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1. Informacje na temat instrukcji uzytkowania

Niniejsza instrukcja uzytkowania zawiera informacje na temat uzywania zestawu
AltoStar® HAV RT-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® HAV RT-PCR Kit 1.5. W rozdziale 7 podano instrukcie na temat
sposobéw uzywania wyrobu z systemem AltoStar® Automation System AM16
(Hamilton; w dalszej czesci instrukcji okreslanym jako system AltoStar® AM16),
oprogramowaniem AltoStar® Connect software (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 znajdujg sie instrukcje dotyczgce uzywania
zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 z innymi urzadzeniami PCR w czasie
rzeczywistym. Szczegdtowe informacje na temat uzywania systemu AltoStar®
AM16, oprogramowania AltoStar® Connect software, zestawu AltoStar® Purification
Kit 1.5, AltoStar® Internal Control 1.5 oraz urzadzenia 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)
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W niniejszej instrukcji, 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 uzyska¢ pomoc.

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

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

2. Przeznaczenie zestawu

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 to test diagnostyczny in vitro oparty na
technologii PCR w czasie rzeczywistym stuzacy do wykrywania i oznaczania
jakosciowego RNA wiasciwego dla wirusa zapalenia watroby typu A (HAV)
(genotypy I-lll) w osoczu ludzkim z EDTA Ilub cytrynianu sodu. Jest on
przeznaczony do stosowania jako pomoc w diagnozie zakazen HAV.

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

Zestaw AltoStar® HAV RT-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. Skiadniki zestawu

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 sktada sie z pudetka z odczynnikami oraz
wtyczki dla testu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5.

3.1 Odczynniki
Pudetko z zestawem AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 obejmuje nastepujace sktadniki:

Tabela 1: Sktadniki zestawu

Objetosc
Kolor zakretki Liczba probéwek | nominalna
[ul/probowke]

Niebieski Master A
Fioletowy Master B

Czerwony PC#

N N o 00

Biaty NTC® 250

" Zawiera materiat biologiczny pochodzenia zwierzecego

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

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

4 Positive Control (kontrola pozytywna)
9 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
wplywac na jego dziatanie.

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 zawiera wystarczajgcg liczbe odczynnikéw,
na wykonanie 96 reakcji przy liczbie badan nieprzekraczajgce;j 8.
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Zestaw jest transportowany w suchym lodzie. Po odbiorze i przed pierwszym
uzyciem sprawdz pudetko zestawu oraz jego sktadniki:

* Integralnosc

» Kompletnosc¢, numer, typ i stopien napetnienia
*  Prawidtowos¢ etykiet

»  Termin waznosci

» Stopien zamrozenia

*  Przejrzystos¢ i brak zanieczyszczenh

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

3.2 Wtyczka dla testu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

Wersja 1.0 wtyczki dla testu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 moze by¢ opcjonalnie
uzywana w potgczeniu z aplikacjg FastFinder Standalone do analizy danych
i automatycznej interpretacji wynikow. Nie jest dostarczana z odczynnikami
AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 i musi zosta¢ zamdwiona osobno jako czes$¢ pakietu
automatycznej analizy AltoStar® Automated Analysis Package (nr katalogowy
VK000045).

4. Przechowywanie i zastosowanie

Wszystkie odczynniki dotgczone do zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 stanowig
roztwory gotowe do uzycia.

4.1 Przechowywanie

Wszystkie odczynniki zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 po dostawie powinny
by¢ przechowywane w temperaturze od -25 °C do -15 °C.

11
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A
A

Nieprawidtowe warunki przechowywania mogg negatywnie wptywac na
dziatanie wyrobu.

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

4.2 Zastosowanie

A

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

Nieprawidtowe stosowanie skfadnikow zestawu i probek moze stac 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 przechowywac osobno od sktadnikéw zestawu.

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

- Zawsze utylizowac 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¢ sktadnikéw zestawu pochodzgcych z réznych numeréw
partii. Uzycie réznych numeréw partii zestawdédw moze negatywnie
wptywac na dziatanie wyrobu.

12
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4.2.1 Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B

Po rozmrozeniu, mieszaniny reakcyjne Master A i Master B zachowujg stabilno$¢
przez 5 godzin w temperaturze do +30 °C.

Jesli mieszaniny reakcyjne Master A i Master B zostaty rozmrozone i
3 niewykorzystane, mogg by¢é one zamrozone i rozmrozone ponownie
1 do uzycia podczas kolejnych badan. Po otwarciu, nalezy zutylizowaé
dotychczasowe zakretki i uzy¢ nowych zakretek, aby uniknaé
kontaminacji odczynnikéw.

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.

2. Nalezy utylizowac zakretki probowek PC i NTC po kazdym uzyciu i uzywac
nowych zakretek, aby unikng¢ kontaminacji odczynnikéw.

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

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

13
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5. Opis wyrobu

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 to test diagnostyczny in vitro stuzgcy do
wykrywania i oznaczania jakosciowego RNA wiasciwego dla HAV w osoczu
ludzkim z EDTA lub cytrynianu sodu.

Jest on oparty na technologii do wykonywania badan PCR w czasie rzeczywistym,
wykorzystuje reakcje odwrotnej transkrypcji (RT) w celu konwersji RNA na
komplementarny DNA (cDNA), reakcje fancuchowg polimerazy (PCR) w celu
amplifikacji sekwencji docelowych wiasciwych dla HAV oraz oznakowane barwnikiem
fluorescencyjnym sondy wtasciwe dla sekwencji docelowej, umozliwiajgce detekcje
amplifikowanego DNA.

Poza systemem detekcji i amplifikacjii RNA wifasciwego dla HAV, ktory jest
ukierunkowany na region gs1, gp1, gp2 (obszar tgczenia 3C/3D poliproteiny) w
genomie wirusa, test zawiera rowniez oligonukleotydy umozliwiajgce amplifikacje
i detekcje kontroli wewnetrznej (w dalszej czesci instrukcji okreslanej jako IC;
AltoStar® Internal Control 1.5).

Sonda wtasciwa dla RNA HAV jest oznakowana fluoroforem FAM™. Sonda
wiasciwa dla IC jest oznakowana fluoroforem (JOE™) wykrywanym na przyktad w
kanale detekcji VIC™.

Uzycie sond zwigzanych z réoznymi barwnikami umozliwia rownolegte wykrywanie
RNA wiasciwego dla HAV oraz IC w danych kanatach detekcji stosowanego
urzgdzenia PCR w czasie rzeczywistym.

5.1 Podstawowe informacje

Wirus zapalenia watroby typu A (HAV) jest jednym z pieciu znanych wirusow
zapalenia watroby, ktére powodujg zakazenia u ludzi. Nalezy on do rodziny
Picornaviridae i rodzaju Hepatovirus. To wirus ikozahedralny bez otoczki o genomie
zawierajgcym liniowe, jednoniciowe RNA o polarnosci pozytywnej (ssRNA).
Catkowita dtugos$¢ genomu HAV wynosi okoto 7,5 tysigca par zasad.

14
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Wirus HAV jest gtdwnie przenoszony drogg fekalno-oralng przez kontakt lub
bezposrednie dotknigcie osoby zakazonej. Zwykle rozprzestrzenia sie przez
spozycie zanieczyszczonej wody lub jedzenia, na przyktad skorupiakow, jak rowniez
przez bezposredni kontakt z osobg zakazong. Wirus wystepuje powszechnie na
catym swiecie. W krajach rozwijajgcych sie, prawie wszystkie osoby wykazujg
wysokie ryzyko zakazenia i majg kontakt z wirusem HAV w okresie dzieciecym. W
regionach rozwinietych, takich jak Europa i Ameryka Potnocna, ryzyko zakazenia
jest znacznie nizsze, ze wzgledu na lepsze standardy sanitarne. Po zakazeniu
wirusem HAV wystepuje zwykle trwata odpornosé.

Pierwsze objawy wystepujg po 14 do 28 dniach od zakazenia. Typowe objawy
obejmujg goraczke, zte samopoczucie, utrate apetytu, biegunke, mdtosci, ciemne
zabarwienie moczu i zéttaczke. Zakazenia u dzieci przebiegajg bezobjawowo lub z
lekkimi objawami. U oséb dorostych, objawy sg zwykle duzo powazniejsze. Ogdlnie
Smiertelnosc jest niska, a zakazenia wirusem HAV nie powodujg zwykle przewlekiej
choroby watroby. Nie ma znanych metod leczenia zakazen wirusem HAV, ale
dostepne sg szczepienia prewencyjne [1,2].

5.2 Opis odczynnika

5.2.1 Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B

Mieszaniny reakcyjne Master A i Master B zawierajg wszystkie skfadniki (roztwor
buforowy PCR, odwrotng transkryptaze, polimeraze DNA, sél magnezu, starterow i
sond) umozliwiajgce odwrotng transkrypcje, jak rowniez amplifikacje oraz wykrycie
sekwencji docelowej RNA wtasciwej dla HAV oraz IC w pojedynczej konfiguraciji
reakciji.

5.2.2 Positive Control (kontrola pozytywna)

PC zawiera znormalizowane stezenia RNA wiasciwego dla HAV. Zostaly one
skalibrowane wzgledem ,3¢ WHO International Standard for Hepatitis A Virus VL
For Nucleic Acid Amplification Techniques (NIBSC code: 15/276)". PC stuzy do
weryfikacji funkcjonalnosci wchodzgcych w skfad zestawu AltoStar® HAV RT-PCR
Kit 1.5 systemow amplifikacji i detekcji HAV.

15
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5.2.3 No Template Control (kontrola negatywna)

NTC nie zawiera RNA wiasciwego dla HAV, natomiast zawiera matryce IC. NTC
jest stosowana jako kontrola negatywna podczas analizy RT-PCR w czasie
rzeczywistym RNA wiasciwego dla HAV 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
produkty:

+ System AltoStar® Automation System AM16 (Hamilton)

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

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

* Opcjonalnie: Aplikacja FastFinder Standalone w wersji 1.0 lub wyzszej
(UgenTec NV) oraz wtyczka dla testow AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 do
analizy danych i automatycznej interpretacji wynikéw. Prawidfowa wersja
wtyczki dla testu zostata okreslona w rozdziale 3.2 Wtyczka dla testu AltoStar®
HAV RT-PCR Kit 1.5.

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 RT-PCR wykonana w systemie AltoStar® AM16 z
uzyciem zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5.

4. Badanie RT-PCR w czasie rzeczywistym na urzadzeniu CFX96™ DW Dx.
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Szczegdtowe informacje o kroku 3 i 4 procedury wykonywania badan znajdujg
sie w rozdziale 7. Korzystanie z zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 ze
zautomatyzowang procedurg badania AltoStar® Workflow. Wszystkie typy probek
i objetosci prébek kompatybilne z zestawem AltoStar® Purification Kit 1.5 moga
by¢ przetwarzane réwnocze$nie w systemie AltoStar® AM16. Kazdg prébke mozna
analizowac¢ réwnolegle takg liczbg testow PCR w czasie rzeczywistym, na jakg
pozwala ilo$¢ dostepnego eluatu.

UWAGA

[ . - . .
Testy, dla ktérych wymagane s3g rozne profile temperaturowe analizy
1 PCR sg automatycznie sortowane do oddzielnych ptytek do PCR.

