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Przeznaczenie

SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent to test RT-PCR w czasie rzeczywistym do diagnostyki
w warunkach in vitro przeznaczony do jakosciowego wykrywania RNA wirusa SARS-CoV-2
wyizolowanego z probek wymazu z jamy nosowo-gardtowej (NG), nosa i jamy ustno-gardtowej
(UG) pobranych od oséb, ktére spetniajg kryteria kliniczne i (lub) epidemiologiczne zachorowania
na COVID-19*.

Wyniki sg przeznaczone do identyfikacji RNA wirusa SARS-CoV-2. RNA wirusa SARS-CoV-2 jest
zasadniczo wykrywane w prébkach pobranych z gérnych drog oddechowych podczas ostrej fazy
zakazenia. Wyniki dodatnie wskazujg na wystepowanie RNA wirusa SARS-CoV-2. Do okreslenia
statusu zakazenia u pacjenta konieczna jest korelacja kliniczna z wywiadem medycznym
pacjenta i innymi informacjami diagnostycznymi. Dodatnie wyniki nie wykluczajg zakazenia
bakteryjnego ani koinfekcji innymi wirusami. Wykryty czynnik chorobotwdérczy moze nie by¢
ostateczng przyczyng choroby.

Ujemne wyniki nie wykluczajg zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i nie powinny by¢
wykorzystywane jako jedyna podstawa do podejmowania decyzji dotyczgcych leczenia pacjenta.
Wyniki ujemne muszg zostac¢ potgczone z innymi obserwacjami klinicznymi, wywiadem
medycznym pacjenta oraz informacjami epidemiologicznymi.

Zestaw SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent jest przeznaczony do stosowania przez
wykwalifikowany i przeszkolony personel laboratoriow, ktory otrzymat szczegodtowe instrukcje

i zostat przeszkolony w zakresie korzystania z systemu firmy Agilent i procedur diagnostycznych
przeprowadzanych metodg in vitro.

* Wydajnos¢ oznaczenia z zastosowaniem zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent okreslono,
wykorzystujgc probki wymazu z jamy nosowo-gardtowej pobrane na podtoze transportowe UTM lub VCM.
Probki wymazow z jamy ustno-gardtowej, nosa oraz ze srodkowej czesci matzowiny nosowej to
akceptowalne rodzaje probek do stosowania wraz z oznaczeniem SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent,
jednak wydajnosc¢ w ich przypadku nie zostata ustalona. Badanie wymazoéw z jamy ustno-gardtowej, nosa

i ze sSrodkowej czesci matzowiny nosowej (pobieranych samodzielnie pod nadzorem lub przez pracownika
stuzby zdrowia) jest ograniczone do pacjentéw z objawami COVID-19.
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Opis produktu

Omoéwienie produktu/zasada dziatania oznaczenia

SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent to test tarncuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
z odwrotng transkrypcjg (QRT-PCR). Zestaw(y) starteréw i sond dla wirusa SARS-CoV-2
opracowano w celu wykrywania RNA wirusa SARS-CoV-2 w prébkach wymazéw z jamy
nosowo-gardtowej (NG), nosa i jamy ustno-gardtowej (UG) pobranych od pacjentéw, u ktérych
lekarz podejrzewa COVID-19.

Opis etapdw testu

Kwasy nukleinowe sg izolowane i oczyszczane z ok. 140—200 ul (w zaleznosci od

metody ekstrakcji) probki wymazu z jamy nosowo-gardtowej (NG) z wykorzystaniem
zautomatyzowanego systemu do ekstrakgcji (zestaw Qiagen QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Mini Kit z systemem QIAsymphony, zestaw ThermoFisher MagMAX Viral/Pathogen Il Kit

z systemem KingFisher Flex). Oczyszczony kwas nukleinowy (5 ul) jest przepisywany w trakcie
odwrotnej transkrypcji na cDNA, a nastepnie amplifikowany w trakcie jednoetapowej reakcji
gRT-PCR z uzyciem odczynnikéw Brilliant 11l gRT-PCR firmy Agilent w obstugiwanych
urzadzeniach do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. W trakcie procesu sonda tgczy sie ze
swoistg sekwencjg docelows, znajdujgca sie pomiedzy starterami ,forward” i ,reverse”. W czasie
fazy wydtuzania w cyklu reakcji PCR aktywnos¢ nukleazowa 5’ polimerazy Tag powoduje
degradacje sondy, co prowadzi do oddzielenia barwnika reporterowego od barwnika ttumigcego
i wygenerowanie sygnatu fluorescencyjnego. W kazdym cyklu dodatkowe czgsteczki barwnika
reporterowego sg odcinane od odpowiednich sond, co zwieksza intensywnos¢ fluorescencji.
Intensywnos¢ fluorescenciji jest monitorowana w kazdym cyklu reakcji PCR przez obstugiwane
urzadzenia do reakcji PCR w czasie rzeczywistym (Agilent AriaMx/AriaDx, ABI 7500 Fast lub
Bio-Rad CFX96).

Materiaty kontrolne, ktore nalezy stosowac¢ z zestawem SARS-CoV-2
gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent

+  Wymagane jest zastosowanie kontroli niezawierajgcej matrycy (ujemnej) w celu wykluczenia
zanieczyszczenia w trakcie oznaczenia, ktére moze prowadzi¢ do uzyskiwania wynikow
fatszywie dodatnich. Nalezy stosowac co najmniej jedng kontrole na jedng ptytke PCR.

W celu uzyskania prébki kontrolnej niezawierajgcej matrycy uzytkownik dodaje wody
zamiast wyizolowanego RNA.

+ Konieczne jest zastosowanie kontroli dodatniej, zawierajgcej matryce, w celu potwierdzenia,
ze mechanizm wykrywania docelowego RNA wirusa SARS-CoV-2 nie zostat zaktécony. Nalezy
stosowac co najmniej jedng kontrole na jedng ptytke PCR (50 kopii na reakcje). Kontrole
dodatnig w zestawie stanowi syntetyczny RNA odpowiadajgcy docelowym sekwencjom
wirusa.
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Nalezy zastosowac kontrole ekstrakgji (probke kontrolng zawierajgcg materiat pochodzacy
od cztowieka, ang. Human Specimen Control, HSC) w celu zagwarantowania, ze RNA

w oryginalnej probce zostat dobrze zachowany podczas ekstrakcji. Nalezy stosowac co
najmniej jedng takg probke na partie ekstrakcji.

+  Wymagane jest zastosowanie kontroli wewnetrznej (genu ludzkiej RNazy P) w celu
potwierdzenia, ze RNA z oryginalnej prébki jest wykrywalny w reakcji gRT-PCR. Powinien
zostac¢ wykryty w probce HSC, a takze w wiekszosci probek pobranych od ludzi, ktére
zawierajg wystarczajacg ilos¢ komodrkowego RNA. W prébkach pobranych od ludzi kontrola
wewnetrzna moze nie zostac¢ wykryta, jesli RNA wirusa SARS-CoV-2 jest obecny w duzych
stezeniach.

