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1. Przeznaczenie zestawu

Zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 to test diagnostyczny in vitro oparty na
technologii PCR w czasie rzeczywistym, stuzgcy do wykrywania jakosciowego RNA
wiasciwego dla syncytialnego wirusa uktadu oddechowego (RSV). Ponadto, test
umozliwia rozréznienie pomiedzy RNA wiasciwym dla RSV podtyp A (RSV A) oraz
RSV podtyp B (RSV B).

2. Skladniki zestawu

Tabela 1: Sktadniki zestawu

Kolor zakretki Sktadnik Liczba fiolek
Niebieski Master A 8 60

Objetosé [ulffiolke]

Fioletowy Master B 8 180
Zielony Internal Control 1 1000
Czerwony ;%s\;txe o] 1 250
;Cés\lltlée Control 1 250
Biaty Water (PCR grade) 1 500

Internal Control = kontrola wewnetrzna
Positive Control = kontrola pozytywna

Water (PCR grade) = woda (klasa PCR)

3. Przechowywanie

» ZestawRealStar® RSV RT-PCRK:it 3.0 jest wysytany w suchym lodzie. Sktadniki
zestawu powinny by¢ dostarczone w stanie zamrozonym. W przypadku, gdy
jeden lub wiecej sktadnikdw zestawu nie jest zamrozony podczas dostawy lub
probowki zostaty uszkodzone podczas transportu nalezy skontaktowac sie z
altona Diagnostics GmbH w celu uzyskania pomocy.
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Po odbiorze wszystkie sktadniki nalezy przechowywaé w temperaturze od
-25°C do-15 °C.

Nalezy unika¢ wielokrotnego cyklu rozmrazania i zamrazania odczynnikéw
Master (wiecej niz dwukrotnie), poniewaz moze to negatywnie wptywacé to na
wiasciwosci uzytkowe testu. Odczynniki powinny by¢ zamrazane w porcjach,
jesli nie zostang uzyte na raz.

Przechowywanie w temperaturze +2 °C do +8 °C nie powinno przekroczyé¢
2 godzin.

Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B nalezy chroni¢ przed Swiattem.

Materialy i urzgdzenia wymagane, ale niedotgczone

Odpowiednie urzadzenie do PCR w czasie rzeczywistym (patrz rozdziat 6.1
Urzadzenia PCR w czasie rzeczywistym)

Odpowiedni system lub zestaw do izolacji kwasu nukleinowego
Wiréwka z rotorem na probowki reakcyjne o objetosci 2 ml

Wirdéwka z rotorem na mikroptytki, w przypadku uzywania ptytek reakcyjnych
z 96 studzienkami

Wytrzgsarka

Odpowiednie plytki reakcyjne z 96 studzienkami lub probdéwki reakcyjne z
odpowiednim zamknieciem (optycznym)

Pipety (regulowane)

Koncowki do pipet z filtrami do jednorazowego uzytku

Rekawiczki bezpudrowe do jednorazowego uzytku

* Nalezy upewnic¢ sie, ze wszystkie uzyte urzgdzenia zostaly

I zainstalowane, skalibrowane, sprawdzone i sa konserwowane
zgodnie z instrukcjami i zaleceniami producenta.
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Zalecane jest uzycie rotora z 72 studzienkami z odpowiednimi

probéwkami reakcyjnymi o objetosci 0,1 ml w przypadku uzycia
1 Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research) lub Rotor-Gene® Q 5/6 plex
(QIAGEN).

5. Podstawowe informacje

Ludzki syncytialny wirus oddechowy (RSV) to wirus z jednonicowym RNA o
polarnosci ujemnej nalezacy do rodziny Paramyxoviridae. RSV dzieli sie na dwie
podstawowe grupy genetyczne: RSV A i RSV B. W ramach tej samej epidemii,
rézne genotypy z obu podgrup mogg wystepowac z rézng czestotliwoscig.

