal Control 1.5 wraz z
systemem AltoStar® AM16 oraz urzgdzeniem CFX96™ DW Dx.

Z analizy jakosciowej zostaty wykluczone wszystkie probki z nieprawidiowym
wynikiem dla jednego lub obu oznaczen.
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Wyniki dla pozostatych 105 prébek zostaty przedstawione w tabelach 22—24.

Tabela 22: Wyniki oceny czutosci i swoistosci diagnostycznej dla HSV-1 w wymazach
skornych i sluzéwkowo-skérnych

HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection and

quantification kit (bioMérieux)
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Czutos¢ i swoistosc diagnostyczna zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
dla HSV-1 w poréwnaniu do zestawu HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection
and quantification kit (bioMérieux) wynosita odpowiednio 100% i 99%.

Tabela 23: Wyniki oceny czutosci i swoistosci diagnostycznej dla HSV-2 w wymazach
skornych i $luzéwkowo-skérnych

HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection and quantification

kit (bioMérieux)
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Czutos$¢ i swoistos¢ diagnostyczna zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
dla HSV-2 w poréwnaniu do zestawu HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection
and quantification kit (bioMérieux) wynosita odpowiednio 100% i 99%.

Tabela 24: Wyniki oceny czutosci i swoistosci diagnostycznej dla VZV w wymazach
skornych i sluzéwkowo-skornych

HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection and

quantification kit (bioMérieux)
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Czutos$¢ i swoistos¢ diagnostyczna zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
dla VZV w poréwnaniu do zestawu HSV1 HSV2 VZV R-gene® real-time detection
and quantification kit (bioMérieux) wynosita odpowiednio 98% i 100%.
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10. Utylizacja

Odpady niebezpieczne i biologiczne nalezy utylizowa¢ zgodnie z obowigzujgcymi
przepisami lokalnymi i krajowymi. Pozostatych sktadnikéw wyrobu i odpadéw nie
nalezy odprowadzac¢ do kanalizacji, ciekéw wodnych lub gleby.

Prébki nalezy zawsze traktowa¢ jako materiat zakazny i stanowigcy
zagrozenie biologiczne, zgodnie z procedurami bezpieczenstwa i
praktykami obowigzujgcymi w danym laboratorium. W przypadku

~ rozlania materiatu probki, natychmiast uzy¢ odpowiedniego srodka
dezynfekujgcego. Skazone materiaty nalezy traktowac jako zagrozenie
biologiczne.

Odpady niebezpieczne i biologiczne nalezy utylizowa¢ zgodnie z
A obowigzujgcymi przepisami lokalnymi i krajowymi, aby unikngé skazenia
- Srodowiska.

: Ptytke do PCR nalezy utylizowa¢ w stanie zamknietym, poniewaz nie
1 nalezy usuwac folii do zamykania ptytek do PCR po ich uzyciu.
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11. Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem zarzgdzania jakoscig altona Diagnostics GmbH wedtug
wytycznych EN ISO 13485, kazda partia zestawéw AltoStar® alpha Herpesvirus
PCR Kit 1.5 jest weryfikowana pod wzgledem zgodnosci ze specyfikacjami w celu
zapewnienia statej jakosci wyrobu.

12. Pomoc techniczna

Pomoc mozna uzyskac¢ w dziale pomocy technicznej altona Diagnostics:

e-mail: support@altona-diagnostics.com

telefon: +49-(0)40-5480676-0

L Wszelkie powazne wypadki zwigzane z uzyciem tego wyrobu nalezy
1 zgtaszac¢ firmie altona Diagnostics oraz wiasciwym wtadzom w kraju
uzytkowania.
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14. Znaki towarowe i zastrzezenia

4s3™ (4titude); AltoStar® (altona Diagnostics); ABI Prism®, QuantStudio™ (Applied
Biosystems); R-gene® (bioMérieux); CFX96™, CFX Manager™ (Bio-Rad);
Universal Transport Medium™, UTM® (Copan); Zovirax® (GlaxoSmithKline); Rotor-
Gene®, QlAamp® (QIAGEN); LOINC® (Regenstrief Institute, Inc.); FAM™, JOE™,
MicroAmp™, ROX™ VIC™ (Thermo Fisher Scientific).