Prébki kontrolne dostarczane z zestawem

Tabela 1 Prébka kontrolna dostarczana z zestawem SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent

Rodzaj probki Nazwa probki Nazwa dostawcy Nr kat. dostawcy
kontrolnej kontrolnej
Kontrola dodatnia Agilent SARS-CoV-2 Agilent K1180-64200

Positive RNA Ctl Dx

Wymagane probki kontrolne, ktore nie sg dostarczane wraz z zestawem

+ Woda klasy molekularnej, niezawierajgca nukleazy, do stosowania jako prébka kontrolna
niezawierajgca matrycy (ujemna)

+ Kontrola ekstrakeji: klient moze skorzystac z kilku opcji na podstawie zalecent CDC

Probka kontrolna zawierajgca materiat pochodzacy od cztowieka (HSC) wytwarzana przez
CDC, KT0189

Ujemny materiat z probki pobranej od cztowieka: laboratoria mogg przygotowacé materiat
z probki pobranej od cztowieka (np. ludzkiej surowicy lub zebranych resztek ujemnych
probek z uktadu oddechowego) w celu poddawania ekstrakcji wraz z prébkami klinicznymi
w ramach kontroli ekstrakgcji. Ten materiat nalezy przygotowac¢ w objetosci wystarczajgce;j
do wykorzystania w wielu seriach oznaczen. Materiat powinien zostac przetestowany przed
wykorzystaniem jako kontrola ekstrakcji w celu potwierdzenia, ze daje wyniki oczekiwane
dla probki HSC, wymienione w niniejszej instrukcji uzycia.

Spreparowany materiat z probki pobranej od cztowieka: laboratoria mogg przygotowac
spreparowane probki materiatu pochodzgcego od cztowieka poprzez zawieszenie dowolnej
ludzkiej linii komdrkowej (np. A549, Hela lub 293) w PBS. Ten materiat nalezy przygotowac
w objetosci wystarczajgcej do wykorzystania w wielu seriach oznaczen. Materiat powinien
zostac przetestowany przed wykorzystaniem jako kontrola ekstrakcji w celu potwierdzenia,
ze daje wyniki oczekiwane dla probki HSC, wymienione w niniejszej instrukcji uzycia.
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Przebieg oznaczenia

Aby rozpoczg¢ oznaczenie, nalezy wyizolowac kwas nukleinowy z badanych probek wymazu
z jamy nosowo-gardtowej wraz z odpowiednig probkg kontrolng zawierajgcg materiat
pochodzacy od cztowieka (HSC).

Nastepnie nalezy przeprowadzi¢ multipleksowa reakcje gRT-PCR z wykorzystaniem probek
wyizolowanego RNA oraz dostarczonej dodatniej probki kontrolnej RNA. Nalezy uwzgledni¢
probke kontrolng niezawierajgcg matrycy (NTC).

Po zakonczeniu reakcji gqRT-PCR nalezy przeanalizowac¢ dane pod katem amplifikacji elementéw
docelowych wirusa N1 oraz N2, a takze genu ludzkiej RNazy P

Na koncu nalezy przekazac wyniki dla badanych probek.

Liza probek, wychwycenie kwasu nukleinowego
i przeniesienie w drodze elucji z wykorzystaniem probek
badanych i kontroli ekstrakgcji

l

Reakcja gRT-PCR z uzyciem badanych probek RNA
i reakcji kontrolnych w celu multipleksowego wykrywania*
elementow docelowych N1 i N2 oraz RNazy P

|

Analiza danych z reakcji gRT-PCR w celu okreslenia,
ktore elementy docelowe sg obecne w kazdej
probce badanej i kontrolnej.

A 4

Przekazanie wynikow

Rycina1 Przebieg oznaczenia SARS-CoV2 gRT-PCR Dx
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Materiaty dostarczane

Tabela 2 zawiera liste materiatow dostarczanych z zestawem SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy

Agilent oraz wymagania dotyczgce temperatury ich przechowywania. Dodatkowe instrukcje

dotyczgce przechowywania materiatow zawiera czesc ,Przechowywanie i sposéb
postepowania” na stronie 17.

Tabela 2 Materialy dostarczane z zestawem SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent, nr kat. K1180A

Materiaty

llosé

Elementy

Temperatura
przechowywania

Odczynniki Agilent
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx
Reagents, nr kat.
K1180-64100*

Kontrola dodatnia Agilent
SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl
Dx, nr kat. K1180-64200%

Dostarczane w ilosci
wystarczajgcej do
przeprowadzenia 400 reakcji
gRT-PCR (prébki badane

i kontrolne)

Nalezy pamietac, ze na kazdej
ptytce reakcyjnej do reakcji
gRT-PCR nalezy uwzglednic co
najmniej 3 dotki na reakcje
kontrolne.

Dostarczana w ilosci
wystarczajgcej do
przeprowadzenia 8 oznaczen

Mieszanina 2 x Brilliant |1
Ultra-Fast gRT-PCR Master
Mix Dx

RT/RNase Block Dx

Barwnik referencyjny
Reference Dye Dx"

1700 MM DTT Dx

Mieszanina 10 x SARS-CoV-2
Primer/Probe Mix Dx'

Kontrola dodatnia SARS-CoV-2
Synthetic Positive RNA
Control Dx

Przechowywac
w temperaturze
—20°C po odbiorze.

Przechowywac
w temperaturze
—20°C po odbiorze.

Przechowywac
w temperaturze
—20°C po odbiorze.

Przechowywac
w temperaturze
—20°C po odbiorze.

Przechowywac
w temperaturze
—20°C po odbiorze.

Przechowywac
w temperaturze
—80°C po odbiorze.

* Zestaw odczynnikow SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Reagents jest réwniez sprzedawany oddzielnie przez firme Agilent pod

numerem katalogowym K1180B.
T Ten odczynnik jest wrazliwy na $wiatto i gdy to tylko mozliwe, nalezy chronié go przed dostepem $wiatfa.

¥ Kontrola dodatnia SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx jest réwniez sprzedawana oddzielnie przez firme Agilent pod numerem

katalogowym K1180C.

Instrukcja uzycia — zestaw SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Odczynniki, materiaty, wyposazenie i oprogramowanie wymagane,
lecz niedostarczane

Tabela 3 zawiera liste opcjonalnych materiatow do etapu ekstrakcji RNA w protokole, ktory jest
wykonywany na urzadzeniu do automatyzacji. Procedure ekstrakcji RNA opisano w czesci
Jnstrukcja ekstrakcji kwaséw nukleinowych” na stronie 18.

Tabela 3 Materiaty opcjonalne do ekstrakcji RNA — wymagane, lecz niedostarczane

Zestaw do ekstrakcji RNA Urzadzenie

Zestaw QIAGEN QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, QIAGEN QlAsymphony SP, nr

nr kat. 937055 kat. 9001297 (automatyzacja)
Zestaw Thermo Fisher Scientific MagMAX Viral/Pathogen |I System Thermo Fisher Scientific
Nucleic Acid Isolation Kit, Thermo Fisher, nr kat. A48383 KingFisher Flex Purification System,

nr kat. 5400630 (automatyzacja)

Tabela 4 zawiera opcje probki kontrolnej zawierajgcej materiat pochodzgcy od cztowieka

(ang. Human Specimen Control, HSC). Ta probka kontrolna to preparat ludzkigj linii komorkowej
wykorzystywany jako kontrola procedury ekstrakcji w celu wykazania pomysinego uzyskania
kwasu nukleinowego, a takze integralnosci odczynnikéw do ekstrakcji.

Tabela 4 Opcje prébki kontrolnej zawierajacej materiat pochodzacy od cztowieka (HSC) —
wymaganej, lecz niedostarczanej

Probka kontrolna Opis

zawierajgca materiat

pochodzacy od

cztowieka (HSC)

Human Specimen Wytwarzana i sprzedawana przez CDC.