RSV powoduje zakazenia uktadu oddechowego. Praktycznie wszystkie dzieci
ulegng zakazeniu RSV do wieku od 2 do 3 lat. W przeciggu zycia dochodzi do
wielokrotnych powtérnych zakazen. W wiekszosci przypadkow zakazenie RSV
powoduje tylko tagodne objawy, takie jak zwykie przeziebienie. W przypadku
niemowlat i matych dzieci, RSV stanowi gtéwng przyczyne powaznych choréb
gornych drég oddechowych oraz podstawowg przyczyne zapalenia oskrzelikéw
i zapalenia ptuc. Ponadto, RSV stanowi powazny problem u oso6b starszych, u
pacjentow z chorobami sercowo-ptucnymi i u 0séb z obnizong odpornoscia.

RSV rozprzestrzenia sie drogg kropelkowa lub przez kontakt z wydzieling z nosa lub
ust osob zakazonych. Ogniska zakazen RSV sg obserwowane na catym $wiecie,
z corocznymi epidemiami zimg i wczesng wiosng w klimatach umiarkowanych, na
przyktad w Europie i Ameryce Pétnocnej oraz w porze deszczowej w tropikach.

Wzglednie szybka ewolucja molekularna wiruséw RNA wiaze

sie z ryzykiem akumulacji mutacji w czasie, co moze prowadzi¢
1 do falszywie negatywnych wynikow dla jakiegokolwiek systemu
testowania opartego na technologii RT-PCR.
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6. Opis wyrobu

Zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 to test diagnostycznyin vitro oparty na
technologii PCR w czasie rzeczywistym, stuzacy do wykrywania i rozrézniania
RNA wiasciwego dla wirusa syncytialnego uktadu oddechowego podtyp A
(RSV A) oraz wirusa syncytialnego uktadu oddechowego podtyp B (RSV B). Test
zawiera heterologiczny system amplifikacji (kontrola wewnetrzna) umozliwiajacy
identyfikacje ewentualnej inhibicji RT-PCR oraz weryfikacje integralnosci
odczynnikéw wchodzgcych w skfad zestawu.

Technologia RT-PCR w czasie rzeczywistym wykorzystuje reakcje odwrotnej
traksryptazy (RT) w celu przepisania RNA na komplementarny DNA (cDNA), reakcje
tancuchowg polimerazy (PCR) w celu amplifikacji sekwencji docelowych oraz sondy
wiasciwe dla tych sekwencji docelowych w celu wykrycia amplifikowanego DNA.
Sondy sg oznakowane fluorescencyjnym barwnikiem reporterowym i barwnikiem
ttumigcym.

Sondy wiasciwe dla RNA RSV A sg oznakowane fluoroforem Cy®5, natomiast sondy
wiasciwe dla RNA RSV B sg oznakowane fluoroforem FAM™. Sonda wiasciwa dla
IC jest oznakowana fluoroforem JOE™.

Uzycie sond zwigzanych z roznymi barwnikami umozliwia rownolegte wykrywanie
RNA wtasciwego dla RSV A, RNA wiasciwego dla RSV B oraz IC w odpowiadajgcym
im kanatach detekcji urzadzenia do PCR w czasie rzeczywistym.

Badanie obejmuje trzy procesy w pojedynczym oznaczeniu:

« Odwrotna transkrypcja RNA sekwencji docelowej i kontroli wewnetrznej do
cDNA

*  Amplifikacja PCR cDNA sekwencji docelowej i kontroli wewnetrznej

* Rodwnoczesna detekcja amplikondw PCR przez sondy oznakowane
barwnikiem fluorescencyjnym
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Zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 obejmuje:

*  Master A

* Master B

* Internal Control

» Positive Control RSV A
» Positive Control RSV B
»  Water (PCR grade)

Internal Control = kontrola wewnetrzna
Positive Control = kontrola pozytywna
Water (PCR grade) = woda (klasa PCR)

Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B zawierajg wszystkie sktadniki (roztwoér
buforowy PCR, odwrotng transkryptaze, polimeraze DNA, s6l magnezu, startery
i sondy) umozliwiajgceodwrotng transkrypcje, jak rowniez zwigzang z PCR
amplifikacje i detekcje RNA wtasciwego dla RSV A, RNA wiasciwego dla RSV B
oraz IC w konfiguracji pojedynczej reakc;ji.