5.3.2 Inne procedury wykonywania badan

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 moze by¢ uzywany w kompatybilnych
procedurach badania. Nastepujgce urzadzenia i oprogramowanie do PCR w czasie
rzeczywistym zostaty zatwierdzone do uzytku z zestawem AltoStar® HAV RT-PCR
Kit 1.5:

* ABI Prism® 7500 SDS oraz oprogramowanie 7500 w wersji 2.3 (Applied
Biosystems)

»  System CFX96™ Deep Well Dx oraz oprogramowanie CFX Manager™ Dx w
wersji 3.1 (Bio-Rad)

» System CFX96™ Dx oraz oprogramowanie CFX Manager™ Dx w wersiji 3.1
(Bio-Rad)

+ LightCycler® 480 Instrument Il oraz oprogramowanie LightCycler® 480 w
wersji 1.5.1 (Roche)

*  System QuantStudio™ 5 Real-Time PCR oraz oprogramowanie QuantStudio™
5 Dx w wersji 1.0.2 (Applied Biosystems)

» Platforma Rotor-Gene® Q5/6 plex oraz oprogramowanie Rotor-Gene® Q w
wersji 2.3.1 (QIAGEN)
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W przypadku uzywania jednego z podanych powyzej urzadzern PCR w czasie
rzeczywistym (za wyjatkiem systemu CFX96 ™ Deep Well Dx), konfiguracja badania
PCR, programowanie urzadzenia 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® HAV RT-PCR Kit 1.5:

* Osocze ludzkie pobrane na EDTA

* Osocze ludzkie pobrane na cytrynian sodu

Ten test zostat zwalidowany do uzycia wytgcznie z ludzkim osoczem
A pobranym na EDTA albo cytrynian. Uzycie innych rodzajéw materiatu do
badan moze negatywnie wptywaé na dziatanie wyrobu.

5.4.2 Pobieranie i postepowanie z pobranym materiatem

Krew nalezy pobra¢ przy uzyciu dostepnych w sprzedazy standardowych systeméw
do pobierania krwi (np. Sarstedt, Becton Dickinson, Greiner lub réwnowaznych).
Zawarto$¢ probéwek nalezy wymieszac bezposrednio po pobraniu probki. Prébki
krwi nalezy transportowac w temperaturze od +2 °C do +8 °C zgodnie z przepisami
lokalnymi i krajowymi dotyczgcymi transportu materiatu biologicznego.

Podczas przygotowywania osocza z EDTA lub cytrynianu sodu krew petng nalezy
odwirowaé zgodnie z instrukcjami dostarczonymi przez producenta systemu
pobierania prébek w ciggu 24 godzin od pobrania. Przed uzyciem osocze z EDTA
lub z cytrynianem sodu nie moze by¢ przechowywane dtuzej 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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Probki nalezy zawsze traktowac jako materiat zakazny i stanowigcy

probki, natychmiast uzy¢ odpowiedniego $rodka dezynfekujgcego.
Skazone materiaty nalezy traktowac jako zagrozenie biologiczne.

Nieprawidtowe pobranie, transport, przechowywanie lub przygotowanie
probki moze negatywnie wptyng¢ na dziatanie wyrobu.

zagrozenie biologiczne, zgodnie z procedurami bezpieczenstwa i
A praktykamiobowigzujgcymiw danym laboratorium. W przypadku rozlania

UWAGA

Przechowywanie zamrozonych prébek nie wptywa negatywnie na

upewni¢ sie, ze probki sg catkowicie rozmrozone i prawidtowo

1 dziatanie zestawu. W przypadku uzycia probek zamrozonych nalezy

wymieszane przed uzyciem.

6. Ostrzezenia, srodki ostroznosci i ograniczenia

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

Nieprawidtowe warunki przechowywania mogg negatywnie wptywacé 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 wptywac 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.
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Nalezy korzysta¢ z oddzielnych obszaréw roboczych do przygotowania
prébki/konfiguracji reakcji oraz amplifikacji/detekcji.

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

Nie otwiera¢ ptytek do PCR i/lub probowek po amplifikacii.

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

Ten test zostat zwalidowany do uzycia wytgcznie z ludzkim osoczem
pobranym na EDTA albo cytrynian. Uzycie innych rodzajow materiatu do
badan moze negatywnie wptywaé na dziatanie wyrobu.

Prébki nalezy zawsze traktowac¢ jako materiat zakazny i stanowigcy
zagrozenie biologiczne, zgodnie z procedurami bezpieczenstwa i praktykami
obowigzujgcymi w danym laboratorium. W przypadku rozlania probeki,
natychmiast uzy¢ odpowiedniego srodka dezynfekujgcego. Skazone materiaty
nalezy traktowac jako zagrozenie biologiczne.

Nieprawidtowe pobranie probki, wysytka, przechowywanie lub przygotowanie
moga wptynaé na dziatanie wyrobu.

Przechowywanie eluatow w nieprawidtowych warunkach moze sta¢ sie
przyczyng degradacji sekwencji docelowej HAV i moze negatywnie wptywaé
na dziatanie wyrobu.

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

Nie uzywaj ponownie zakretek do probowek, aby unikngé kontaminaciji
odczynnikéw, poniewaz moze to negatywnie wptywac na dziatanie wyrobu.

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

Obecnos¢ inhibitoréw PCR (np. heparyny) moze powodowaé nieprawidiowe
lub fatszywie negatywne wyniki.
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Nie nalezy uzywac innych objeto$ci mieszaniny reakcyjnej Master A i Master
B dla konfiguracji mieszaniny master mix, niz podane w niniejszej instrukcji
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 prébek podczas badania PCR
lub przenoszenia do urzgdzenia PCR. Moze to powodowa¢ 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 powodowac nieprawidtowe wyniki [VD.

W przypadku probki zawierajgcej patogeny inne niz HAV, moze wystepowac
konkurencja z amplifikowana sekwencjg docelowg lub reaktywnos$¢ 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 HAV objete
starterami i/lub sondami wchodzgcymi w skfad zestawu mogg powodowac
niewykrycie obecnosci patogenu.

Ten produkt nie jest przeznaczony do wykrywania obecnosci HAV we krwi,
sktadnikach krwi, komoérkach, tkankach, narzgdach lub jakichkolwiek ich
pochodnych w celu oceny ich przydatnosci do transfuzji, przeszczepu lub
podania komorek.
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7. Korzystanie z zestawu AltoStar® HAV RT-PCR
Kit 1.5 z zautomatyzowang procedurg badania
AltoStar® Workflow
W tej czesci instrukcji uzytkowania opisane zostato uzycie zestawu AltoStar® HAV
RT-PCR Kit 1.5 ze zautomatyzowang procedurg badania AltoStar® Workflow.
Zautomatyzowana procedura badania AltoStar® Workflow obejmuje rézne produkty
[AltoStar® AM16, oprogramowanie AltoStar® Connect software, zestaw AltoStar®
Purification Kit 1.5, AltoStar® Internal Control 1.5, CFX96™ DW Dx, FastFinder
Standalone oraz wtyczke dla testéw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 do analizy
danych i automatycznej interpretacji wynikéw (opcja)]. Szczegdtowe informacje na
temat sposobu uzywania tych wyrobéw znajdujg sie w odpowiednich instrukcjach
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)

* Instrukcja uzytkowania FastFinder Standalone (UgenTec NV)

7.1 Objetosc¢ probki

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

7.2 Probowki

Proboéwki kompatybilne z systemem AltoStar® AM16 mozna zakupi¢ w firmie altona
Diagnostics (probowka 7 ml z zakretka, 82 x 13 mm, VKO000010). Mozliwo$¢
stosowania innych probéwek wymaga dodatkowej walidacji przez uzytkownika.
Szczegodtowe 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
probéwki 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

Materiat

AltoStar® Molecular Diagnostic
Workflow

AltoStar® Detection

AltoStar® Purification Kit 1.5

AltoStar® Internal Control 1.5

AltoStar® Automated Analysis
Package

Numer

Obi
B katalogowy

Zestaw wyrobow obejmujacy system

AltoStar® Automation System AM16,

oprogramowanie AltoStar® Connect AM16
software (wersja 1.7.4 lub wyzsza) oraz
wyposazenie komputerowe

Zestaw wyrobow obejmujacy system

CFX96™ Deep Well Dx System z

oprogramowaniem CFX Manager™ Dx DT16
(wersja 3.1), skaner kodow kreskowych

oraz wyposazenie komputerowe

Zestaw odczynnikéw do izolowania i
oczyszczania kwasu nukleinowego do

uzycia z systemem AltoStar® Automation PREE
System AM16
Kontrola izolacji kwasu nukleinowego oraz 1C1546

amplifikacji i detekcji PCR

Komputer osobisty z zainstalowanym

pakietem oprogramowania FastFinder

Standalone (wersja 1.0 lub wyzsza) i VK000045
wtyczka dla testéw do analizy danych i

automatycznej interpretacji wynikow
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Materiat

Opis

Numer

katalogowy

PCR Plate

PCR Plate Sealing Foil

1,000 pl CO-RE Tips

300 pl CO-RE Tips

Pooling Tube

Waste Bag

Screw Cap - red

Screw Cap - blue

Screw Cap - purple

Screw Cap - white

96-studzienkowa ptytka z niskg ramka
boczna, z kodem kreskowym i biatymi
studzienkami

Folia do zamykania ptytek do PCR

Koncowki z filtrem 1000 pl do uzycia z
systemem AltoStar® Automation System
AM16

Koncowki z filtrem 300 pl do uzycia z
systemem AltoStar® Automation System
AM16

Probéwki z kodem kreskowym do tgczenia
odczynnikéow PCR

Sterylny woreczek, z mozliwoscig
sterylizacji w autoklawie, do uzycia z
systemem AltoStar® Automation System
AM16

Zakretka na probowki z PC (czerwona)

Zakretka na probowki z mieszaning
reakcyjng Master A (niebieska)

Zakretka na probowki z mieszaning
reakcyjng Master B (fioletowa)

Zakretka na probowki z NTC (biata)

VK000005

VK000006

VKO000007

VK000008

VK000002

VK000009

VK000012

VK000013

VK000015

VKO000016

Tabela 3: Dodatkowe materiaty i urzadzenia laboratoryjne

Materiat

Numer katalogowy

Urzgdzenie do
zamykania ptytek

np. AltoStar® Plate Sealer

np. PX1 PCR Plate Sealer (Bio-Rad)

VK000023
VKO000033
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7.5 Podstawowe materialy i wyposazenie
*  Wytrzgsarka
* Rekawiczki bezpudrowe do jednorazowego uzytku
+  Wiréwka do odwirowania sktadnikéw zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5
*  Wiréwka do odwirowania ptytek do PCR

7.6 Procedura

7.6.1 Opis zautomatyzowanej procedury badania AltoStar®
Workflow

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

Kroki 6-9 zostaly opisane szczegdtowo w rozdziatach od 7.6.3 Rozpoczecie
konfiguraciji ptytki do PCR do 7.6.6 Rozpoczecie badania PCR.