Control (HSC), 10 fiolek x  Probka kontrolna HSC oferowana przez CDC zawiera niezakazny (poddany
500 pl, CDC, dziataniu beta-propiolaktonu) materiat z ludzkiej linii komodrkowej zawieszony
nr kat. KTO189 w 0,01 M buforze PBS 0 pH 7,2-7,4.
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Tabela 4 Opcje prébki kontrolnej zawierajacej materiat pochodzacy od cztowieka (HSC) —
wymaganej, lecz niedostarczanej

Probka kontrolna Opis
zawierajgca materiat
pochodzacy od

cztowieka (HSC)

Ujemny materiat z probki  Przygotowywany przez laboratorium.

pobranej od cztowieka Ten rodzaj probki kontrolnej zawierajgcej materiat pochodzacy od cztowieka
(HSC) to objetos¢ materiatu z prébki pobranej od cztowieka (np. ludzkiej
surowicy lub zebranych resztek ujemnych probek z uktadu oddechowego)
poddawana ekstrakgcji wraz z probkami klinicznymi w ramach kontroli
ekstrakcji. Ten materiat nalezy przygotowac¢ w objetosci wystarczajgcej do
wykorzystania w wielu seriach oznaczen. Materiat powinien zostac
przetestowany przed wykorzystaniem jako kontrola ekstrakcji w celu
potwierdzenia, ze daje wyniki oczekiwane dla probki HSC, wymienione
w niniejszej instrukcji uzycia.

Spreparowany materiat  Przygotowywany przez laboratorium.

Z prébki pobranej od Ten rodzaj probki kontrolnej zawierajgcej materiat pochodzacy od cztowieka

cztowieka (HSC) to spreparowane probki materiatu pochodzgcego od cztowieka
przygotowane poprzez zawieszenie dowolnej linii komorkowej (np. A549, Hela
lub 293) w PBS. Ten materiat nalezy przygotowac¢ w objetosci wystarczajacej
do wykorzystania w wielu seriach oznaczen. Materiat powinien zosta¢
przetestowany przed wykorzystaniem jako kontrola ekstrakcji w celu
potwierdzenia, ze daje wyniki oczekiwane dla probki kontrolnej zawierajgce;j
materiat pochodzacy od cztowieka (HSC), wymienione w niniejszej instrukcji
uzycia.

Tabela 5 i Tabela 6 zawierajg liste dodatkowych odczynnikéw, materiatow, wyposazenia
i urzadzen, ktore sg wymagane, lecz niedostarczane z zestawem SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit
firmy Agilent.

Tabela 5 Odczynniki i materialty wymagane, lecz niedostarczane

Odczynnik lub materiat Postaé
Woda klasy molekularnej niezawierajgca nukleazy Odczynnik
10% roztwor wybielacza (rozcienczenie 1:10 wybielacza zawierajgcego podchloryn Materiat

sodu o stezeniu 5,25-6%)
DNAZap, Ambion, nr kat. AM9890 lub rownowazny srodek odkazajacy Materiat
RNase AWAY, Fisher Scientific, nr kat. 21-236-21 lub réwnowazny srodek odkazajgcy Materiat

Jednorazowe, bezpudrowe rekawiczki i fartuchy laboratoryjne Materiat
Jatowe, niezawierajgce nukleazy koricowki do pipet z barierg aerozolowg Materiat
Probdéwki do mikrowiréwek 1,5 ml, niezawierajgce nukleazy Materiat
Probdéwki do mikrowirdwek 2 ml, niezawierajgce nukleazy Materiat
Ptytki z 96 dotkami, niezawierajgce nukleazy, 200 Materiat
Nalezy korzystac z ptytek kompatybilnych z wybranym systemem do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym

Paski 8 probowek, niezawierajgce nukleazy Materiat
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Tabela 5 Odczynniki i materialty wymagane, lecz niedostarczane

Odczynnik lub materiat Postac
Niezawierajgca nukleazy folia samoprzylepna do zamykania ptytek fub Materiat
paski z 8 optycznymi wieczkami do ptytek z 96 dotkami do reakcji PCR

Nalezy korzystac z folii lub wieczek kompatybilnych z wybranym systemem do reakcji PCR

W czasie rzeczywistym

Wktadka kompresyjna MicroAmp Optical Film Compression Pads, Thermo Fisher Materiat

Scientific, nr kat. 4312639*

* Wktadki kompresyjne sg wymagane tylko w sytuacji korzystania z folii samoprzylepnej do zamykania

ptytek oznaczanych w systemie AriaMx/AriaDx Real-Time PCR

Tabela 6 Wymagane, lecz niedostarczane urzadzenia, oprogramowanie i sprzet

Urzadzenie, oprogramowanie lub sprzet Posta¢

System do reakcji PCR w czasie rzeczywistym Urzadzenie

+ System Agilent AriaMx Real-Time PCR System (nr kat. G8830A) lub AriaDx z komputerem
Real-Time PCR System (nr kat. K8930AA) i oprogramo-
Oprogramowanie: Oprogramowanie Aria w wersji 1.71 lub 1.8 oraz waniem

oprogramowanie Electronic Tracking Software (dotagczone do systemu o numerze
katalogowym K8930AA lub dostepne oddzielnie pod numerem katalogowym
G5380AA)

+ Urzadzenie ABI 7500 Fast Real Time PCR z laptopem (nr kat. 4351106) lub
komputerem stacjonarnym (nr kat. 4351107)

Oprogramowanie: Oprogramowanie 7500 w wersji 2.3 oraz oprogramowanie
Design & Analysis w wersji 2.4.3

+ System Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (nr kat. 1855195)
lub system CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System with Starter Package
(nr kat. 1855196)

Oprogramowanie: Oprogramowanie CFX Maestro 2.0 w wersji 4.1.2 (dotgczone
do systemu o numerze katalogowym 1855196 lub dostepne oddzielnie pod
numerem katalogowym 12004110)

Oprogramowanie do wyswietlania danych wyeksportowanych z oprogramowania do
reakcji PCR w czasie rzeczywistym, np. Microsoft Excel

Worteks

Mikrowirdwka

Wiréwka do ptytek z 96 dotkami

Mikropipety P10, P20, P200 i P1000

Pipety wielokanatowe (5-50 pl)

Statywy na probdéwki mikrowiréwkowe

Dwa (2) chtodzone statywy na ptytki z 96 dotkami

Pojemnik na I6d

Oprogramowanie

Sprzet
Sprzet
Sprzet
Sprzet
Sprzet
Sprzet
Sprzet
Sprzet

Instrukcja uzycia — zestaw SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Srodki ostroznosci dotyczace bezpieczenstwa

1 Test SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent powinien by¢ wykonywany przez
wykwalifikowany i przeszkolony personel w celu unikniecia ryzyka uzyskania btednych
wynikow. Probki pacjentow oraz probki kontrolne nalezy przygotowywac w oddzielnych
obszarach w celu unikniecia fatszywie dodatnich wynikow.

2 Test zostat dopuszczony wytgcznie do wykrywania kwasu nukleinowego wirusa SARS-CoV-2,
a nie pochodzgcego z innych wiruséw lub czynnikéw chorobotwdrczych.