6.1 Urzadzenia PCR w czasie rzeczywistym

Zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 zostat opracowany i zwalidowany do pracy
z nastepujgcymi urzgdzeniami PCR w czasie rzeczywistym:

Mx 3005P™ QPCR System (Stratagene)

*  VERSANT® kPCR Molecular System AD (Siemens Healthcare)
* ABI Prism® 7500 SDS (Applied Biosystems)

» ABI Prism® 7500 Fast SDS (Applied Biosystems)

* Rotor-Gene® 6000 (Corbett Research)

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

*+ CFX96™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)

10
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« CFX96™ Deep Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad)
» LightCycler® 480 Instrument Il (Roche)

7. Ostrzezenia i srodki ostroznosci

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

* Przed pierwszym uzyciem sprawdzi¢ wyrob i jego sktadniki pod kgtem:

o Integralnosci

o Kompletnosci pod wzgledem liczby, typu i stopnia napetnienia (patrz
rozdziat 2. Sktadniki zestawu)

o Prawidtowych etykiet
o Zamarzniecia w momencie dostawy

» Uzycie tego wyrobu jest ograniczone wytgcznie do personelu poinstruowanego
i przeszkolonego w technikach PCR w czasie rzeczywistym oraz procedurach
diagnostyki in vitro.

» Probki nalezy zawsze traktowac jako zakazne i/lub zagrozenie biologiczne
zgodnie z procedurami bezpieczenstwa laboratorium.

* Podczas pracy z préobkami nalezy zawsze nosi¢ ochronne rekawiczki
bezpudrowe jednorazowego uzytku, fartuch laboratoryjny i ochrone oczu.

e Unika¢ skazenia prébek oraz sktadnikéw zestawu mikroorganizmami i
nukleazami (DNaza/RNaza).

e Zawsze uzywac¢ koncowek pipet jednorazowego uzytku, nieskazonych
DNaza/RNazg, z barierg chronigcg przed aerozolami.

* Podczas pracy ze skfadnikami zestawu nalezy zawsze nosi¢ ochronne
rekawiczki bezpudrowe jednorazowego uzytku.

* Nalezy korzysta¢ z oddzielnych obszaréw roboczych do (i) przygotowania
probki, (i) konfiguracji reakcji oraz (iii) amplifikacji/detekcji. Praca w
laboratorium powinna przebiegac jednokierunkowo. Zawsze nosi¢ rekawiczki
jednorazowe w kazdym obszarze i zmienia¢ je przed przejsciem do innego
obszaru.

1"
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Materiaty eksploatacyjne i wyposazenie nalezy przypisa¢ do danego obszaru
roboczego i nie przenosi¢ ich pomiedzy poszczegdinymi obszarami.

Materiat pozytywny lub potencjalnie pozytywny nalezy przechowywac osobno
od wszystkich innych sktadnikéw zestawu.

Nie otwiera¢ ptytek/probéwek reakcyjnych po amplifikacji, aby unikng¢
zanieczyszczenia amplikonami.

Dodatkowe kontrole mogg wymaga¢ oznaczenia zgodnie z wytycznymi
lub wymaganiami przepiséw lokalnych, stanowych i/lub federalnych lub
organizacji akredytujgcych.

Nie nalezy sterylizowac proboéwek reakcyjnych po badaniu PCR w autoklawie,
poniewaz nie zapewnia to degradacji amplifikowanego kwasu nukleinowego i
wigze sie z ryzykiem skazenia obszaru laboratorium.

Nie stosowac skfadnikéw zestawu po uptynieciu ich terminu waznosci.

Utylizowa¢ odpady (probki i testy) zgodnie z lokalnymi przepisami
bezpieczenstwa.

8. Procedura

8.1 Przygotowanie prébki

Materiat startowy dla zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 stanowi wyizolowane

RNA.

Jakos¢ wyizolowanego RNA ma istotny wptyw na dziatanie catego systemu

testowego. Nalezy upewnic sie, ze stosowany system izolacji kwasu nukleinowego

jest kompatybilny z technologig PCR w czasie rzeczywistym. lzolacje kwasu

nukleinowego mozna wykonac¢ z uzyciem nastepujgcych zestawdw i systemow:

.
.