Krok 10 i 11 roznig sie w zaleznosci od manualnej lub automatycznej interpretaciji
wynikéw. Szczegoétowe informacje na temat manualnej interpretacji wynikow mozna
znalez¢ w rozdziatach od 7.6.7 Analiza danych PCR z uzyciem oprogramowania
CFX Manager™ Dx do 7.6.10 Eksport wynikow badania PCR do manualnej analizy.
Etapy opcjonalnej analizy danych i automatyczna interpretacja wynikéw z uzyciem
aplikacji FastFinder zostaty opisane szczegétowo w rozdziale 7.6.11 Analiza danych
PCR i automatyczna interpretacja wynikéw z uzyciem FastFinder.
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Tabela 4: Przeglad zautomatyzowanej procedury badania AltoStar® Workflow

1. Uruchom
system
AltoStar® AM16

2. Wykonaj

konserwacje

3. Zaprogramuj

badanie
AltoStar®

Dziatanie

Wigcz zasilanie systemu AltoStar® AM16.
Wiacz zasilanie komputera i monitora.
Uruchom oprogramowanie AltoStar® Connect software.

Na pasku menu kliknij opcje Application — Instrument
Maintenance (Aplikacja — Konserwacja urzadzenia).

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

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

Postepuj zgodnie z instrukcjami konserwacji wyswietlanymi na
ekranie.

Na pasku menu kliknij Program Run — Program Run (AltoStar®
Purification) [Programuj serie — Programuj serie (AltoStar®
Purification)]. Mozesz réwniez wréci¢ do ekranu poczatkowego i
klikng¢ przycisk Program Run (Programuj serig).

Wprowadz prébki lub importuj dane z systemu LIMS.

Wybierz nastepujgce testy dla probek, jesli nie zostaly one
wczesniej zaimportowane z systemu LIMS:

o AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

Kliknij przycisk Create Run (Utworz serie) na pasku narzedzi, aby
utworzy¢ badanie AltoStar®.
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4. Rozpocznij .

procedure

oczyszczania

Dziatanie

Na pasku menu kliknij opcje Purification — Start Purification
(Oczyszczanie — Rozpocznij oczyszczanie). Mozesz réwniez
wréci¢ do ekranu poczgtkowego i klikngé przycisk Start
Purification (Rozpocznij oczyszczanie).

Wybierz serie oczyszczania, ktéra ma by¢ rozpoczeta, aby
wyswietli¢ probki uwzglednione w wybranej serii oczyszczania.
Przygotuj odczynniki do oczyszczania:

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

o Jesliw Lysis Buffer (Bufor lizujgcy) widoczne sg osady, nalezy go
ogrzacé (< +50 °C) do momentu ich catkowitego rozpuszczenia.

o Poczekaj do rozmrozenia IC [AltoStar® Internal Control 1.5
(kontrola wewnetrzna)] oraz wytrzgsaj przez 5 sekund.

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

Przygotuj probki do procedury 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
zatadunku i zataduj urzadzenie zgodnie z procedura.

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

System automatycznie rozpocznie procedure oczyszczania.

27




AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

5. Zakoncz
procedure

oczyszczania

6. Rozpocznij

konfiguracje
plytki do PCR

Dziatanie

Upewnij sie, ze taca zatadunkowa jest pusta i nacisnij przycisk OK,
aby zamkna¢ okno dialogowe Run finished (Badanie zakoriczone).
Postepuj zgodnie z instrukcjami wyswietlanymi w oknie dialogowym
Maintenance (Konserwacja) i kliknij przycisk OK, aby potwierdzi¢.
Zamknij i przechowuj skfadniki 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
plytek z eluatem i przechowuj w temperaturze od +2 °C do +8 °C
przez okres nieprzekraczajgcy 24 godzin.

Przejrzyj wyniki procedury oczyszczania, aby potwierdzi¢, ze
wszystkie probki zostaty prawidtowo przetworzone.

Na pasku menu kliknij PCR Setup — Start PCR Setup
(Konfiguracja ptytki do PCR — Rozpocznij konfiguracje ptytki do
PCR). Mozesz réwniez wréci¢ do ekranu poczatkowego i klikngé
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 konfiguracji ptytki do PCR.

Przygotuj odczynniki PCR:

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

Odczekaj do rozmrozenia wymaganej liczby probéwek z
mieszaning reakcyjng master i kontrolami, krétko wytrzasaj 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 procedura.

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

System automatycznie rozpocznie konfiguracje ptytki do PCR.
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Dziatanie

7. Zakoncz »  Upewnij sig, ze taca zatadunkowa jest pusta i nacisnij przycisk OK,
aby zamkna¢ okno dialogowe Run finished (Badanie zakoriczone).

konfiguracje

» Postepujzgodnie z instrukcjami wyswietlanymi w oknie dialogowym
Maintenance (Konserwacja) i kliknij przycisk OK, aby potwierdzi¢.

»  Zamknij i przechowuj sktadniki zestawu AltoStar® HAV RT-PCR
Kit 1.5, nadajgce sie do ponownego wykorzystania.

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

plytki do PCR

8. Zamknij

e Zamknij ptytke do PCR folig do zamykania ptytek do PCR.
plytke do PCR j ptytke 3 y! pty

9. Rozpocznij *  Wigcz zasilanie urzadzenia CFX96™ DW Dx, podigczonego
badanie PCR komputera i monitora.

*  Uruchom oprogramowanie CFX Manager™ Dx.
»  Otworz urzadzenie CFX96™ DW Dx.
»  Odwiruj ptytke do PCR i w6z jg do urzgdzenia CFX96™ DW Dx.

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

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

»  Zamknij urzgdzenie CFX96™ DW Dx.

»  Kliknij przycisk Start Run (Rozpocznij badanie), aby rozpoczaé
badanie PCR. Podaj nazwe i zapisz plik badania PCR.

Urzadzenie CFX96™ DW Dx automatycznie wykona badanie PCR.
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Dziatanie

Dziatanie dla
Dziatanie dla analizy danych i tworzenia
opcjonalnej

raportu w oprogramowaniu CFX Manager™

analizy danych
Dx dla dalszej manualnej interpretacji . .
i automatycznej
wynikéw lub interpretacji wynikow )
interpretacji wynikow
systemem LIMS .. :
z uzyciem FastFinder

10.
Przyporzadkuj
testy do
indywidualnej

*  Przyporzadkuj wszystkie testy w badaniu

PCR do indywidualnych grup studzienek. Rlie2g2ne

analizy

(4 HrLEnel PO Odrebnie dla kazdej grupy studzienek:

dane i «  Wykonaj korekte linii bazowej we
zinterpretuj wszystkich studzienkach dla wszystkich =  Uzyj aplikaciji
ki badani stosowanych kanatéw detekgiji. FastFinder
S Wyklucz ~ wszystkie  studzienki  z Standalone
PCR nieregularnymi sygnatami PCR. i wtyczki dla
. . testow AltoStar®
UstaV\{ wartosm"progovs./e dla wszyst!(lch HAV RT-PCR
kanatéw detekcji zgodnie z kontrolami. Kit 1.5 do
Wyklucz wszystkie studzienki zawierajgce analizy danych
nieprawidtowe dane. i automatycznej
Utworz  plik  wynikéw LIMS, aby interpretacji
wyeksportowaé wyniki do systemu LIMS. wynikow.

Utworz raport z wynikami do manualne;j
interpretacji wynikow.

sie przyczyng degradacji sekwencji docelowej HAV i moze negatywnie

: Przechowywanie eluatéw w nieprawidtowych warunkach moze staé
. wplywac na dziatanie wyrobu.
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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 software oraz systemu AltoStar® AM16. Szczegdtowe ustawienia
dla zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 zostaty podane ponizej:

Wybierana jest kontrola PC i kontrola NTC.

Wymagana objetos¢ probki wynosi 500 pl plus objeto$¢é martwa odpowiedniej
probdwki (patrz rozdziat 7.1 Objeto$¢ probki i 7.2 Probdowki).

Wymagana objetos¢ eluatu dla zestawu AltoStar® HAV RT-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 17. Protokot
testu dla oprogramowania AltoStar® Connect software i informacje na
temat integracji z systemem LIMS. Dany protokot testu jest zakodowany w
postaci kodu kreskowego 2D przedstawionego ponizej. Informacje na temat
oczyszczania i importowania protokotu testu do oprogramowania AltoStar®
Connect software 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.

7.6.3 Rozpoczecie konfiguracji ptytki do PCR

1.

Kliknij PCR Setup — Start PCR Setup (Konfiguracja pltytki do PCR —
Rozpocznij konfiguracje ptytki do PCR) na pasku menu. Mozesz réwniez
wréci¢ do ekranu poczgtkowego oprogramowania AltoStar® Connect software
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.
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2. Wybierz ztabeli 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 konfiguraciji 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 probéwek z mieszaning reakcyjng master wymagana dla wybranej
konfiguraciji ptytki do PCR jest widoczna w tabeli na dole po prawej stronie
ekranu [Required master tubes for the selected PCR Setup Run (Wymagane
probéwki z mieszaning reakcyjng master dla wybranej konfigurac;ji ptytki do
PCR)].

1

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 probek.

Przed kliknieciem przycisku Start Run (Rozpocznij badanie) na pasku narzedzi,

przygotujwymagane odczynniki zgodnie z opisem w rozdziale 7.6.3.1 Przygotowanie

odczynnikow do konfiguracji ptytki do PCR. Jesli ptytka z eluatem wymagana dla

konfiguracji ptytki do PCR zostata zamknieta w celu przechowywania, nalezy jg

przygotowac¢ zgodnie z instrukcjami uzytkowania zestawu AltoStar® Purification

Kit 1.5.

7.6.3.1 Przygotowanie odczynnikéw do konfiguracji ptytki do

PCR

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

2. Wymieszaj odczynniki przez delikatne wytrzasanie.

3. Odwiruj krétko probowki, aby usuna¢ krople z zakretki.
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spowodowa¢ kontaminacje pozostato$cig odczynnikéw na zakretkach

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

7.6.3.2 Przygotowanie systemu AltoStar® AM16 do konfiguracji
ptytki do PCR

Szczegdtowe informacje na temat procesu przygotowania systemu AltoStar® AM16
znajduja sie w instrukcji uzytkowania systemu AltoStar® AM16 oraz oprogramowania
AltoStar® Connect software.

1. KIliknij 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) sktada sie w gornej czesci z graficznej
prezentacji obszaru roboczego AltoStar® AM16 oraz z tabeli przedstawiajace;j
potrzebne statywy i sposoéb ich umieszczenia w odpowiednich miejscach obszaru
roboczego systemu AltoStar® AM16 oraz z materiat ktéry ma zosta¢ umieszczony w
kazdym ze statywéw oraz uwagi dotyczgce zatadunku statywow.

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 urzadzenia

- 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.
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+  Wymieniaj wytgcznie catkowicie puste zestawy koncéwek 1000 pl na
catkowicie petne zestawy korncowek 1000 pl na statywie koncowek.

*  Wymieniaj wylgcznie 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 ptytke z eluatem w taki sposéb, aby studzienka A1 znalazta sie po
lewej stronie czarnej pozyciji ptytki.

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

e Zataduj statyw na 24 probowki z jedng nowag probowkag zbiorczg dla
kazdego testu w konfiguracji ptytki do PCR.