3 Nalezy uwaznie przeczytac catg instrukcje uzycia.

4 Probki od pacjentéw i prébki kontrolne powinny by¢ zawsze traktowane jak zakazne i (Iub)
stanowigce zagrozenie biologiczne zgodnie z procedurami bezpieczenistwa obowigzujgcymi
w laboratorium. Nalezy zapoznac¢ sie z dokumentem Interim Laboratory Biosafety Guidelines
for Handling and Processing Specimens Associated with 2019-nCoV.
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/lab/lab-biosafety-guidelines.html

5 Nalezy przestrzegac niezbednych srodkéw ostroznosci podczas pracy z probkami. Nalezy
stosowacé srodki ochrony osobistej (PPE) zgodnie z aktualnymi wytycznymi dotyczacymi
postepowania z potencjalnie zakaznymi prébkami. Jesli dojdzie do rozlania, natychmiast
zdezynfekowac.

6 Probki moga by¢ zakazne. Podczas wykonywania tego oznaczenia nalezy stosowac ogolne
srodki ostroznosci. Wiasciwe metody postepowania i utylizacji powinny zostac ustalone przez
kierownika laboratorium. Tylko personel odpowiednio przeszkolony w zakresie obchodzenia
sie z materiatami zakaznymi powinien by¢ dopuszczony do wykonywania tej procedury
diagnostycznej.

7 Jesli podejrzewa sie zakazenie wirusem 2019-nCoV na podstawie aktualnych klinicznych
kryteriow przesiewowych zalecanych przez organy ds. zdrowia publicznego, probki powinny
by¢ pobierane z zastosowaniem odpowiednich srodkow ostroznosci w zakresie kontroli
zakazen.

8 Nalezy korzystac¢ wytacznie z dostarczonego lub wskazanego jednorazowego sprzetu
laboratoryjnego.

9 Zawsze uzywac koncowek do pipet z barierg aerozolowg. Uzywane koncowki muszg by¢
jatowe i wolne od DNaz oraz RNaz.
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10 Testy oparte na metodzie PCR sg wrazliwe na przypadkowe wprowadzenie produktow
amplifikacji z poprzednich reakcji PCR. Jakiekolwiek zanieczyszczenie probek testowych lub
odczynnikow moze skutkowac uzyskaniem nieprawidtowego wyniku. Przebieg pracy
w laboratorium musi mie¢ charakter jednokierunkowy. Aby zapobiec zanieczyszczeniu probek
produktem PCR, podczas catej procedury nalezy stosowac nastepujgce najlepsze praktyki:

Wyznaczy¢ oddzielne stanowiska pracy dla czynnosci przed reakcjg PCR i po reakcji PCR
oraz korzystac¢ z odpowiednich materiatéw i odczynnikow w kazdym obszarze. Szczegdlng
ostroznosc nalezy zachowac, aby nigdy nie korzystac¢ z materiatow z obszaru dla czynnosci
po reakcji PCR w obszarach wyznaczonych dla czynnosci przed reakcjg PCR. Do
dozowania roztworéw przeznaczonych do stosowania przed reakcjg PCR nalezy zawsze
korzystac z pipet przeznaczonych do czynnosci przed reakcjg PCR z niezawierajgcymi
nukleazy koncowkami z barierg aerozolowa.

Miejsca pracy nalezy utrzymywac w czystosci. Powierzchnie w obszarach wyznaczonych
dla czynnosci przed reakcjg PCR nalezy czysci¢ codziennie oraz pomiedzy poszczegolnymi
oznaczeniami 10% roztworem wybielacza i (lub) produktami, takimi jak DNAZap lub RNase
AWAY. Pozostatosci wybielacza nalezy usung¢ 70% etanolem.

Nalezy nosi¢ czysty fartuch laboratoryjny i czyste, bezpudrowe rekawiczki. Stosowac
zasady dobrej higieny laboratoryjnej, w tym zmieniac rekawiczki po kontakcie z kazdg
potencjalnie zanieczyszczong powierzchnia.

Po kazdym recznym przeniesieniu cieczy nalezy zmieni¢ koncowke pipety z barierg
aerozolowa.

Podczas ekstrakcji kwasu nukleinowego z prébek nalezy stosowac¢ odpowiednig technike
aseptyczng, aby zminimalizowac ryzyko zanieczyszczenia krzyzowego miedzy probkami
i unikng¢ niezamierzonego wprowadzenia nukleaz do prébek.

Gdy to tylko mozliwe, probowki z odczynnikami i probowki reakcyjne powinny byc¢
zakrecone lub przykryte.

11 Nie jes¢, nie pi¢, nie pali¢, nie stosowac produktow kosmetycznych w obszarze pracy.

12 Modyfikacje odczynnikow oznaczenia, protokotu oznaczenia lub oprzyrzgdowania sg
niedozwolone.

13 Sposob przechowywania odczynnikow i obchodzenia sie z nimi przedstawia Tabela 2 na
stronie 11 oraz czes¢ ,Przechowywanie i spos6b postepowania” na stronie 17.

14 Nie uzywac zestawu po uptywie wskazanej daty waznosci.
15 Utylizowac odpady zgodnie z przepisami lokalnymi, stanowymi i federalnymi.
16 Karty charakterystyki sg dostepne na stronie www.agilent.com.

17 Na urzgdzeniu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym nie nalezy uzywac¢ materiatow, ktére
moga zawierac tiocyjanian guanidyny lub guanidyne. W potgczeniu z podchlorynem sodu
(wybielaczem) moga powstawaé wysoce reaktywne i (lub) toksyczne zwigzki.

18 Wyniki dodatnie wskazujg na obecnos¢ RNA wirusa SARS-CoV-2.
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Przechowywanie i sposéb postepowania

Opakowanie produktu

Po otrzymaniu zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent nalezy doktadnie sprawdzi¢
opakowanie pod kgtem widocznych uszkodzen. W przypadku stwierdzenia uszkodzenia
opakowania produktu nalezy sie skontaktowac z dziatem pomocy technicznej

firmy Agilent.

Przechowywanie i stabilnos¢ odczynnikéw oraz sposob obchodzenia
sie z nimi
Przed uzyciem nalezy zawsze sprawdzi¢ date waznosci. Nie uzywac przeterminowanych
odczynnikow.
+ Chroni¢ sondy fluorescencyjne przed dziataniem swiatta.
+ Startery, sondy (w tym porcje) oraz mieszanine master mix z enzymem nalezy rozmrozic¢
i trzymac na lodzie lub chtodzonym statywie przez caty czas podczas przygotowywania
i stosowania.
Probki kontrolne nalezy rozmrozi¢ i trzymac na lodzie lub chtodzonym statywie przez caty
czas podczas przygotowywania i stosowania.

+ Temperatury przechowywania odczynnikow zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy
Agilent zawiera Tabela 2 na stronie 11.

Pobieranie i obchodzenie si¢ z prébkami oraz ich przechowywanie

Nieodpowiednie lub niewtasciwe pobieranie, przechowywanie i transport prébek moze prowadzic¢
do uzyskania fatszywych wynikéw testu. Zdecydowanie zaleca sie przeprowadzenie szkolenia

w zakresie pobierania probek ze wzgledu na znaczenie jakosci probek. Odpowiednie zrédto
informacji stanowi norma CLSI MM13-A.

Pobieranie probek
Nalezy sie zapozna¢ z dokumentem Interim Guidelines for Collecting, Handling, and

Testing Clinical Specimens from Patients Under Investigation (PUls) for 2019 Novel

Coronavirus (2019-nCoV)
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-nCoV/lab/guidelines-clinical-specimens.html.

Nalezy postepowac zgodnie z instrukcjami producenta przyrzadu do pobierania probek,
dotyczgcymi wiasciwych metod pobierania.