12

QlAamp® Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)
QIAsymphony® (QIAGEN)
NucliSENS® easyMag® (bioMérieux)
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*  MagNA Pure 96 System (Roche)

*  m2000sp (Abbott)

*  Maxwell® 16 IVD Instrument (Promega)

*  VERSANT® kPCR Molecular System SP (Siemens Healthcare)

Inne systemy oraz zestawy izolacji kwasu nukleinowego mogg rowniez by¢
odpowiednie. Mozliwo$¢ uzywania danej procedury izolacji kwasu nukleinowego
z zestawem RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 wymaga dodatkowej walidacji przez
uzytkownika.

W przypadku korzystania z procedury przygotowania probki opartej na metodzie
kolumienkowej oraz buforach ptuczacych zawierajgcych alkohol etylowy, przed
etapem elucji kwasu nukleinowego zalecane jest wykonanie dodatkowego etapu
odwirowania przez 10 minut przy predkosci 17000 x g (~ 13000 obr./min.) z uzyciem
nowej probowki zbiorcze;.

OSTROZNIE

Jesli w systemie przygotowania préobki wykorzystywane sa bufory
pluczace zawierajgce alkohol etylowy, nalezy upewnic¢ sie, ze przed
A etapem elucji kwasu nukleinowego usuniete zostaly wszelkie
pozostalosci alkoholu etylowego. Alkohol etylowy jest silnym
inhibitorem badania PCR w czasie rzeczywistym.

OSTROZNIE

é Uzycie nosnikowego RNA jest krytyczne dla wydajnosci izolacji i
stabilnosci izolowanego kwasu nukleinowego.

Dodatkowe informacje i pomoc techniczng w zakresie obrobki wstepnej i
przygotowania prébki mozna uzyska¢ w dziale pomocy technicznej (patrz rozdziat
14. Pomoc techniczna).
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8.2 Przygotowanie mieszaniny master mix

Przed uzyciem wszystkie odczynniki i prébki powinny by¢ catkowicie rozmrozone,
wymieszane (poprzez uzycie pipety lub wytrzgsanie) i krétko odwirowane.

Zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 zawiera heterologiczng IC, ktéra moze
by¢ stosowana jako kontrola inhibicji RT-PCR lub jako kontrola dla procedury
przygotowania probki (izolacja kwasu nukleinowego) i jako kontrola inhibicji
RT-PCR.

» Jesli kontrola wewnetrzna jest uzywana jako kontrola inhibicji RT-PCR, a nie
jako kontrola procedury przygotowania probki, mieszanine master mix nalezy
przygotowac zgodnie z nastepujgcym schematem pipetowania:

Liczba reakcji (rxns)

Master A 5l 60 pl
Master B 15 ul 180 pl
Kontrola wewnetrzna 1ul 12 pl

Objetos¢ mieszaniny
21 pl 252 pl
master mix

» Jeslikontrola wewnetrzna jest uzywana jako kontrola procedury przygotowania
prébki i jako kontrola inhibicji RT-PCR, dodaj IC podczas procedury izolacji
kwasu nukleinowego.

» Niezaleznie od metody/systemu stosowanego do izolacji kwasu nukleinowego,
nie nalezy dodawac IC bezposrednio do probki. IC nalezy zawsze dodawaé
do mieszaniny prébki i buforu lizujgcego. Objeto$é dodawanego IC zawsze
zalezy wytgcznie od objetosci eluatu. Stanowi ona 10% objetosci eluatu. Na
przykiad, jesli kwas nukleinowy ma by¢ eluowany w 60 ul buforu elucyjnego
lub wody, do mieszaniny probki i buforu lizujgcego nalezy doda¢ 6 pl IC na
probke.

14
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» Jesli kontrola wewnetrzna zostata dodana podczas procedury przygotowania
probki, mieszanine master mix nalezy przygotowac¢ zgodnie z nastepujgca
procedurg schematu pipetowania:

Liczba reakc;ji (rxns)

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

Objetos¢ mieszaniny
. 20 pl 240 pl
master mix

OSTROZNIE

Jesli kontrola wewnetrzna (IC) zostata dodana podczas procedury

A przygotowania probki, co najmniej kontrola negatywna powinna
’ zawierac IC.

OSTROZNIE

é Niezaleznie od metody/systemu stosowanego do izolowania kwasu

nukleinowego, nie nalezy dodawac¢ IC bezposrednio do prébki.

8.3 Konfiguracja reakcji

» Przenies pipetg 20 yl mieszaniny master mix do odpowiednich studzienek w
96-studzienkowej ptytce optycznej lub do odpowiedniej optycznej probdwki
reakcyjnej.