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

» Zataduj statyw na 32 probdéwki 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.

1 Pozycja pojedynczych probéwek na statywie jest dowolna.

UWAGA

3 Objetos¢ zatadowanych sktadnikéw nie jest sprawdzana przez system
przed przetwarzaniem. Nieprawidtowa objeto$¢ sktadnika uniemozliwi
prawidtowe wykonanie badania PCR.
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Rozpoczecie konfiguracji ptytki do PCR z zatozonymi zakretkami
1 proboéwek 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 urzadzenia i wptywac na proces zatadunku.

5. Sprawdz, czy tacka do zrzutu kohcowek 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.

® 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).

System AltoStar® AM16 pobiera statywy do wnetrza urzgdzenia i weryfikuje kody
kreskowe.
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System AltoStar® AM16 automatycznie weryfikuje:

- Prawidtowy typ i lokalizacje zatadowanych statywow
J - Prawidtowg identyfikacje i pozycje elementéw zatadowanych na
1 statywy
- Zgodnosc¢ partii sktadnikéw indywidualnych zestawow AltoStar®
- Termin waznosci zatadowanych sktadnikéw zestawow AltoStar®

- Prawidlowe ustawienie tacki do zrzutu koncowek

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

UWAGA

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

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.

UWAGA

® Kliknij przycisk Cancel (Anuluj), aby anulowac konfiguracje ptytki do
PCR. Badanie moze by¢ uruchomione ponownie (patrz rozdziat 7.6.3
Rozpoczecie konfiguracji ptytki do PCR).

Konfiguracja ptytki do PCR zostanie uruchomiona i wykonana bez udziatu
uzytkownika.
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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 ktérym wyswietlany jest stan konfiguracji ptytki do PCR oraz
szacunkowy pozostaty czas.

3 Popchniecie lub pociggniecie statywoéw lub drzwiczek systemu
AltoStar® AM16 podczas konfiguracji ptytki do PCR moze spowodowacé
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. Kiiknij przycisk OK, aby zamkng¢ okno dialogowe Run finished (Badanie
zakonczone).

System AltoStar® AM16 wyladuje wszystkie statywy. Nie nalezy blokowac¢ obszaru
wytadunku statywoéw.

Po wytadunku wys$wietlane jest okno dialogowe Maintenance (Konserwacja).

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

W oknie dialogowym, w tabeli wyswietlana jest liczba reakcji w probéwkach z
mieszaning reakcyjng master, ktore nie zostalty uzyte w konfiguraciji ptytki do PCR.

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 przechowywa¢ w odpowiednim miejscu.
Szczegodtowe informacje znajdujg sie w instrukcji uzytkowania zestawu
AltoStar® Purification Kit 1.5.
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UWAGA

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

5. Zamkng¢ probowki z odczynnikiem odpowiednimi nowymi zakretkami.

odczynnikow, poniewaz moze to negatywnie wptywaé na dziatanie

: Nie uzywaj ponownie zakretek do probowek, aby unikngé kontaminacji
wyrobu.

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

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

8. Kliknij przycisk OK, aby zamkna¢ okno dialogowe Maintenance (Konserwacja).

7.6.4.1 Wyniki konfiguracji ptytki do PCR

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

1. Kliknij 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 prawe;j

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

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

Status (Stan) Wynik konfiguracji ptytki do PCR

» Eluat zostat pomysinie wykorzystany podczas konfiguracji ptytki
do PCR.

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

Dana mieszanina RT-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 software generuje automatycznie 3 pliki z
wynikami konfiguracji 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 software.

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.

39



AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

7.6.5 Zamykanie ptytki do PCR

Po zakonczeniu konfiguracji ptytki do PCR nalezy jg 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).
Mozliwos$¢ stosowania urzgdzen do zamykania ptytek innych niz zalecane wymaga
dodatkowej oceny 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 ptytki do PCR
sg zakryte folig i Zzadna nie jest zastonieta napisem.
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UWAGA

1

Obstuga urzadzenia do zamykania ptytek bez adaptera do ptytek 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 nieprawidlowego utozenia folii do zamykania ptytek
do PCR lub ramki, folia moze przylec do ptyty grzewczej urzgdzenia
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 odczekac,
az temperatura urzgdzenia do zamykania ptytek ulegnie zmniejszeniu 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 skiadajgcy sie z adaptera ptytki, ptytki do PCR, folii do
zamykania ptytek do PCR oraz ramki zamykajacej w urzgdzeniu do zamykania
ptytek i naci$nij przycisk Operate (Uruchom)*/ [&**,

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

10. Wyjmij zamknietg ptytke do PCR oraz adapter ptytki z urzadzenia do zamykania
ptytek i naci$nij przycisk Close (Zamknij)*/ [&**.

* 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 RT-PCR w zamknigtej

ptytce do PCR zachowuje stabilno$¢ 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).

3 Wszystkie parametry wymagane do rozpoczecia badania PCR sag
przenoszone automatycznie z oprogramowania AltoStar® Connect
software 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.

W16z zamknietg ptytke do PCR do bloku grzejnego urzadzenia CFX96™ DW
Dx w taki sposéb, aby studzienka A1 znalazta sie po lewej stronie.
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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.
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7.6.7 Analiza danych PCR z uzyciem oprogramowania CFX
Manager™ Dx

Wyniki wszystkich oznaczen (grupy studzienek) na plytce do PCR wymagajg
analizy w kolejnosci przedstawionej na rysunku 1.

Przyporzadkowanie testéw do grup studzienek

Wybér grupy studzienek zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

Analiza zgodnie z instrukcja uzytkowania

Korekta linii bazowej
dla kanatéw detekcji FAM™ (HAV) i VIC™ (IC)

Wylaczenie wszystkich studziek
(np. liniowy wzrost sygnatu, pik sygnatu, itp.)

Ustawienie wartosci progowych
dla kanatow detekcji FAM™ (HAV) i VIC™ (IC) wedtug kontroli

Wylaczenie wszystkich studzienek zawierajacych nieprawidiowe dane
wedtug specyfikacji laboratorium oraz specyfikacji podanych w instrukcji uzytkowania

Jesli wyniki sa interpretowane w Jesli wyniki sa 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 probek)

Wybdr kolejnej grupy studzienek do analizy

Rysunek 1: Proces analizy wynikéw PCR z uzyciem oprogramowania CFX Manager™ Dx
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7.6.7.1 Przyporzadkowanie testow do grup studzienek

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 byé przyporzadkowane
przez uzytkownika do poszczegodlnych grup studzienek 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 ptytki). Wyswietlone zostanie okno dialogowe Plate Editor
(Edytor ptytki) (patrz rysunek 2).

Plate Editor - L111572.pltd a X
File Settings Editing Tools ?
B £8 Scan Mode | All Channels &) Trace Styles... {8 Plate Loading Guide _
1 2 4 !!;] Select Aluorophores.
NTC Unk
HAV HAV
Internal Control Internal Contref Inten rol
A Sample Type v
NTC | 117208051510 Sample 7 | 00000007 Sample 10 | 00000010
AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar HAY RT-PCR Kit 1.5 AtoStar HEV RT-PCR Kt 1.5
Pos Unk
Hav HAV none>
Internal Controf
B <none>
HAV PC | 117038051910 Sample 8 | 00000008 s
AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar HAY RT-PCR Kit 1.5 J
Unk nTC
HAV <none>
c
Sample 1 | 00000001 NTC | 1262012349912
AltoStar HAV RE-PCR Kit 1.5 AtloStar HEV RT-PCR kit 1.5 <none>
Unk
HAV HEV
D
Sample 2 | 00000002 HEV OS1 | 126038051910 hope>
AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5
Unk
HAV HEV
E 1 <
Sample 3 | 00000003 HEV OS2 | 126038051910 cate Se
AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5
Unk £
HAV HEV % Experiment Settings...
Internal Contro
7 [#] oo Replente
Sample 4 | 00000004 HEV Q53 | 126038051910
AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5 Clear Wells
Unkc
HAV HEV T
Internal Control D Ex Welsin
G
Sample 5 | 00000005 HEV 54 | 126038051910
AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5
Unk Unk
HAV
al Contro
H
Sample 6 | 00000006 Sample 9 | 00000003
AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 AltoStar HEV RT-PCR Kit 1.5
[« “ IO
I View View
Plate Type: BRWhite (@) Target Name (O Concentraton [ Sample [] WellGroup [ Biokogical Set [ Wel Note oK Gl

Rysunek 2: Okno dialogowe Plate Editor (Edytor ptytki)

2. W oknie dialogowym Plate Editor (Edytor ptytki), na pasku narzedzi kliknij opcje
Well Groups... (Grupy studzienek...). Wyswietlone zostanie okno dialogowe
Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek) (patrz rysunek 3).

Kliknij przycisk Add (Dodaj).

4. Wprowadz nazwe pierwszego oznaczenia w polu tekstowym.
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5. Wybierz wszystkie studzienki w obszarze ptytki do PCR, ktére nalezg
do pierwszego testu (patrz rysunek 3). Studzienki przyporzadkowane do
indywidualnego testu mozna zidentyfikowaé w oknie dialogowym Plate Editor
(Edytor ptytki) na podstawie wpisu w polu Biological Set (Zestaw biologiczny).

Well Groups Manager X

Add | AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5 b Delete

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

oK | [ cancel |

Rysunek 3: Okno dialogowe Well Groups Manager (Menedzer grup studzienek)

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

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

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

9. Kiliknij przycisk Yes (Tak), aby potwierdzi¢ wprowadzone zmiany.
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W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa studzienek)
zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5. Na pasku narzedzi, kliknij menu rozwijane
Well Group (Grupa studzienek) po prawej stronie przycisku Well Group (Grupa
studzienek) (patrz rysunek 4). Nie wybieraj opciji ,All Wells” (Wszystkie studzienki) dla
Well Group (Grupa studzienek). Ustawienia wybrane na rysunku 4 sg przykladowe.

Przed analizg wynikéw upewnij sie, ze grupa studzienek zestawu AltoStar® HAV
RT-PCR Kit 1.5 obejmuje wszystkie grupy studzienek zestawu AltoStar® HAV RT-
PCR Kit 1.5 oraz nie obejmuje zadnych studzienek pochodzacych z innych testéw.

& ‘ AllWells

AltoStar HAV
AltoStar HEV l

Rysunek 4: Przycisk Well Group (Grupa studzienek) i menu rozwijane Well Group (Grupa
studzienek)

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

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

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

1.

W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa
studzienek) zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5. Kliknij menu rozwijane
Well Group (Grupa studzienek) po prawej stronie przycisku Well Group
(Grupa studzienek) na pasku narzedzi (patrz rysunek 4).

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

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).

Kliknij symbol ¢ w nagtéwku kolumny Baseline End (Koniec linii bazowej),
aby posortowac tabele wedtug rosngcych wartosci Baseline End (Koniec linii
bazowej).