Transportowanie probek

Materiat kliniczny pobrany od pacjenta umieszczany jest w odpowiednim systemie
transportowym. W przypadku zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent obejmuje
to probki z jamy nosowo-gardtowej w podtozu transportowym do przenoszenia wirusow
(VTM), uniwersalnym podtozu transportowym (UTM), soli fizjologicznej, podfozu Liquid
Amies lub podfozu do transportu probek (STM).
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SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent K1180A
Instrukcja uzycia

3 Instrukcja ekstrakcji kwasow nukleinowych

Ekstrakcja kwasow nukleinowych 19

W niniejszym rozdziale zamieszczono instrukcje dotyczgce ekstrakcji RNA z badanych probek
klinicznych oraz prébki kontrolnej zawierajgcej materiat pochodzacy od cztowieka (ang. Human

Specimen Control, HSC).

Agilent
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Ekstrakcja kwasow nukleinowych

Wydajnosc¢ zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent jest uzalezniona od ilosci oraz
jakosci matrycy RNA oczyszczonej z probek pobranych od ludzi. Ponizej wymieniono dostepne

w handlu zestawy do izolacji RNA oraz procedury, ktore zostaty zakwalifikowane i zweryfikowane

pod katem odzysku i czystosci RNA do uzycia z zestawem.

Do ekstrakcji prébek nalezy stosowac procedury zalecane przez producenta (z wyjatkiem
przypadkow wymienionych w ponizszych zaleceniach). Probka kontrolna zawierajgca materiat
pochodzacy od cztowieka (HSC) musi zostac¢ uwzgledniona w kazdej serii ekstrakgiji.

Zestaw QIAGEN QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit, protokét automatyzaciji
Zalecenie: uzy¢ 140 ul prébki i przeprowadzi¢ elucje z zastosowaniem 60 pl buforu.
Zestaw MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit, protoké6t automatyzaciji

Zalecenie: uzy¢ 200 ul prébki i przeprowadzic¢ elucje z zastosowaniem 50 ul buforu.

Instrukcja uzycia — zestaw SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent K1180A
Instrukcja uzycia

4 Instrukcje przygotowywania reakcji gqRT-PCR

Konfigurowanie doswiadczenia gRT-PCR i systemu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym 21
Przygotowywanie reakcji gRT-PCR 41

W niniejszym rozdziale znajdujg sie instrukcje przygotowywania ilosciowej reakcji PCR
z odwrotng transkrypcjg (QRT-PCR) w celu badania prébek pacjentéw i prébek kontrolnych.

Agilent
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Konfigurowanie doswiadczenia qRT-PCR i systemu do reakcji PCR
W czasie rzeczywistym

Przed przygotowaniem ptytki reakcyjnej do reakcji gRT-PCR nalezy skonfigurowa¢ doswiadczenie
w systemie do reakcji PCR w czasie rzeczywistym, tak aby urzgadzenie byto gotowe do
uruchomienia, gdy tylko ptytka reakcyjna zostanie przygotowana.

Nalezy przestrzegac¢ instrukcji dotgczonych do danego systemu do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.

System Agilent AriaMx/AriaDx Real-Time PCR System

Jesli uzytkownik nie dysponuje plikiem szablonu z odpowiednimi ustawieniami, powinien sie
zapoznac z czescig ,Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia AriaMx/AriaDx (wymagane,
jesli szablon nie zostat jeszcze utworzony)” na stronie 22.

Jesli uzytkownik dysponuje plikiem szablonu, powinien sie zapoznac z czescig ,Tworzenie
doswiadczenia AriaMx/AriaDx na podstawie zapisanego szablonu” na stronie 27.

Wigcz zasilanie urzgdzenia AriaMx lub AriaDx co najmniej na 3 godziny przed
uzyciem. Urzadzenie moze by¢ przez caty czas wigczone, tak aby zawsze byto
gotowe do uzycia.

Zgodnie ze specyfikacjg urzadzenia warunki pracy to temperatura 20—-30°C,
wilgotnos¢ 20-80% i wysokosc¢ nad poziomem morza <2000 m.

Urzadzenie ABI 7500 Fast Real Time PCR

Jesli uzytkownik nie dysponuje plikiem szablonu z odpowiednimi ustawieniami, powinien sie
zapoznac z czescig ,Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia ABI 7500 Fast (wymagane,
jesli szablon nie zostat jeszcze utworzony)” na stronie 27.

Jesli uzytkownik dysponuje plikiem szablonu, powinien sie zapoznac z czescig , Tworzenie
doswiadczenia ABI 7500 Fast na podstawie zapisanego szablonu” na stronie 33.

System Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System

Jesli uzytkownik nie dysponuje zapisanym protokotem i plikami ptytek z odpowiednimi
ustawieniami, powinien sie zapoznac z czescig , Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia
Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR (wymagane, jesli nie utworzono jeszcze zapisanego
protokotu i plikéw ptytki)” na stronie 34.

Jesli uzytkownik dysponuje zapisanym protokotem i plikami ptytek, powinien zapoznac sie
z czescig , Tworzenie doswiadczenia Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR z uzyciem
zapisanego protokotu i plikow ptytki” na stronie 40.
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Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia AriaMx/AriaDx (wymagane,

jesli szablon nie zostat jeszcze utworzony)

Jesli uzytkownik dysponuje juz szablonem dla doswiadczenia, powinien przejs¢ do czesci
»~Tworzenie doswiadczenia AriaMx/AriaDx na podstawie zapisanego szablonu” na stronie 27.

Etap 1. Utworzenie doswiadczenia

1 Z poziomu komputera potgczonego z urzgdzeniem otwdrz oprogramowanie Aria na ekranie

Getting Started.

2 Kliknij opcje Experiment Types pod opcjg New Experiment, jesli nie zostata jeszcze wybrana.
3 Na srodku ekranu wybierz opcje Quantitative PCR, Fluorescence Probe (zob. Rycina 2).

Getting Started Experiment Types
- s New Lo
* Experiment Quantitative PCR
_ﬂ DMA Binding Dye
Experiment Types Including Standard Melt
My Templates
From LIMS file...
Allele Discrimination
éL DMA Binding Dye
; New Including High Resolution Melt
— Project
Multiple
Experiment Analysis
'-III Comparative Quantitation
=% Saved
Recently Opened Experiment Name |Experiment 1

Browse...

Quantitative PCR
Fluorescence Probe

Allele Discrimination
Fluorescence Probe

User Defined

Create

Rycina2 Ekran rozpoczecia pracy w oprogramowaniu Aria — wybrana opcja Quantitative PCR, Fluorescence

Probe

4 Wpisz nazwe doswiadczenia w polu Experiment Name i kliknij opcje Create.

Nowe doswiadczenie zostanie otwarte na ekranie Plate Setup. DomysInie zaznaczone s3

wszystkie dotki na mapie ptytki.

Zaznaczenie wszystkich 96 dotkdw jest prawidtowe, jesli wszystkie dotki na ptytce zostang
uwzglednione w reakcji gRT-PCR. Jesli ktdrys dotek na ptytce bedzie pusty, nalezy odznaczy¢

go na tym etapie.
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Etap 2. Przypisanie rodzajow i nazw dotkéw

5 W panelu Properties po prawej stronie ekranu rozwin liste rozwijang Well type i wybierz opcje

Unknown.

Wszystkie dotki na mapie ptytki zostang oznaczone jako Unknown.

a

b
opcje NTC.

Przypisz dotkowi A12 rodzaj prébki kontrolnej niezawierajgcej matrycy (NTC).
Kliknij dotek A12 na mapie ptytki w celu wybrania pojedynczego dotka.