» Dodaj 10 pl probki (eluat z izolacji kwasu nukleinowego) lub 10 pl roztworu
kontrolnego (kontrola pozytywna lub negatywna).

Konfiguracja reakc;ji

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

15



RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0

» Upewnic€ sig, ze dla kazdego badania uzywana jest kazda kontrola pozytywna
i co najmniej jedna kontrola negatywna.

» Doktadnie wymieszaj probki i kontrole z mieszaning master mix poprzez
pipetowanie w gore i w dot.

» Zamknij 96-studzienkowg ptytke, uzywajac odpowiednich pokrywek lub
optycznej folii do zamykania ptytek oraz zamknij probowki reakcyjne, uzywajgc
odpowiednich pokrywek.

» Odwiruj 96-studzienkowg ptytke reakcyjng w wiréwce kompatybilnej z
mikroptytkg przez 30 sekund z predkoscig okoto 1000 x g (~ 3000 obr./min).

9. Programowanie urzagdzen PCR w czasie rzeczywistym

Szczegdtowe informacje dotyczace konfiguracji i programowania réznych
urzagdzen PCR w czasie rzeczywistym znajdujg sie w instrukcji uzytkowania
danego urzadzenia. Szczegotowe instrukcje dotyczgce programowania i uzywania
zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 z okreslonymi urzadzeniami PCR w czasie
rzeczywistym mozna uzyska¢ w dziale pomocy technicznej (patrz rozdziat 14.
Pomoc techniczna).

9.1 Ustawienia

» Wybierz nastepujgce ustawienia:

Objetos¢ reakc;ji 30 pl
Szybkos¢ zmiany DomysIna
Wzorzec pasywny ROX™

16
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9.2 Detektory fluorescencji (barwniki)

» Wybierz nastepujgce detektory fluorescenciji (barwniki):

SR ceelEE Nazwa Barwnik BarV\.mik
detektora reporterowy ttumiacy
RNA witasciwe dla RSV A RSV A Cy®5 (Brak)
RNA wiasciwe dla RSV B RSV B FAM™ (Brak)
Kontrola wewnetrzna Internal Control JOE™ (Brak)

9.3 Profil temperatury i pomiar barwnika

» Wybierz nastepujacy profil temperatury i pomiar barwnika:

Eta Liczba Pomiar Temperatura Czas
P cykli [°C] [min:s]
Odwrotna Utrzymywanie
) - 55 20:00
transkrypcja temperatury
Utrzymywanie
Denaturacja YW 1 - 95 02:00
temperatury
- 95 00:15
. . Zmiany
Amplifikacja . 45 Tak 59 00:45
cykliczne
- 72 00:15

17
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10. Analiza danych

Szczegdtowe informacje dotyczace analizy danych dla okreslonych urzgdzen PCR
w czasie rzeczywistym znajdujg sie w instrukcji uzytkowania danego urzadzenia.

Szczegodtowe instrukcje dotyczgce analizy danych generowanych przez zestaw
RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 dla roznych urzgdzen PCR w czasie rzeczywistym
mozna uzyskac¢ w dziale pomocy technicznej (patrz rozdziat 14. Pomoc techniczna).

10.1 Prawidtowos¢ badan diagnostycznych

10.1.1 Prawidtowe badanie diagnostyczne

Badanie diagnostyczne jest prawidtowe, jesli zostaty spetnione nastepujgce
warunki kontrolne:

Kanat detekcji
ID kontroli

Kontrola pozytywna RSV A

Kontrola pozytywna RSV B

Kontrola negatywna - - +

* Obecnos¢ lub brak sygnatu w kanale JOE™ nie jest istotna dla prawidtowosci badania.

18



RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0

10.1.2 Nieprawidtowe badanie diagnostyczne

Badanie diagnostyczne jest nieprawidtowe, jesli (i) nie zostato ukonczone lub (ii)
jakiekolwiek warunki kontrolne dla prawidiowego badania diagnostycznego nie
zostaty spetnione.

W przypadku nieprawidtowego badania diagnostycznego, badanie nalezy

powtdrzy¢ z uzyciem pozostatego oczyszczonego kwasu nukleinowego lub
rozpoczgé ponownie z uzyciem pierwotnych probek.