Wybierz wszystkie wiersze, dla ktérych wartos¢ Baseline End (Koniec linii
bazowej) zawiera sie w zakresie od 1 do 9 (patrz rysunek 5).
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Baseline Threshold M
Baseline Cycles
© Auto Calculated
@ User Defined Bold indicates a changed value.
Baseline  |Baselne . [Z]
Wel 0| Ruor OFREE O SR a4
1 [a01 Jram 3 4
2 |B02 FAM 3 4
3 |BO1 FAM 3 4
4 |co2 FAM 3 all
5 |co1 FAM 3 2[5
6 D02 FAM 3 25
7 D0 FAM 3 2
8 G0 FAM 3 27
3 FO FAM 3 27
10 |E02 FAM 3 28
11 |EM FAM 3 28
All Selected Rows: Begin: [3 =] End: [e Y
Single Threshold h
©@ Auto Calculated: 998,84
© User Defined:  [998.84
[ ok |[ cConcel |

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 detekgji IC sekwencji docelowe;.

9. Powtorz kroki od 3 do 7 dla kanatu detekcji VIC™ (IC).
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7.6.7.3 Wykluczenie nieregularnych sygnatéw PCR

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

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

\a Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools Plate Setup ~

5| Aosarriav |

7] quentication [ Quarsiicaton Data 1] Gene Expresson (588 End Port [IZ] Alelc Discaminaton

Amplification @

| 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 prawym przyciskiem myszki i wybierz Well... —
Exclude from Analysis (Studzienka... — Wyklucz z analizy) (patrz rysunek 7).

‘e Data Analysis - L111572.perd

File View Settings Export Tools P'late Setup ~

T
Quantification Quartification Data Gene Expression End Pairt E Allelic Discrimination

Amplification @

9000
8000
To00
6000 4

5000 3

RFU

4000 3
3000 4
2000 3
1000

0%

0 10 20 30 40

IW' View Only
my— Remove from View
lm Copy as Image Set Color...
Print...

Exclude fram Analysis
Print Selection...

Rysunek 7: Okno Data Analysis (Analiza danych): wyklucz studzienke z analizy
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4. Wybrana studzienka jest wykluczana z analizy. Dla tej studzienki nie bedg
generowane zadne wyniki (patrz rysunek 8).

‘e Data Analysis - L111572.perd

N
Quantification Quantification Data Gene Expression End Point E Allelic Discrimination
Amplification E]

9000 T T

-7 o 2 A SR e
FOO0 Foersisvsnssinrnss

wuo ._.A._...._.A._._'._.A._.._._.A..—-:—-_.A._.._._._._-‘: ........
5000
4000
3000 &.

File  View  Settings Export Tools PIatE Setup -

aaa
e

ssisissssasisissPasaiasesasssissssbaaaieie s afifh

EEETIFILT

RFU

2000 4
1000 I

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

Rysunek 8: Okno Data Analysis (Analiza danych): wykluczona studzienka
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7.6.7.4 Ustawienie wartosci progowych
Wartosci progowe dla kanatéw detekcji FAM™ (sekwencja docelowa HAV) oraz
VIC™ (IC) musza by¢ ustawione manualnie przez uzytkownika zgodnie z sygnatami

kontroli.

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa
studzienek) zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5. Na pasku narzedzi kliknij
menu rozwijane Well Group (Grupa studzienek) po prawej stronie przycisku
Well Group (Grupa studzienek) (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 Plate Setup - | a |‘
Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint E Allelic Discrimination

Amplification EI
T T T

5000 Looooii ................. ................ .............
gopo L. .................. ................. ................. .............
Egggg_ .................. .................. ................. ................. .............
sopo L. .................. ................ e .............
ot SRR e o .................. e

I | @

| 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 NTC w widoku ptytki 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
NTC.

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

File View Settings Export Tools €2 plate setup -|a‘

Quantification Quantification Data Gene Expression End Paint @ Allelic Discrimination

Amplification EI

9000

Boo0 - e S [ ]
7000 e e e e
BOOO F. o e R P e g
sooo ... i L S S oo

2 . . . .

R 4000 F. ]
2000 Fo o VORI VR N SURT L]
20000 F - .................. ................. ................ .............
woo X e e [ ]

01

| o m | m o |0 m|®»

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

Rysunek 10: Okno Data Analysis (Analiza danych): ustawienie wartosci progowej FAM™

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

7. Przeciaggnij wartos¢ progowg powyzej wartosci sygnatu NTC do obszaru
wyktadniczego wzrostu sygnatu PC (patrz rysunek 10).
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7.6.8 Prawidlowos$¢ wynikéw badania PCR

7.6.8.1 Wykluczenie studzienek zawierajgcych nieprawidtowe
dane

Studzienki, dla ktérych nie sg dostepne prawidtowe dane powinny by¢ przez
uzytkownika wykluczone z generowania wynikow.

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

2. Zidentyfikuj wszystkie studzienki zawierajgce nieprawidtowe dane. Studzienka
jest nieprawidtowa, jesli spetniony jest dowolny z ponizszych warunkéw:
a) Cata seria badan jest nieprawidtowa (patrz rozdziat 7.6.8.2 Prawidtowosc¢
jakosciowego badania diagnostycznego PCR).

b) Dane studzienki nie spetniajg warunkow kontrolnych dla prawidtowego
wyniku (patrz rozdziat 7.6.8.3 Prawidtowo$¢ wynikéw dla danej probki).
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. Kliknij prawym przyciskiem myszki wszystkie studzienki zawierajgce
nieprawidfowe dane wedtug rozdziatow 7.6.8.2 Prawidtowos¢ badania
diagnostycznego PCR do 7.6.8.3 Prawidiowo$¢ wynikéw dla danej prébki
wybierz polecenie Well... — Exclude from Analysis (Studzienka... — Wyklucz

z analizy) (patrz rysunek 11i 12).

i Data Analysis - L111572.perd
File View Seitings Export Tools & piate setup ~ |a ‘

Quartification Quantification Data Gene Expression End Paint E Allelic Discriminatior

Amplification El
T T T

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

Rysunek 11: Okno Data Analysis (Analiza danych): nieprawidtowa studzienka
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i Data Analysis - L111572.pcrd

2 s |
JE Quantification @ Quantification Data EEJ] Gene Expression End Pairnt @ Allelic Discrimination

Amplification El

File  View Settings Export Tools Plate Setup ~

5000 4

4000

3000

RFU

2000 1

1000

View Only

Remove from View

Copy
Copy as Image

Set Color...

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

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

Well Labels

Completed

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

Wybrana studzienka jest wykluczona z analizy. Dla danej studzienki nie beda
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

FAM™ (sekwencja
docelowa HAV)

+ Nie dotyczy

- +

Diagnostyczne badanie PCR jest nieprawidtowe, jesli:

* Badanie nie zostato ukonczone.

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

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

7.6.8.3 Prawidtowos¢ wynikéw dla danej prébki

Wynik dla indywidualnej probki jest nieprawidiowy, jesli sygnaty w kanatach
detekcji VIC™ (IC) i FAM™ (sekwencja docelowa HAV) dajg wynik negatywny
(patrz tabela 8). W przypadku nieprawidtowego wyniku dla danej probki, studzienke
nalezy wykluczy¢ z analizy i powtorzy¢ test z uzyciem pierwotnej prébki lub pobraé
i wykonac test na nowej probce.
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Tabela 8: Prawidtowo$¢ wyniku

Kanat detekcji
FAM™ (sekwencja Prawidiowosé wyniku
docelowa HAV)
+ + Wynik prawidtowy
+ - Wynik prawidtowy*
= + Wynik prawidtowy
= - Wynik nieprawidtowy

* Detekcja IC nie jest wymagana w przypadku wykrycia sekwencji docelowej HAV. Wysokie
stezenie probki RNA HAV moze powodowac¢ ostabienie lub brak sygnatu IC.

7.6.9 Eksport wynikéw PCR do interpretacji wynikow
wykonywanej przez system LIMS

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

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa
studzienek) zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5. Kliknij menu rozwijane
Well Group (Grupa studzienek) po prawej stronie przycisku Well Group
(Grupa studzienek) na pasku narzedzi (patrz rysunek 4).

2. Upewnijsie, ze wszystkie etapy procesu analizy (patrz rozdziaty 7.6.7.2 Korekta
linii bazowej do 7.6.8.1 Wykluczenie studzienek zawierajgcych nieprawidtowe
dane) zostaty ukonczone dla grupy studzienek zestawu AltoStar® HAV RT-PCR
Kit 1.5.

3. Na pasku menu w oknie 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
plikow wynikéw LIMS i kliknij przycisk OK.
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UWAGA

Integracja z systemem LIMS powinna byé wdrozona zgodnie ze
. specyfikacjami altona Diagnostics. Informacje dotyczgce integraciji
z systemem LIMS znajdujg sie w rozdziale 17. Protokdt testu dla
1 oprogramowania AltoStar® Connect software i informacje na temat
integracji z systemem LIMS mozna uzyska¢ w dziale pomocy technicznej
altona Diagnostics (patrz rozdziat 12. Pomoc techniczna).

Zapisanie wynikow wiecej niz jednego testu (grupy studzienek) z

badania PCR w tym samym folderze spowoduje zastgpienie plikow
wynikow LIMS pierwszego testu (grupy studzienek) plikami wynikow

1 LIMS drugiego testu (grupy studzienek). W tym przypadku, pliki wynikow
LIMS dla pierwszego testu (grupy studzienek) mozna wyeksportowac
ponownie.

7.6.10 Eksport wynikéw badania PCR do manualnej analizy

Jesli wyniki nie sg przekazywane do systemu LIMS do analizy wynikéw przez LIMS,
analiza wynikdw musi by¢ wykonana manualnie przez uzytkownika. W tym celu,
wyniki analizy dla kazdego testu (grupy studzienek) nalezy eksportowa¢ w postaci
raportu.

1. W oknie Data Analysis (Analiza danych) wybierz Well Group (Grupa
studzienek) zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5. Kliknij menu rozwijane
Well Group (Grupa studzienek) po prawej stronie przycisku Well Group
(Grupa studzienek) na pasku narzedzi (patrz rysunek 4).

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

3. Upewnijsig, ze wszystkie etapy procesu analizy (patrz rozdziaty 7.6.7.2 Korekta
linii bazowej do 7.6.8.1 Wykluczenie studzienek zawierajgcych nieprawidtowe
dane) zostaty ukonczone dla grupy studzienek zestawu AltoStar® HAV RT-PCR
Kit 1.5.

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

] Header
Report Information
LI Notes

[ Run Setup

—1 Run Information
Protocol
{7 Plate Display

Mquantification

1 Analysis Settings
—f A Amplification Chart
[ Standard Curve Chart

_{/]Data

[1 Gene Expression - Bar Chart

A Analysis Settings
] Chart

Target Names
—/]Sample Names
] Data

L[] Target Stability

Rysunek 13: Okno dialogowe Report (Raport)

6. Wybierz lub usun dodatkowe elementy raportu zaznaczajgc odpowiednie pola

tekstowe.

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

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

7.6.10.1 Manualna analiza

1.