W panelu Properties po prawej stronie ekranu rozwin liste rozwijang Well type i wybierz

Dotek A12 zostanie oznaczony na mapie ptytki jako NTC, natomiast wszystkie pozostate
nadal bedg miaty przypisany rodzaj Unknown.

Ponownie zaznacz wszystkie dotki na mapie ptytki.

Klikniecie pola wyboru w lewym gérnym rogu mapy ptytki spowoduje zaznaczenie wszystkich

dotkow.

Konfiguracja ptytki bedzie wygladata w sposéb, ktéry przedstawia Rycina 3.
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Rycina3 Przypisanie rodzajow dotkéw na ekranie konfiguracji ptytki oprogramowania Aria
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8 Przypisz nazwy dotkow do dotkdw kontrolnych i, jesli to wskazane, do dotkdw przeznaczonych
na badane probki. Nazwy dotkow, ktore nalezy przypisac¢ dotkom kontrolnym, zawiera
Tabela 7. Nazwy dotkdw mozna przypisac recznie lub zaimportowac z arkusza Excel bgdz
pliku tekstowego z danymi rozdzielonymi przecinkami, w ktérym znajduja sie identyfikatory
dotkéw wraz z nazwami dotkow, ktore majg zostac przypisane.

Aby przypisac¢ nazwy dotkdw recznie, zmien ustawienie Show z opcji Type na Name.
Wybierz dotek/dotki na ptytce, a nastepnie wpisz nazwe dla wybranego dotka/wybranych
dotkéw w polu Well Name.

Aby przypisa¢ nazwy dotkow z pliku Excel lub pliku tekstowego, kliknij prawym przyciskiem
myszy mape ptytki i wybierz opcje Import Well Name. W wyswietlonym oknie dialogowym
wybierz plik Excel lub plik tekstowy. Informacje na temat wymogow formatowania plikow
mozna znalez¢ w pomocy systemowej oprogramowania Aria.

Tabela7 Nazwy dotkéw przypisywane dotkom kontrolnym

Identyfikator dotka Nazwa dotka
A12 NTC

B12 HSC*

H12 Pos

* Jesli na ptytce uzywana bedzie wiecej niz jedna probka kontrolna zawierajgca materiat pochodzgcy od
cztowieka, nalezy skorzystac¢ z dodatkowych dotkdw w kolumnie 12 na potrzeby tych reakcji i odpowiednio
nazwac dotki (np. HSC1, HSC2 itp.).

Etap 3. Przypisanie barwnikéw i elementéw docelowych
9 W panelu Properties pod opcjg Add Dyes zaznacz pola wyboru dla barwnikow FAM, HEX i Cy5.

We wszystkich dotkach na mapie ptytki pojawig sie oznaczone kolorystycznie kropki dla
kazdego z zaznaczonych barwnikow.

10 Z listy rozwijanej Reference Dye wybierz opcje ROX.

We wszystkich dotkach na mapie ptytki pojawi sie oznaczona kolorystycznie kropka z literg ,R".
11 Kliknij grot strzatki [ obok opcji Targets.
12 W wyswietlonych polach Target Name wpisz nazwy elementéw docelowych zgodnie

z informacjami, ktére przedstawia Rycina 4.

Add Dyes Targets q
Use [ye Mame Target Name

Dm_=M e
2 o)
D w
Qe+
ac—
O oss_+]

Reference Dye RO -

© O 00O

Rycina4 Przypisanie barwnikow i elementow docelowych na ekranie konfiguracji ptytki
oprogramowania Aria
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Etap 4. Konfiguracja profilu termicznego
13 Po lewej stronie ekranu, pod opcjg Set Up kliknij opcje Thermal Profile.
Zostanie otwarty ekran Thermal Profile wyswietlajgcy domysiny profil termiczny.

14 Dodaj segment RT do poczatku programu cykli reakcji.

a Ustaw kursor nad segmentem Hot Start na wyswietlaczu. Kliknij ikone + (ktérg przedstawia
Rycina 5) widoczng po lewej stronie segmentu Hot Start.

[ vorsant JI  amplication |
100 - 03:00 00:05
95°C 95°C
80 -
o
\"u’ 00:10
2 60- 60°C
o
g Q
5
F 40 -
20 -
' v

Rycina5 Dodanie nowego segmentu na ekranie profilu termicznego oprogramowania Aria

Program otworzy okno dla nowego segmentu z listg dostepnych rodzajow segmentow.
b W oknie segmentu kliknij opcje RT.

Profil termiczny bedzie wygladat w sposéb, ktéry przedstawia Rycina 6.
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Rycina 6  Profil termiczny na ekranie profilu termicznego oprogramowania Aria

15 Upewnij sie, ze profil termiczny wyswietlany na ekranie odpowiada programowi cykli
termicznych, ktory przedstawia Tabela 8.

Tabela 8 Program cykli termicznych dla systemu AriaMx/AriaDx Real-Time PCR System

Numer segmentu Liczba cykli Czas trwania Temperatura
1 1 10 minut 50°C
2 1 3 minuty 95°C
3 40 5 sekund 95°C
10 sekund 60°C

Etap 5. Zapisanie doswiadczenia jako szablon

16 Kliknij kolejno opcje File > Save As Template.

Zostanie otwarte okno dialogowe Save As. Ustawiony rodzaj pliku to AriaMx Template Files
(rozszerzenie pliku amxt) lub AriaDx Template Files (rozszerzenie pliku adxt).

17 Wybierz folder dla nowego szablonu.

18 W polu File name wpisz Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.

19 Kliknij opcje Save.
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Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program zapisze nowy plik szablonu we wskazanym
folderze.

W przysztych oznaczeniach nalezy korzystac z zapisanego szablonu w celu tworzenia
i konfigurowania doswiadczenia gRT-PCR w sposéb opisany w czesci ,Tworzenie
doswiadczenia AriaMx/AriaDx na podstawie zapisanego szablonu”.

Na tym etapie nalezy bezposrednio przejs¢ do czesci ,Przygotowywanie reakcji qRT-PCR” na
stronie 41.

Tworzenie doswiadczenia AriaMx/AriaDx na podstawie zapisanego
szablonu
Jesli szablon doswiadczenia z niezbedng konfiguracjg ptytki oraz profilem termicznym nie zostat

utworzony, nalezy zapoznac sie z czescig , Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia
AriaMx/AriaDx (wymagane, jesli szablon nie zostat jeszcze utworzony)” na stronie 22.

1 Z poziomu komputera potgczonego z urzgdzeniem otworz oprogramowanie Aria na ekranie
Getting Started.

2 Pod opcjg New Experiment kliknij opcje My Templates.
3 W polu Experiment Name wpisz nazwe nowego doswiadczenia.
4 Wybierz szablon Agilent SARS-CoV-2 gRT-PCR i utwdrz doswiadczenie.

Jesli szablon znajduje sie w folderze domysinym, kliknij bezposrednio szablon, aby go
zaznaczyc¢, a nastepnie kliknij opcje Create (lub kliknij dwukrotnie szablon). Program
utworzy nowe doswiadczenie i otworzy je na ekranie Plate Setup.

Jesli szablon nie znajduje sie w aktualnie wybranym folderze, kliknij ikone Browse to
Template (przedstawiong ponizej), aby otworzy¢ okno przegladarki. Przejdz do folderu
zawierajgcego plik szablonu Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR. Wybierz plik i kliknij opcje
Open. Program utworzy nowe doswiadczenie i otworzy je na ekranie Plate Setup.