10.2 Manualna analiza

10.2.1 Analiza jakosciowa

Kanat detekcji
Manualna analiza
+ - +" Wykryto RNA wiasciwe dla RSV A.
- + + Wykryto RNA wiasciwe dla RSV B.

Nie wykryto RNA wtasciwego dla RSV Ai RSV B.
- - S Prébka nie zawiera wykrywalnych ilosci RNA
wiasciwego dla RSV A lub RSV B.

Inhibicja RT-PCR lub nieprawidtowe dziatanie
odczynnika. Powtorzy¢ oznaczenie rrozpoczynajgc

od pierwotnej prébki lub pobra¢ i wykonac

oznaczenie na nowej probce.

* Detekcja kontroli wewnetrznej w kanale detekcji JOE™ nie jest wymagana dla wynikow
pozytywnych w kanale detekcji Cy®5 lub w kanale detekcji FAM™. Wysokie stezenie
RNA RSV A i/lub RSV B w probce moze powodowac ostabienie lub brak sygnatu kontroli
wewnetrznej.
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11. Charakterystyka dziatania testu

Charakterystyke dziatania zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 wykonano z
uzyciem oznaczonego ilosciowo RNA wiasciwego dla RSV A (ATCC® VR-26D™)
oraz RNA wiasciwego dla RSV B (ATCC® VR-955D ™).

Pod wzgledem szczepow referencyjnych oraz wiekszosci dotychczas przebadanych
izolatow RSV, zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 pozwala na wyrazne
rozréznienie pomiedzy RNA wiasciwym dla RSV A i RSV B. W zaleznosci od
stosowanych do analizy izolatéow RSV i urzgdzen PCR w czasie rzeczywistym,
moze wystgpi¢ nieznaczna reaktywnos¢ krzyzowa pomiedzy systemem RSV A i
RSV B (patrz rysunek 1).

Cy®5 (RSV A) FAM™ (RSV B)

Fluorescencja
Fluorescencja
~

J /

Liczba powtdrzen cyklu Liczba powtérzen cyklu

Rysunek 1: Krzywe amplifikacji uzyskane z uzyciem zestawu RealStar® RSV
RT-PCR Kit 3.0 oraz RNA izolowane z proébek wymazu z goérnych drég oddechowych
pobranych w Niemczech. Zielony: RNA wiasciwe dla RSV A, detekcja wytgcznie w
kanale Cy®5; Czerwony: RNA wiasciwe dla RSV B, detekcja wytgcznie w kanale FAM™;
Niebieski: RNA wtasciwe dla RSV B, wydajna amplifikacja z systemem wtasciwym dla
RSV B (FAM™) oraz niewydajna amplifikacja/reakcja krzyzowa z systemem wiasciwym
dla RSV A (Cy®5).
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11.1 Czutos¢ analityczna

Czutos$¢ analityczna zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 jest definiowana jako
stezenie (kopie/ul eluatu) czgsteczek RNA witasciwych dla RSV A i RSV B, dla
ktorych wskaznik pozytywnych wynikéw detekcji wynosi 95%. Czuto$¢ analityczna
zostata wyznaczona na podstawie analizy serii rozcienczen RNA RSV A i RNA
RSV B o znanym stezeniu.

Tabela 2: Wyniki RT-PCR uzyte do obliczen czutosci analitycznej w odniesieniu do detekc;ji
RNA wiasciwego dla RSV A

.. Odsetek
Stezenie . e
. , . Liczba wynikéw pozytywnych
poczatkowe Liczba powtdrzen L,
; pozytywnych wynikow
[kopie/ul]
[%]
31,622
3,162
0,316
0,032

21



RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0

Tabela 3: Wyniki RT-PCR uzyte do obliczen czutosci analitycznej w odniesieniu do detekc;ji
RNA wtasciwego dla RSV B

.. Odsetek
Stezenie Liczba wynikéw ozytywnych
poczatkowe Liczba powtérzen v PozY y ) Y
. pozytywnych wynikéow
[kopie/ul]
[%]
31,622 24 24 100
10,000 24 24 100
3,162 23 23 100
1,000 24 24 100
0,316 24 13 54
0,100 24 4 17
0,032 23 0 0
0,010 24 1 4