Zarejestrowane nazwy, znaki towarowe itp. stosowane w niniejszym dokumencie,
nawet jesli nie zostaly wyraznie zidentyfikowane, sg traktowane jako chronione

prawnie.

Zestaw AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5 to posiadajacy oznaczenie CE
zestaw diagnostyczny zgodny z wymaganiami europejskiej dyrektywy 98/79/WE w
sprawie diagnostyki in vitro.

Wyréb nie posiada licencji Health Canada oraz nie zostat zatwierdzony przez FDA.
Wyréb nie jest dostepny we wszystkich krajach.

© 2023 altona Diagnostics GmbH; Wszelkie prawa zastrzezone.
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15. Symbole

Wyréb medyczny uzywany do diagnostyki

IVD in vitro
Global Trade Item Number
LOT Numer partii
Zawartosé
A Kolor zakretki

Numer katalogowy

Numer

Sktadnik

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

Zawiera ilo$¢ wystarczajgca na ,n” testow/
reakcji (rxns)

Limit temperatury

Termin waznosci

Producent

Ostroznie

feew-~am EEEE

AT Numer materiatu
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ED Wersja

Uwaga
1 g
Zawiera materiat biologiczny pochodzenia
zwierzecego
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16. Protokét testu dla oprogramowania AltoStar® Connect
i informacje na temat integracji z systemem LIMS

Kod kreskowy 2D przedstawiony na rysunku 15 musi by¢ uzyty do zainstalowania
najnowszego protokotu testu do uzycia zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus
PCR Kit 1.5 z systemem AltoStar® AM16. Kod kreskowy moze by¢ skanowany
wytgcznie w postaci wydrukowanej. Kod kreskowy mozna zeskanowac bezposrednio
z instrukcji obstugi lub wydrukowaé go na osobnym arkuszu. Nalezy pamietac,
ze rozmiar druku moze wplywac¢ na skutecznos¢ skanowania kodu kreskowego.
Nalezy upewnic sig, ze kod jest drukowany w skali 100%. Aby zeskanowadé, nalezy
skierowa¢ skaner na czerwong linie na kodzie kreskowym. Szczegdtowe informacje
na temat zarzadzania protokotami testow znajdujg sie¢ w odpowiednim rozdziale
instrukcji uzywania oprogramowania AltoStar® Connect. Informacje na temat
integracji z systemem LIMS, patrz tabela 26.

AltoStar® alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5

Checksum: 3307749B902E489CEC53599E911E6FD093008186

Rysunek 15: Kod kreskowy protokotu testowego dla zestawu AltoStar® alpha Herpesvirus
PCR Kit 1.5
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Tabela 25: Dziennik zmian dla protokotu testowego

Wersja protokotu Aktualizacje

1 Pierwsze wydanie

Tabela 26: Informacje na temat integracji z systemem LIMS

Zlecenie testu (LIMS — system AltoStar® AltoStar alpha Herpesvirus PCR Kit 1.5
AM16)

Wynik testu (CFX96™ DW Dx — LIMS) - vzv
kanat 1

Wynik testu (CFX96™ DW Dx — LIMS) - HSV-1
kanat 3

Informacje na temat LOINC® (Nazwy i kody logicznych identyfikatoréw obserwacii)
mozna znalezé na stronie internetowej altona Diagnostics GmbH (www.altona-
diagnostics.com) lub uzyska¢ w dziale pomocy technicznej altona Diagnostics
(patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).
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17. Historia zmian
Tabela 27: Historia zmian

Data wydania
[miesiac/rok]

Identyfikator

Zmiany

MAN-AS0081540-

PL-S01 10/2021 Pierwsze wydanie
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strona celowo pozostawiona pusta
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strona celowo pozostawiona pusta
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always a drop ahead.

altona Diagnostics GmbH
Mérkenstr. 12
22767 Hamburg, Germany

phone +49 40 548 0676 0
fax +49 40 548 0676 10
e-mail info@altona-diagnostics.com

www.altona-diagnostics.com
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