H

Na tym etapie nalezy bezposrednio przejs¢ do czesci ,Przygotowywanie reakcji qRT-PCR” na
stronie 417.

Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia ABI 7500 Fast (wymagane,
jesli szablon nie zostat jeszcze utworzony)

Jesli uzytkownik dysponuje juz szablonem dla doswiadczenia, powinien przejs¢ do czesci
»~Tworzenie doswiadczenia ABI 7500 Fast na podstawie zapisanego szablonu” na stronie 33.
Etap 1. Utworzenie doswiadczenia

1 Wigcz urzadzenie ABI 7500 Fast.
2 7 poziomu komputera potgczonego z urzadzeniem otworz aplikacje 7500 System Software.
3 Na ekranie gtownym pod opcjg Set Up kliknij opcje Advanced Setup.

Zostanie wyswietlony ekran Experiment.
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4 W obszarze Experiment Menu po lewej stronie ekranu, pod opcjg Setup kliknij opcje
Experiment Properties, jesli nie zostata jeszcze wybrana.

Na srodku ekranu zostang wyswietlone ustawienia dla opcji Experiment Properties.

5 Udziel odpowiedzi na pytania wyswietlane na ekranie, korzystajgc z opcji wyboru i wpiséw,
ktére przedstawia Tabela 9.

Tabela9 Ustawienia wlasciwosci doswiadczenia

Pytanie Opcja wyboru/wpis
How do you want to identify this experiment? (Jak chcesz + Experiment Name (Nazwa
zidentyfikowaé to doswiadczenie?) dos$wiadczenia): wpisz niepowtarzalng

nazwe dla doswiadczenia

+ Barcode (Kod kreskowy): pozostaw to
pole puste

+ User Name (Nazwa uzytkownika):
wpisz swoje hazwisko

« Comments (Komentarze): wpisz
pozadane komentarze lub pozostaw
to pole puste

Which instrument are you using to run the experiment? 7500 Fast (96 Wells)
(Z jakiego urzadzenia bedziesz korzystac¢ w celu
przeprowadzenia doswiadczenia?)

What type of experiment do you want to set up? (Jakirodzaj  Quantitation — Standard Curve

doswiadczenia chcesz skonfigurowac?) (Oznaczenie ilosciowe — krzywa
standardowa)
Which reagents do you want to use to detect the target TagMan® Reagents (Odczynniki

sequence? (Jakie odczynniki chcesz wykorzysta¢ do wykrycia TagMan®)
sekwencji docelowej?)

Which ramp speed to you want to use in the instrument run?  Fast (Szybka)
(Jaka predkos¢ narastania chcesz wykorzystac¢ w serii
oznaczenia w urzadzeniu?)

Etap 2. Zdefiniowanie elementéw docelowych i prébek

6 W obszarze Experiment Menu po lewej stronie ekranu, pod opcjg Setup kliknij opcje Plate
Setup. Upewnij sig, ze u gory wybrana jest karta Define Targets and Samples.

Na srodku ekranu sg wyswietlane narzedzia do definiowania elementéw docelowych i probek.

7 W tabeli Define Targets utworz elementy docelowe N1, N2 i RP (zob. Rycina 7). Kliknij opcje
Add New Target, aby w razie potrzeby doda¢ wiersz do tabeli.

Dla opcji Quencher wybierz ustawienie NFQ-MGB dla wszystkich elementéw docelowych.
Dla opcji Color uzyj ustawienia domyslnego lub wybierz pozgdany kolor.
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Define Targets

| Add Mew Target | Add Saved Target | Save Target | Delete Target ‘ |

Target Mame Reporter Quencher Color

N1 | [Fam ~ INFQ-MGB ~ v
N2 |lvic ~ [NFQ-MGB v v
RP ||cys  [NFQ-MGE v v

Rycina7 Definiowanie elementéw docelowych na ekranie konfiguracji ptytki oprogramowania 7500
8 W tabeli Define Samples utwdrz nazwy probek (zob. Rycina 8). Kliknij opcje Add New Sample,
aby w razie potrzeby dodac wiersz do tabeli.

Trzy probki to prébka kontrolna zawierajgca materiat pochodzacy od cztowieka (HSC), probka
kontrolna niezawierajgca matrycy (NTC) oraz dodatnia probka kontrolna (Pos) zawierajgca
kontrole dodatnig SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control. Nalezy pamietac, ze prébkom
badanym nie sg przypisywane nazwy.

Dla opcji Color uzyj ustawienia domysinego lub wybierz pozgdany kolor.

Define Samples

| Add Mew Sample | Add Saved Sample | Save Sample | Delete Sample | |

sample Name Color
HsC | v
INTC | v
os | .

Rycina 8 Definiowanie prébek na ekranie konfiguracji ptytki oprogramowania 7500

Etap 3. Przypisanie elementéw docelowych i zadan

9 KIliknij znajdujaca sie u gory ekranu karte Assign Targets and Samples. Upewnij sie,
ze wybrana jest karta View Plate Layout.
Na ekranie zostanie wyswietlona mapa ptytki z 96 dotkami.

10 Zaznacz wszystkie 96 dotkdw na mapie ptytki.

Wybrane dotki sg wyréznione kolorem niebieskim i majg biaty owal w srodku.

Zaznaczenie wszystkich 96 dotkdw jest prawidtowe, jesli wszystkie dotki na ptytce zostang
uwzglednione w reakcji gRT-PCR. Jesli ktdrys dotek na ptytce bedzie pusty, nalezy odznaczy¢
go na tym etapie

11 W tabeli pod opcjg Assign target(s) to the selected wells zaznacz wszystkie trzy pola wyboru
w kolumnie Assign, aby wskazac¢, ze wszystkie trzy elementy docelowe bedg monitorowane
i raportowane we wszystkich dotkach. Upewnij sie, ze w kolumnie Task zaznaczona jest litera
,U" dla wszystkich trzech elementéw docelowych. Zob. Rycina 9.
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Na mapie ptytki wyswietlany jest symbol dla kazdego elementu docelowego we wszystkich

96 dotkach.
Assign target(s) to the selected wells.
Assign Target Task Cuantity

N1 | E L
N2 s i
RP w s s

Rycina9 Przypisywanie elementéw docelowych w karcie widoku ptytki oprogramowania
7500

12 Zmien przypisane zadanie dla probki kontrolnej niezawierajgcej matrycy.
a Zaznacz dotek A12 na mapie ptytki.

b W tabeli pod opcjg Assign target(s) to the selected wells zmiery wybdr w kolumnie Task na
,N" dla wszystkich trzech elementow docelowych. Upewnij sie, ze pola wyboru w kolumnie
Assign pozostajg zaznaczone.

Mapa ptytki bedzie wyglagdata w sposdb, ktory przedstawia Rycina 10.