Otworz plik raportu wygenerowany dla grupy studzienek zestawu AltoStar®
HAV RT-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 2 wiersze dla kazdej probki
Sample (Probka) — jeden dla Target (Sekwencja docelowa) HAV i jeden dla
Target (Sekwencja docelowa) Internal Control (Kontrola wewnetrzna).
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Quantification Data

(WellFluor| Target Content| p! Biological Set Name Cq |Cq Mean|Cq Std. Dev|Well Note|
AO01| FAM HAV NTC NTC | 117201022202 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5( N/A 0.00 0.000

A02| FAM HAV Unkn Sample 7 | 00000007 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5[35.44) 3544 0.000 qualitative
BO1| FAM HAV Pos Ctrl [HAV PC | 117111022208|AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5/31.37] 31.37 0.000

B02| FAM HAV Unkn | Sample §| 00000008 [AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5|35.08( 35.08 0.000 qualitative
C01| FAM HAV Unkn Sample 1| 00000001 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5[36.33[ 36.33 0.000 qualitative
D01| FAM HAV Unkn Sample 2 | 00000002 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5|36.57] 36.57 0.000 qualitative
EQ1]| FAM HAV Unkn | Sample 3| 00000003 [AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5|34.26( 34.26 0.000 qualitative
FO1| FAM HAV Unkn Sample 4 | 00000004 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.535.39] 35.39 0.000 qualitative
GO1| FAM HAV Unkn Sample 5 | 00000005 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5/35.96( 35.96 0.000 qualitative
HO1| FAM HAV Unkn Sample 6 | 00000006 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5(34.93[ 34.93 0.000 qualitative
A01| VIC |Internal Control NTC NTC | 117201022202 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.528 .77 2877 0.000

A02| VIC |Internal Control| Unkn Sample 7 | 00000007 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5(28.43[ 2943 0.000 qualitative
B02| VIC |Internal Controll Unkn Sample § | 00000008 [AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5[(29.54) 29.54 0.000 qualitative
C01| VIC |Internal Control| Unkn Sample 1] 00000001 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5(28.22( 2922 0.000 qualitative
D01| VIC |Internal Control| Unkn Sample 2 | 00000002 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5(29.49( 29.49 0.000 qualitative
EOQ1| VIC |Internal Controll Unkn Sample 3 | 00000003 [AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5(29.50[ 29.50 0.000 qualitative
FO1| VIC |Internal Control| Unkn Sample 4 | 00000004 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5(28.49( 2949 0.000 qualitative
GO01| VIC |Internal Control| Unkn Sample 5 | 00000005 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5/28.27] 29.27 0.000 qualitative
HO1| VIC |Internal Controll Unkn Sample 6 | 00000006 |AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5|29.67] 29.67 0.000 qualitative

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

Wyniki oznaczenia jako$ciowego sg oznaczone terminem qualitative (jakosciowe)
w kolumnie Well Note (Uwagi dotyczace studzienki) tabeli Quantification Data
(Dane oznaczenia ilosciowego).

3. Zidentyfikuj wszystkie wiersze zawierajgce Target (Sekwencja docelowa) HAV
oraz termin qualitative (jakosciowe) w kolumnie Well Note (Uwagi dotyczgce
studzienki).

4. Dlatych wierszy, kolumna Cq zawiera wyniki dla danej probki Sample (Probka).

5. W tabeli 9 podano interpretacje wynikéw.

Tabela 9: Analiza

Cykl progowy (C ) sekwenciji docelowej

HAV Analiza

1-45 Wykryto RNA wiasciwe dla HAV.
Nie wykryto RNA wiasciwego dla HAV.
Nie dot. Probka nie zawiera wykrywalnych ilosci RNA

wiasciwego dla HAV.

66



AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

7.6.11 Analiza danych PCR i automatyczna interpretacja
wynikow z uzyciem FastFinder

Analiza danych PCR i automatyczna interpretacja wynikdbw moga by¢ réwniez
wykonane z uzyciem aplikacji FastFinder Standalone i wtyczki dla testow AltoStar®
HAV RT-PCR Kit 1.5. Obowigzujgca wersja wtyczki dla testu jest wymieniona w
rozdziale 3.2 Wtyczka dla testu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5.

Dodatkowe informacje na temat aplikacji FastFinder Standalone mozna znalez¢ w
odpowiedniej instrukcji uzytkowania.

Wtyczka dla testéw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 jest przeznaczona

3 do uzycia jako pomoc w interpretacji wynikébw generowanych przez

1 zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 na urzadzeniu CFX96™ DW Dx.

Wszystkie wyniki generowane z uzyciem wtyczki dla testow wymagaja
sprawdzenia pod kgtem waznosci i prawidtowosci przez operatora.

1. Uruchom aplikacje FastFinder Standalone na komputerze AltoStar® Automated
Analysis PC.

2. Wprowadz dane uzytkownika i hasto, aby zalogowaé. Wyswietlany jest ekran
poczatkowy. Na ekranie tym dostepne sg wszystkie otwarte i autoryzowane
analizy.

Kliknij polecenie Create new analysis (Utwdrz nowg analize).

4. Przegladaj analizowane pliki danych i kliknij polecenie Open (Otwoérz), aby
wybra¢. Obstugiwane sg wytacznie pliki w formacie PCRD. Plik zostanie
wczytany i poddany analizie. Po zakonczeniu analizy wyswietlany jest
komunikat Ready for review (Gotowy do przegladu).

- Zalecane jest analizowanie pojedynczego pliku danych PCR (.pcrd)
1 zamiast analizy wielu procedur PCR jednoczesnie.

5. Kiiknij procedure PCR, aby rozpoczg¢ proces przegladu.

6. Sprawdz kontrole i rozwigz wszystkie problemy zgodnie z ostrzezeniami dla
indywidualnych probek.
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UWAGA

Upewnij sie, ze wszystkie nieprawidtowe probki zostaty oznaczone jako
1 niejednoznaczne oraz ponownie wykonaj izolacje i badania tych probek.

7. Autoryzuj lub ponownie rozpocznij analize.

Kliknij przycisk Authorize (Autoryzuj), aby automatycznie pobra¢ analize w postaci
pliku CSV. Pliki PDF mozna pobra¢ z autoryzowanych analiz. Kliknij przycisk
Actions (Dziatania) w prawym gérnym rogu i wybierz opcje Generate PDF Export
(Utworz eksport PDF). Aby otworzy¢ plik, przejdz do Downloads (Pobrane) za
pomoca tego samego menu.

8. Uzycie zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 z
urzgdzeniami PCR w czasie rzeczywistym innymi niz
CFX96™ Deep Well Dx System

Oprocz urzgdzenia CFX96™ DW Dx, zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 zostat
zweryfikowany z innymi urzadzeniami do PCR w czasie rzeczywistym (patrz
rozdziat 5.3.2 Inne procedury wykonywania badan). W rozdziatach 8.1 Materiaty
i urzadzenia wymagane, ale nie dotgczone oraz 8.2 Procedura opisano sposob
uzywania zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 z tymi urzgdzeniami.

8.1 Materiaty i urzadzenia wymagane, ale nie dotgczone
Wymagane sg nastepujgce urzgdzenia, oprogramowanie i materiaty:
» Podstawowe materialy i urzadzenia (patrz rozdziat 7.5 Podstawowe materiaty
i wyposazenie)

» System CFX96™ Deep Well Dx i oprogramowanie CFX Manager™ Dx w
wersji 3.1 (Bio-Rad)

o Ptytki 96-studzienkowe do PCR i folia do zamykania ptytek (szczegotowe
informacje znajdujg sie w tabeli 2)
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*  System CFX96™ Dx i oprogramowanie CFX Manager™ Dx w wersji 3.1
(Bio-Rad)

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

+ Platforma Rotor-Gene® Q5/6 plex oraz oprogramowanie Rotor-Gene® Q w
wersji 2.3.1 (QIAGEN)

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

+ System QuantStudio™ &5 Real-Time PCR oraz oprogramowanie
QuantStudio™ 5 Dx w wersji 1.0.2 i ABI Prism® 7500 SDS wraz z
oprogramowaniem 7500 w wersji 2.3 (Applied Biosystems)

o Plytki 96-studzienkowe do PCR i folia do zamykania [MicroAmp™ Optical
96-Well Reaction Plate oraz MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems) lub réwnowazne]

» Urzadzenie LightCycler® 480 Instrument Il oraz oprogramowanie LightCycler®
480 w wersji 1.5.1 (Roche)

o Plytki 96-studzienkowe do PCR i folia do zamykania [LightCycler® 480

Multiwell Plate 96, biata oraz LightCycler® 480 Sealing Foil (Roche) lub
rébwnowazna]

UWAGA

Nie zaleca sie uzywania innych materiatéw lub urzgdzen niz te podane
1 w niniejszej instrukcji uzytkowania.
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8.2 Procedura

8.2.1 Przygotowanie proébki

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 zostat poddany walidacji z uzyciem systemu
AltoStar® AM16 w potaczeniu z zestawem AltoStar® Purification Kit 1.5.

Zestaw AltoStar® HAV RT-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 nastepujgcego po niej testu RT-PCR.

Objetos¢ IC dodawanego do mieszaniny probki/buforu do lizy zalezy od objetosci
eluatu. Stanowi ona 50% objetosci eluciji.

Przechowywanie eluatéw w nieprawidtowych warunkach moze staé
A sie przyczyng degradacji sekwencji docelowej HAV i moze negatywnie
wptywac na dziatanie wyrobu.

8.2.2 Przygotowanie mieszaniny master mix

Wszystkie sktadniki zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 oraz prébki powinny
by¢ catkowicie rozmrozone, wymieszane (poprzez uzycie pipety lub wytrzgsanie)
i krétko odwirowane przed uzyciem. Mieszanine master mix nalezy przygotowac
zgodnie z nastepujgcg procedurg schematu pipetowania:

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

Liczba reakc;ji (rxns)

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

Objetos¢ mieszaniny
. 20 ul 240 pl
master mix
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Nie nalezy uzywac innych objetosci mieszaniny reakcyjnej Master A i

é 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.

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

Dodaj 10 pl prébki (eluatu z izolacji kwasu nukleinowego) lub 10 pl roztworu
kontrolnego (PC lub NTC).

Tabela 11: Procedura schematu pipetowania (konfiguracja reakcji)

Konfiguracja reakcji

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

Na kazdg serie nalezy stosowac co najmniej 1 PCi 1 NTC.

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

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

Odwiruj ptytke 96-studzienkowg do PCR w wiréwce kompatybilnej z mikroptytkg
przez 30 sekund z predkoscig okoto 1000 x g (~ 3000 obr./min).
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NTC zawsze zawiera matryce IC o odpowiednim stezeniu.

Po zakonczeniu badania PCR, mieszanina PCR zachowuje stabilno$¢ 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 miesza¢ probek lub identyfikatoréw probek podczas badania
PCR Ilub przenoszenia do urzadzenia PCR. Moze to powodowac
wyniki falszywie pozytywne lub fatszywie negatywne ze wzgledu na
nieprawidtowe przypisanie probek.

8.2.4 Badanie PCR

8.2.4.1 Programowanie urzgdzen PCR w czasie rzeczywistym

Szczegdtowe informacije dotyczace konfiguracji i programowania réznych urzadzen
PCR w czasie rzeczywistym znajdujg sie w instrukcji uzytkowania danego
urzgdzenia.