Czuto$¢ analityczna zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 zostata wyznaczona
na podstawie analizy probit:

* Przy detekcji RNA wtasciwego dla RSV A, czuto$¢ analityczna wynosi
0,93 kopie/pl [przedziat ufnosci 95% (Cl): 0,61-1,95 kopie/pl]

* Przy detekcji RNA wtasciwego dla RSV B, czutos¢ analityczna wynosi
0,83 kopie/pl [przedziat ufnosci 95% (Cl): 0,56—1,81 kopie/ul]

11.2 Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczna zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 jest zapewniona
poprzez precyzyjny wybér oligonukleotydéw (starterow i sond). Oligonukleotydy
zostaly sprawdzone metodg analizy poréwnania sekwencji wobec sekwenciji
dostepnych publicznie w celu zapewnienia wykrywania wszystkich istotnych
genotypoéw RSV Ai RSV B.
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Swoisto$¢ analityczna zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 zostata
oceniona przez testy panelu genomowego RNA/DNA wyizolowanego z wiruséw
spokrewnionych z RSV oraz innych patogenéw powodujgcych objawy zblizone do
RSV.

Zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 nie podlega reakcji krzyzowej z

nastepujgcymi patogenami:

e Ludzki adenowirus typu 1

* Ludzki adenowirus typu 2

e Ludzki adenowirus typu 3

e Ludzki adenowirus typu 4

e Ludzki wirus paragrypy typu 1

» Ludzki wirus paragrypy typu 2

e Ludzki wirus paragrypy typu 3

» Ludzki wirus paragrypy typu 4a/b
e Ludzki metapneumowirus typu A
e Ludzki metapneumowirus typu B
*  Wirus grypy typu A H1N1

*  Wirus grypy typu A

11.3 Precyzja

Wirus grypy typu B
Enterowirus, Coxsackie A3
Rynowirus

Ludzki koronawirus 229E
Bordetella pertussis
Bordetella parapertussis
Chlamydophila pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae
Haemophilus influenzae
Legionella pneumophila
Moraxella catarrhalis

Streptococcus pneumoniae

Precyzja zestawu RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 zostata wyznaczona jako
zmienno$¢ wewnatrztestowa (zmienno$¢ w ramach pojedynczego eksperymentu),
zmienno$¢ miedzytestowa (zmienno$¢ pomiedzy réznymi eksperymentami) oraz
zmienno$¢ wewnatrzseryjna (zmienno$¢ pomiedzy roznymi seriami produkcyjnymi).
Zmienno$¢ catkowita zostata obliczona przez potgczenie wynikow 3 analiz.
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Dane zmiennosci sg wyrazone w postaci odchylenia standardowego i wspotczynnika
zmiennosci na podstawie wartosci cyklu progowego (C). W celu ustalenia
zmienno$ci wewnatrztestowej, miedzytestowej i wewnatrzseryjnej przeanalizowano
€0 najmniej 6 powtorzen kazdej prébki.

Tabela 4: Dane precyzji detekcji RNA wiasciwego dla RSV Ai RSV B

Sredni cykl Odchylenie Wspoétczynnik
progowy (C) [standardowe| zmiennosci [%]

RSVAiRSVB

Zmienno$é RSV A

wewnatrztestowa RSV B

Zmiennos$¢

wewnatrzseryjna

Tabela 5: Dane precyzji detekcji kontroli wewnetrznej

Sredni cykl Odchylenie Wspéltczynnik

Kontrola wewnetrzna
wewnetrz progowy (C) standardowe zmiennosci [%]

Zmiennos¢ wewnatrztestowa

Zmiennos¢ wewnatrzseryjna
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12.

Ograniczenia

Optymalne rezultaty mogg by¢ zapewnione wytgcznie w przypadku $cistego
przestrzegania zalecen instrukcji uzytkowania.

Uzycie tego wyrobu jest ograniczone wytgcznie do personelu poinstruowanego
i przeszkolonego w technikach PCR w czasie rzeczywistym oraz procedurach
diagnostyki in vitro.