Szczegdtowe instrukcje dotyczace programowania i uzywania zestawu AltoStar®
HAV RT-PCR Kit 1.5 z okreslonymi urzadzeniami PCR w czasie rzeczywistym
mozna uzyska¢ w dziale pomocy technicznej altona Diagnostics (patrz rozdziat 12.
Pomoc techniczna).
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8.2.4.2 Ustawienia badania PCR

Wybierz nastepujgce ustawienia podstawowe:

Tabela 12: Ustawienia badania PCR

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

* Jesli dotyczy

Wybierz nastepujace detektory fluorescencji (barwniki):

Tabela 13: Detektory fluorescencji

Sekwencia docelowa Nazwa Barwnik Barwnik

4 detektora reporterowy ttumiacy
HAV HAV FAM™ (Brak)
IC Internal Control JOE™ (Brak)
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Wybierz nastepujacy profil temperatury i badania barwnika:

Tabela 14: Profil temperatury i badania barwnika

Liczba

) ) ) Temperatura
powtérzen| Pomiar °C]
cyklu

Odwrotna Utrzymywanie 1 _ 55 20:00
transkryptaza temperatury

Denaturacja Utrzymywanie 1 - 95 02:00
temperatury

- 95 00:15

Amplifikacja Zmiany cykliczne 45 Tak 655) 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

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

Szczegodtowe instrukcje dotyczace analizy danych generowanych przez zestaw
AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 dla réznych urzadzen PCR w czasie rzeczywistym
mozna uzyskac 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 powodowaé nieprawidiowe
wyniki IVD.

nalezy interpretowac¢ z uwzglednieniem wszystkich danych klinicznych

C Podobnie jak w przypadku innych badan diagnostycznych, wyniki
i laboratoryjnych.

9. Charakterystyka dziatania testu

Charakterystyka dziatania zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 zostata oceniona
na podstawie 2" oraz 39 WHO International Standard for hepatitis A virus for
Nucleic Acid Amplification Techniques (NIBSC code: 00/562 i 15/276, odpowiednio)
oraz materiatbw wzorcowych HAV skalibrowanych wzgledem Miedzynarodowego
Standardu WHO.

Dane dotyczgce charakterystyki dziatania uzyskano przy uzyciu zestawu AltoStar®
HAV RT-PCR Kit 1.5 w ramach zautomatyzowanej procedury badania AltoStar®
Workflow. Roéwnowazng charakterystyka dziatania pod wzgledem swoistosci,
czutosci oraz precyzji wykazano réwniez dla innych urzgdzen do PCR w czasie
rzeczywistym, wymienionych w rozdziale 5.3.2 Inne procedury wykonywania badan.

9.1 Osocze

9.1.1 Czutos¢ analityczna

W celu wyznaczenia granicy wykrywalnosci (LoD) zostata wykonana seria
rozcienczen na podstawie ,3 WHO International Standard for hepatitis A virus for
Nucleic Acid Amplification Techniques (NIBSC code: 15/276)“ w osoczu w zakresie
stezen od 1,00E+02 do 2,50E-01 IU/ml.
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Kazde rozcienczenie badano przy uzyciu 8 powtdrzen w 3 seriach (catkowita liczba
n = 24 na rozcienczenie) z uzyciem:

» 3 partii AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5
« 3 partii AltoStar® Purification Kit 1.5

» 3 partii AltoStar® Internal Control 1.5
+ 3 systemow AltoStar® AM16

» 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%.

Tabela 15: Wyniki testu PCR stosowane do obliczenia czuto$ci analitycznej zestawu
AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

Stezenie . Odsetek
[1U/mi] N [catkowita] N [pozytywne] pozy-ty)Nnych
wynikow [%]
1,00E+02 24 24 100
5,00E+01 24 24 100
2,50E+01 24 24 100
1,00E+01 24 24 100
5,00E+00 24 23 %
2,50E+00 24 16 67
1,00E+00 24 12 50
5,00E-01 24 4 17
2,50E-01 24 3 13

Granica wykrywalnosci LoD dla zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 przy detekcji
HAV w osoczu wynosi 6,31 IU/ml (przedziat ufnosci 95%: 4,17—11,99 1U/ml).
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9.1.2 Swoistos¢ analityczna

Swoisto$¢ analityczna zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 jest zapewniona
poprzez precyzyjny wybor oligonukleotydéw (starteréw i sond). Oligonukleotydy
zostaty sprawdzone metodg analizy poréwnania sekwencji w stosunku do sekwenc;ji
dostepnych publicznie w celu zapewnienia wykrywania wszystkich istotnych
podtypéw HAV.

W celu weryfikacji swoistosci analitycznej zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5
wykonano nastepujgce doswiadczenia (patrz rozdziaty od 9.1.2.1 Probki negatywne
do 9.1.2.3 Reaktywnos¢ krzyzowa).

9.1.2.1 Prébki negatywne

Testom z uzyciem zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 poddano 35 negatywnych
prébek osocza od indywidualnych dawcéw HAV. Wszystkie probki (35 z 35)
daty wynik negatywny pod katem RNA wtasciwego dla HAV i pozytywny dla IC.
Swoistos¢ analityczna zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 dla prébek osocza
wynosi = 95%.

9.1.2.2 Substancje zaktécajace

W celu oceny wpltywu potencjalnie zaktdcajgcych substancji endogennych na
dziatanie zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5, wybrane substancje zostaty
dodane do probek osocza. Probki zawieraty odpowiednio HAV w stezeniu 3 x LoD
(1,90E+01 IU/ml) oraz nie zawieraty HAV.

Wyniki uzyskane dla prébek zawierajgcych potencjalnie zakidcajgce substancje
zostaty poréwnane z wynikami uzyskanymi dla probek osocza niezawierajgcych
substancji zaktécajgcych. Kazdg prébke oznaczano w 3 powtdérzeniach.
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Nie stwierdzono zaktocen dla probek zawierajgcych podwyzszone poziomy:

» Substancji endogennych

o Bilirubiny

o Hemoglobiny

o Ludzkiego genomowego DNA

o Albuminy surowicy krwi ludzkiej

o Triglicerydéw

Obecno$¢ inhibitorow PCR (np. heparyny) moze powodowaé
nieprawidtowe lub fatszywie negatywne wyniki.

9.1.2.3 Reaktywnos$¢ krzyzowa
Swoisto$¢ analityczna zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 w odniesieniu do

reaktywnosci krzyzowej z patogenami innymi niz HAV zostata oceniona poprzez
testy:

*  Wiruséw spokrewnionych z HAV
*  Wiruséw powodujgcych podobne objawy, co zakazenie HAV

e Wiruséw, ktérych prawdopodobienstwo wystepowania u pacjentéw
zakazonych HAV jest duze

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 nie podlega reakcji krzyzowej z
nastepujgcymi patogenami:

* Wirusa coxsackie A3 * Wirusa zapalenia watroby typu B

*  Wirusa cytomegalii (CMV) (HBV)

* Wirusa zapalenia watroby typu C
(HCV)

e Enterowirusa 71

*  Wirusa Epsteina-Barra (EBV)
» Wirusa zapalenia watroby typu E

(HEV)
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*  Wirusa opryszczki pospolitej *  Wirusa rézyczki

typu 1 (HSV-1) - Rubella virus (RuV)

*  Wirusa opryszczki pospolitej

* Wirusa ospy wietrznej i potpasca
typu 2 (HSV-2)

(Vzv)
* Ludzkiego wirusa niedoboru

*  Wirusa zottej gorgczki
odpornosci 1 (HIV-1)

« Parwowirusa B19

W przypadku probki zawierajgcej patogeny inne niz HAV, moze
A wystepowac konkurencja z amplifikowang sekwencjg docelowg lub
reaktywnosc¢ krzyzowa, powodujgce nieprawidtowe wyniki IVD.

9.1.3 Reaktywnosé

Swoisto$¢ zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 w stosunku do detekcji
genotypdw HAV jest zapewniana przede wszystkim przez wyboér starteréw i sond.
W celu weryfikacji, ze zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 umozliwia detekcje
innych genotypéw HAV, niz HAV 1a [,2" WHO International Standard for hepatitis A
virus (NIBSC code: 00/562")] oraz 1b [,3¢ WHO International Standard for hepatitis
A virus (NIBSC code: 15/276%)], HAV 2a i 3a poddano testom z uzyciem zestawu
AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5. HAV 2a i 3a daty wynik pozytywny podczas testu z
uzyciem zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5.

objete starterami i/lub sondami wchodzgcymi w sktad zestawu mogg

t Potencjalne mutacje w obszarach sekwencji docelowej genomu HAV
powodowac niewykrycie obecnosci patogenu.
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9.1.4 Precyzja

Precyzja zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 oceniono z uzyciem panelu
zawierajgcego:

e 1 probke osocza z wynikiem pozytywnym o wysokim stezeniu HAV
(3,15E+02 1U/ml)

* 1 prébke osocza z wynikiem pozytywnym o niskim stezeniu HAV [1,90E+01
IU/ml (3 x LoD)]

* 1 probke osocza z wynikiem negatywnym dla HAV
Dane zostaty okreslone na podstawie:
* Wartosci cyklu progowego (Cq*) dla probek pozytywnych o wysokim stezeniu
HAV
*+ Wartosci cyklu progowego (C_*) IC w probkach z wynikiem negatywnym HAV

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

Dane dotyczagce powtarzalno$ci zostaty wygenerowane zgodnie z zaleceniami
wytycznych CLSI EP05-A3 (,Evaluation of Precision of Quantitative Measurement
Procedures; Approved Guideline—Third Edition”) [3]. Kazdy czionek panelu byt
testowany w duplikatach w 2 seriach dziennie przez 20 dni przez jednego operatora,
przy uzyciu:

* 1 partia AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5
* 1 partia AltoStar® Purification Kit 1.5

* 1 partia AltoStar® Internal Control 1.5
* 1 systemow AltoStar® AM16

e 1 urzadzeh CFX96™ DW Dx
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W tabeli 16 przedstawiono szacunkowe wartosci powtarzalno$ci i precyzji
wewnatrzlaboratoryjnej zaréwno jako odchylenie standardowe (SD), jak i
wspotczynnik zmiennosci (CV%) uzyskane dla prébki pozytywnej HAV o wysokim
stezeniu oraz dla kontroli wewnetrznej (IC) na podstawie wartosci Cq w probce
negatywnej dla HAV. Przedstawione dane dotyczace precyzji uzyskano poprzez
reczng analize danych z wykorzystaniem oprogramowania CFX Manager™ Dx,
a takze przy uzyciu automatycznej interpretacji wynikdw w aplikacji FastFinder
Standalone oraz wtyczki dla testu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5.

Tabela 16: Powtarzalno$c¢ i precyzja wewnatrzlaboratoryjna dla testu AltoStar® HAV RT-
PCRKit 1.5

Precyzja
wewnatrzlaboratoryjna

Powtarzalnos¢

Oprogramowanie CFX Manager™ Dx

Wszystkie probki badane przy 3 x LoD (probki pozytywne o niskim stezeniu) zostaty
wykryte jako pozytywne, a wszystkie probki negatywne daty wynik negatywny przy
uzyciu oprogramowania CFX Manager™ Dx oraz wtyczki dla testéw AltoStar® HAV
RT-PCR Kit 1.5.
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W celu oceny odtwarzalnosci wynikéw kazdy cztonek panelu zostat oznaczony
w 6 powtdrzeniach, w ramach 3 serii pomiarowych, przez 3 operatoréw, z
wykorzystaniem:

+ 3 partii AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5
» 3 partii AltoStar® Purification Kit 1.5

» 3 partii AltoStar® Internal Control 1.5
* 3 systemow AltoStar® AM16

* 3 urzadzen CFX96™ DW Dx

W tabeli 17 przedstawiono szacunkowe wartosci powtarzalnosci i precyzji
wewnatrzlaboratoryjnej zaréwno jako odchylenie standardowe (SD), jak i
wspotczynnik zmiennosci (CV%) uzyskane dla prébki pozytywnej HAV o wysokim
stezeniu oraz dla kontroli wewnetrznej (IC) na podstawie wartosci qu prébce
negatywnej HAV. Przedstawione dane dotyczgce precyzji uzyskano poprzez reczng
analize danych z wykorzystaniem oprogramowania CFX Manager™ Dx, a takze
przy uzyciu automatycznej interpretacji wynikéw w aplikacji FastFinder Standalone
oraz wtyczki dla testu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5.

Tabela 17: Odtwarzalno$¢ badania AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

| Odtwarzalnos¢

Oprogramowanie CFX Manager™ Dx
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Wszystkie probki badane przy 3 x LoD (probki pozytywne o niskim stezeniu) zostaty
wykryte jako pozytywne, a wszystkie prébki negatywne daty wynik negatywny przy
uzyciu oprogramowania CFX Manager™ Dx oraz wtyczki dla testow AltoStar® HAV
RT-PCR Kit 1.5.

9.1.5 Catkowity odsetek nieudanych

Elastyczno$¢ zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 zostata oceniona na
podstawie testu 33 probek osocza od indywidualnych dawcéw z negatywnym
wynikiem dla HAV z dodatkiem HAV do koncowego stezenia 3 x LoD
(1,90E+01 1U/ml). Wszystkie probki (33 z 33) daty wynik pozytywny dla kanatu
detekgiji fluorescencji (FAM™) wiasciwego dla HAV.

9.1.6 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 przyktadowego 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 testow probek pozytywnych o
wysokim stezeniu parwowirusa B19 (1,00E+07 1U/ml) oraz probek negatywnych
(n = 44 na serig; 5 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.

9.1.7 Parametry kliniczne

Zestaw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 oceniono w badaniu poréwnawczym z
zestawem AmpliSens® HAV-FRT PCR Kit (AmpliSens Ecoli Dx s.r.0.) posiadajgcym
znak CE. 145 probek osocza poddano roéwnoleglym testom w badaniu
retrospektywnym:

Zestaw AmpliSens® HAV-FRT PCR Kit (AmpliSens Ecoli Dx s.r.o.) uzyto w
potgczeniu z urzgdzeniem NucliSENS® easyMAG (bioMérieux), RotorGene® 6000
(QIAGEN) oraz urzgdzeniem Mx3000P (Agilent).

83



AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

Zestaw AltoStar® HAV RT-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.

Wyniki dla pozostatych 139 prébek zostaty przedstawione w tabeli 18.

Tabela 18: Wyniki oceny czutosci i swoistosci diagnostycznej dla HAV w probkach osocza

AmpliSens® HAV-FRT PCR Kit (AmpliSens Ecoli Dx s.r.0.)
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Czuto$¢ i swoisto$¢ diagnostyczna zestawu AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5 w
poréwnaniu do zestawu AmpliSens® HAV-FRT PCR Kit (AmpliSens Ecoli Dx s.r.o0.)
wyniosty odpowiednio 100% i 97%.
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10. Utylizacja

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

Prébki nalezy zawsze traktowaé jako materiat zakazny i stanowigcy
zagrozenie biologiczne, zgodnie z procedurami bezpieczenstwa i
A praktykami obowigzujgcymiw danym laboratorium. W przypadku rozlania
probki, natychmiast uzy¢ odpowiedniego $rodka dezynfekujgcego.
Skazone materiaty nalezy traktowac jako zagrozenie biologiczne.

obowigzujgcymi przepisami lokalnymi i krajowymi, aby unikng¢ skazenia

: Odpady niebezpieczne i biologiczne nalezy utylizowa¢ zgodnie z
srodowiska.

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

11. Kontrola jakosci

Zgodnie z systemem zarzadzania jakoscig altona Diagnostics GmbH wedtug
wytycznych EN ISO 13485, kazda partia zestawdéw AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5
jest weryfikowana pod wzgledem zgodnosci ze specyfikacjami w celu zapewnienia
statej jakosci wyrobu.
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12. Pomoc techniczna

Pomoc mozna uzyska¢ w dziale pomocy technicznej altona Diagnostics:

e-mail: support@altona-diagnostics.com
telefon: +49-(0)40-5480676-0

UWAGA

[ Wszelkie powazne wypadki zwigzane z uzyciem tego wyrobu nalezy
zgtaszac firmie altona Diagnostics oraz wtasciwym witadzom w kraju
uzytkowania.

13. Podsumowanie bezpieczenstwa i wydajnosci

Podsumowanie bezpieczenstwa i wydajnosci sporzadzone dla zestawu AltoStar®
HAV RT-PCR Kit 1.5 mozna znalez¢ w Europejskiej bazie danych o wyrobach
medycznych (EUDAMED): https://ec.europa.eu/tools/eudamed
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15. Znaki towarowe i zastrzezenia

4s3™ (4titude); AltoStar® (altona Diagnostics); AmpliSens® (AmpliSens Ecoli Dx
s.r.0.); ABI Prism®, QuantStudio™ (Applied Biosystems); NucliSENS® (bioMérieux);
CFX96™, CFXManager™ (Bio-Rad); Rotor-Gene® (QIAGEN); LOINC® (Regenstrief
Institute, Inc.); LightCycler® (Roche); FAM™ JOE™, MicroAmp™, 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® HAV RT-PCR Kit 1.5 posiada znak CE zgodnie z wymaganiami
Rozporzadzenia (UE) 2017/746 w sprawie wyrobéw medycznych do diagnostyki in
vitro.

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

© 2025 altona Diagnostics GmbH; wszelkie prawa zastrzezone.
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16. Symbole

Wyréb medyczny uzywany do diagnostyki
in vitro

Global Trade Item Number
Numer partii

CON Zawarto$¢

Kolor zakretki

Numer katalogowy

Numer

Sktadnik

Numer materiatu

Vv

4

Numer wersji

Wersja

Zapoznaj sie z instrukcjg uzytkowania

H B EE g B B B ERE B
=1 Zl =& |Z| IS
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Zawiera ilo$¢ wystarczajgca na ,n” testow/
reakgcji (rxns)

Limit temperatury
Termin waznosci
Producent

Data produkciji
Ostroznie

Uwaga

Zawiera materiat biologiczny pochodzenia
zwierzecego

@ H B> L E IS
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17. Protokét testu dla oprogramowania AltoStar® Connect
software 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® HAV RT-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 pamieta¢, ze rozmiar druku moze
wptywac na skutecznos¢ skanowania kodu kreskowego. Nalezy upewni¢ sie, ze
kod jest drukowany w skali 100%. Aby zeskanowadé, nalezy skierowac skaner na
czerwong linie na kodzie kreskowym. Szczegdtowe informacje na temat zarzadzania
protokotami testéw znajdujg sie w odpowiednim rozdziale instrukcji uzytkowania
oprogramowania AltoStar® Connect software. Informacje na temat integracji z
systemem LIMS, patrz tabela 20.

AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

Checksum: C326507A464335D02618D2794862824FFF75E7DB

Rysunek 15: Kod kreskowy protokotu testowego dla zestawu AltoStar® HAV RT-PCR
Kit 1.5
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Tabela 19: Dziennik zmian dla protokotu testowego

Wersja protokotu Aktualizacje

1 Pierwsze wydanie

Tabela 20: Informacje na temat integracji z systemem LIMS

Zlecenie testu (LIMS — system AltoStar® AltoStar HAV RT-PCR Kit 1.5

AM16)
Wynik testu (CFX96™ DW Dx — LIMS) -
: N/A
jednostka
i ™ -
Wynik testu (CFX96™ DW Dx — LIMS) HAV

kanat 1

Wynik testu (CFX96™ DW Dx — LIMS) -

Kanat 2 Internal Control

Informacje na temat LOINC® (Nazwy i kody logicznych identyfikatorow
obserwacji) 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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18. Historia zmian
Tabela 21: Historia zmian

Data wydania
[miesiac/rok]

Identyfikator

Zmiany

* Rozdziat 1: Usunigcie fragmentu tekstu
,metody ekstrakcji kwaséw nukleinowych i’

¢ Rozdziaty 2; 5; 5.4.2: Specyfikacja rodzaju
probki

¢ Rozdziat 3: Zmiana nazwy rozdzialu na
~Sktadniki zestawu”

* Dodano rozdziat ,3.1 Odczynniki”, zawierajgcy
tre$¢ poprzedniego rozdziatu 3

¢ Dodano rozdziat ,3.2 Wtyczka dla testu
AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5”

e Rozdziat 5: Dodano obszar sekwenciji
docelowej

* Rozdziat 5.2: Zmiana nazwy rozdziatu na ,Opis
odczynnika”

* Rozdziaty 5.3.1; 7; 7.4; 7.6.1; 7.6.11: Dodano
FastFinder dla analizy danych i automatycznej
MAN-AS0241540- interpretacji wynikéw (opcjonalnie)
12/2025
PL-S02 * Rozdziat 5.3.2: Dostosowanie sformutowan i

dodanie tresci z poprzedniego rozdziatu 5.3.2.2

* Rozdzialy 5.3.2; 8.1: Dodano wersje
oprogramowania

e Usuniecie rozdziatéw 5.3.2.115.3.2.2
* Rozdziaty 5.4.2; 6: Dodano ostrzezenie

¢ Rozdziat 8.2.1: usuniecie opisu dotyczacego
sposobu postepowania w przypadku metod
ekstrakcji kwaséw nukleinowych innych niz z
systemem AltoStar® AM16

* Rozdziat 9: Dodano informacje dotyczace
danych wydajnosci na innych aparatach PCR
w czasie rzeczywistym

* Rozdziat 9.1.4: Wymieniono dane dotyczace
precyzji oparte na 5 cyklach na dane precyzji
wygenerowane zgodnie z wytycznymi CLSI
EP05-A3
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Data wydania

Zmi
[miesigc/rok] miany

Identyfikator

¢ Rozdziat 13: Dodano ,Podsumowanie
bezpieczenstwa i wydajnosci”

* Rozdziat 14: Dodano odniesienie do
wytycznych CLSI EP05-A3.

MAN-AS0241540- * Rozdziat 15: fragment ,Dyrektywa 98/79/WE

PL-S02 12/2025 Parlamentu Europejskiego i Rady w sprawie
wyrobow medycznych uzywanych do diagnozy
in vitro” zastgpiono ,Rozporzadzenie (UE)
2017/746 w sprawie wyrobéw medycznych do
diagnostyki in vitro”

e Zmiany redakcyjne

93



AltoStar® HAV RT-PCR Kit 1.5

strona celowo pozostawiona pusta
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