Dobra praktyka laboratoryjna jest kluczowa dla prawidtowego dziatania
testu. Nalezy zachowaé szczegolng ostroznosé, aby nie doprowadzi¢ do
zanieczyszczenia sktadnikow zestawu i konfiguracji reakcji. Wszystkie
odczynniki nalezy monitorowa¢ pod katem zanieczyszczenia i skazenia.
Wszelkie podejrzane odczynniki nalezy utylizowac.

Odpowiednie procedury pobierania, transportu, przechowywania i
przetwarzania probek sg wymagane dla optymalnego dziatania testu.

Test nie moze by¢ stosowany bezposrednio na probce. Przed uzyciem tego
testu nalezy zastosowa¢ odpowiednie metody izolacji kwasu nukleinowego.
Obecnos¢ inhibitoréw RT-PCR (np. heparyny) moze powodowac
nieprawidtowe lub fatszywie negatywne wyniki.

Potencjalne mutacje w obszarach sekwencji docelowej genomu RSV A oraz
RSV B objete starterami i/lub sondami uzytymi w zestawie mogg spowodowaé
niewykrycie obecnosci patogendéw.

W zaleznosci od izolatéw i stosowanych do analizy urzgdzen do PCR w czasie
rzeczywistym moze wystgpi¢ nieznaczna reaktywnosc¢ krzyzowa pomiedzy
systemem RSV Ai RSV B.

Podobnie jak w przypadku innych badan diagnostycznych, wyniki dla zestawu
RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 nalezy interpretowa¢ z uwzglednieniem
danych klinicznych i laboratoryjnych.
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13. Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem zarzgdzania jakoscig wedtug wytycznych altona Diagnostics
GmbH EN ISO 13485, kazda partia zestawoéw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 jest
weryfikowana pod wzgledem zgodnosci ze specyfikacjami w celu zapewnienia
statej jakosci wyrobu.

14. Pomoc techniczna
Pomoc mozna uzyskac¢ w dziale pomocy technicznej:

e-mail: support@altona-diagnostics.com

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

15. Literatura

Versalovic, James, Carroll, Karen C., Funke, Guido, Jorgensen, James H.,
Landry, Marie Louise and David W. Warnock (ed). Manual of Clinical Microbiology.
10t Edition. ASM Press, 2011.

Cohen, Jonathan, Powderly, William G, and Steven M Opal. Infectious Diseases,
Third Edition. Mosby, 2010.
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16. Znaki towarowe i zastrzezenia

RealStar® (altona Diagnostics); ABI Prism® (Applied Biosystems); ATCC® (American
Type Culture Collection); CFX96™ (Bio-Rad); Cy® (GE Healthcare); FAM™,
JOE™, ROX™ (Life Technologies); LightCycler® (Roche); Maxwell® (Promega);
Mx 3005P™ (Stratagene); NucliSENS®, easyMag® (bioMérieux); Rotor-Gene®,
QlAamp®, QlAsymphony® (QIAGEN); VERSANT® (Siemens Healthcare).

Zarejestrowane nazwy, znaki towarowe itp. stosowane w niniejszym dokumencie,
nawet jesli nie zostato to wyraznie oznaczone, sg traktowane jako chronione
prawnie.

Zestaw RealStar® RSV RT-PCR Kit 3.0 to posiadajgcy 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 dopuszczony ani
zatwierdzony przez FDA.

Wyréb nie jest dostepny we wszystkich krajach.

© 2023 altona Diagnostics GmbH; wszelkie prawa zastrzezone.
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17. Wyjasnienie symboli

Symbol Wyjasnienie

Wyréb medyczny uzywany do diagnostyki in vitro
Numer partii
Kolor zakretki
REF Numer katalogowy
CONT Zawartos¢
Numer
Sktadnik

Global Trade Item Number

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

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

(rxns)

Limit temperatury

Termin waznosci

Lo~ <33 F[H

Producent

Ostroznie: Wyrdznia instrukcje lub procedury
operacyjne, ktérych nieprzestrzeganie moze sta¢

sie przyczyng obrazen ciata lub moze negatywnie

>

wptywac na dziatanie wyrobu. Skontaktuj sie z
dziatem pomocy technicznej altona Diagnostics, aby

uzyskac pomoc.
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Symbol Wyjasnienie

° Uwaga: Przydatne informacje dla uzytkownika, ktére

1

nie sg kluczowe dla wykonywanego zadania.

E]:] Wersja
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Uwagi:
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