I 1 2 3 4 i} 5} 7 8 ] 10 11 12
(11 ma [ w [0 wa [ [ [ wa [ w [ wa [ [T [ wa [l na
A ([ vz 2 [ n2 [ n2 I3 [ vz [ n2 [ n2 [ n2 I3 [ vz w2
I re Mre Mre Mee Mee Mee Mre Mre Mee Mee Mee [lre
LT [Mme [ ne [ w1 [ w1 [N w1 [ N [ na w1 [ [N
B ([ n2 [ n2 [ »2 [ n2 [ »z [ vz [ n2 [ »2 [ n2 I »2 [ vz I n2
M re Mere Mere Mee Mee Mee Mre Mre Mee Mee Mee Mere
[ ma [ w1 [N [ wa [ we [ w1 w1 [ na [N [Mna [ [ ne
C ([ vz [ nz [ n2 [ n2 [ nz [ nz [ nz [ n2 [ n2 [ nz [ nz [ nz
[ N1 [N [N [N [Mne [Mna [N [N [N [Mne [Mna [N
D ([ n2 [ n2 [0 n2 [ n2 [ nz [ vz [ n2 [0 n2 [ n2 [ nz [ vz [ n2
M re Mere Mre Mee Mee Mee Mre Mre Mee Mee Mee M re
[ N1 [n [ na [Mn1 [Mw [N [Mn [na [Mn1 [Mw [N [ n
E |[@nz [ vz [ vz [ nz | n=z | nz2 [ vz [ vz [ nz | n=z | nz2 [ vz
M re Mere Mre Mee Mee Mee Mre Mre Mee Mee Mee Mre
[ e [Mn [T ne I [T w1 [N [N [N [N [N e w1
F [ w2 [ vz [ vz [ w2 [ nz2 [ nz2 [ vz [ vz [ w2 [ nz2 [ nz2 [ vz
M re Mre Mere Mee Mee Mee Mre Mre Mee Mee Mee Mere
[ N1 [Mma [0 wa [ na [ w1 [N [N I [T [N [Mna LT [N
G ([ n2 2 [ n2 [ n2 I3 [ vz [ n2 [ n2 [ n2 I3 [ vz I n2
I re Mre Mre Mee Mee Mee Mre Mre Mee Mee Mee Mere
LT [Mme [ ne [ w1 [ w1 [N w1 [ N [ na w1 [ [N
H ([ vz [ n2 [ »2 [ n2 [ »z [ vz [ n2 [ »2 [ n2 I »2 [ vz I n2
M re Mere Mere Mee Mee Mee Mre Mre Mee Mee Mee Mere

Rycina 10 Mapa ptytki na ekranie konfiguracji ptytki systemu 7500
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Etap 4. Przypisanie prébek kontrolnych

13 Przypisz probke kontrolng niezawierajgcg matrycy do dotka A12.
a Wybierz dotek A12 na mapie ptytki.
b W tabeli pod opcjg Assign sample(s) to the selected wells zaznacz opcje NTC.

Nazwa probki NTC zostanie wyswietlona w wybranym dotku.
14 Przypisz probke kontrolng zawierajgcg materiat pochodzacy od cztowieka do dotka B12.
a Wybierz dotek B12 na mapie ptytki.
Jesli na ptytce musi zostac¢ uwzgledniona wiecej niz jedna probka kontrolna zawierajgca

materiat pochodzgcy od cztowieka, wybierz wymagang liczbe dodatkowych dotkow
w kolumnie 12 na mapie ptytki.

b W tabeli pod opcjg Assign sample(s) to the selected wells zaznacz opcje HSC.

Nazwa probki HSC zostanie wyswietlona w wybranym dotku/wybranych dotkach.
15 Przypisz dodatnig probke kontrolng SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control do dotka H12.
a Wybierz dotek H12 na mapie ptytki.
b W tabeli pod opcjg Assign sample(s) to the selected wells zaznacz opcje Pos.

Nazwa probki Pos zostanie wyswietlona w wybranym dotku.

Etap 5. Przypisanie barwnika referencyjnego

16 W tabeli pod opcjg Select the dye to use as the passive reference wybierz opcje ROX.

Etap 6. Konfigurowanie sposobu przebiegu reakcji

17 W obszarze Experiment Menu po lewej stronie ekranu, pod opcjg Setup kliknij opcje Run
Method. Kliknij karte Tabular View znajdujgca sie u gory.

Na srodku ekranu zostang wyswietlone narzedzia do definiowania objetosci reakc;ji i profilu
termicznego.

18 Sprawdz, czy w polu Reaction Volume Per Well ustawiono wartosc¢ 20 pl. Jesli nie, wpisz
w polu wartosc¢ 20.

19 Dostosu;j profil termiczny, tak aby odpowiadat profilowi, ktéry przedstawia Rycina 11.
Podsumowanie ustawien zawiera réwniez Tabela 10.

Jesli konieczne jest dodanie nowego etapu wstrzymania na poczatku profilu termicznego dla
etapu odwrotnej transkrypcji w temperaturze 50°C, wykonaj ponizsze czynnosci.

a Woybierz etap znajdujacy sie na lewym skrajnym brzegu ilustracji profilu termicznego.
b Kliknij kolejno opcje Add Stage > Holding.

Nowy etap wstrzymania zostanie dodany na poczatku profilu termicznego. Dostosuj
temperature i czas trwania, tak aby odpowiadaty tym, ktére przedstawia Rycina 11.
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Ramp Rate (%)
Temperature { *C):

Time:

AutoDelta Temp;

AutoDelta Time:

Collect Data on Ramp;

Collect Data on Hold:

Rycina 11 Profil termiczny na ekranie sposobu przebiegu reakcji oprogramowania 7500

Holding Stage

Holding Stage

Cycling Stage

Mumber of Cycles: 40 =

[] Enable AutoDelta

=

Starting Cycle: |2 =

100.0

&

10:00 |

100.0

95.0

L3

4

L3

4

03:00 =

100.0

95.0

00:05 =

-

Step 1

Step 1

Step 1

100.0

60.0

-

00:30 |2

Step 2

Tabela 10 Ustawienia profilu termicznego dla urzadzenia 7500 Fast Real Time PCR

Instrument
Numer segmentu Liczba cykli Czas trwania Temperatura
1 10 minut 50°C
2 3 minuty 95°C
3 5 sekund 95°C
30 sekund 60°C

Etap 7. Zapisanie doswiadczenia

20 Kliknij grot strzatki skierowany w dot, znajdujacy sie obok przycisku Save u gory ekranu,
aby rozwing¢ menu z opcjami zapisu.

21 Wybierz z menu opcje Save As.

Zostanie otwarte okno dialogowe Save As.

22 Wybierz folder dla pliku nowego doswiadczenia.

23 W polu File name wpisz nazwe doswiadczenia.

24 Upewnij sie, ze wybrano rodzaj pliku Experiment Document Single files (*.eds).

25 Kliknij opcje Save.

Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program zapisze plik doswiadczenia we wskazanym

folderze.
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Etap 8. Zapisanie doswiadczenia jako szablonu w celu wykorzystania w przysztosci

26 Kliknij grot strzatki skierowany w dot, znajdujgcy sie obok przycisku Save, aby rozwing¢ menu
Z opcjami zapisu.

27 Wybierz z menu opcje Save As Template.
Zostanie otwarte okno dialogowe Save As Template.
28 Wybierz folder dla nowego szablonu.
29 W polu File name wpisz Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.
30 Upewnij sie, ze wybrano rodzaj pliku Experiment Document Template files (*.edt).
31 Kliknij opcje Save.

Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program zapisze nowy plik szablonu we wskazanym
folderze.

W przysztych oznaczeniach nalezy korzystac z zapisanego szablonu w celu tworzenia
i konfigurowania doswiadczenia gRT-PCR w sposéb opisany w czesci ,Tworzenie
doswiadczenia ABI 7500 Fast na podstawie zapisanego szablonu”.

Na tym etapie nalezy bezposrednio przejs¢ do czesci ,Przygotowywanie reakcji qRT-PCR” na
stronie 41.

Tworzenie doswiadczenia ABI 7500 Fast na podstawie zapisanego
szablonu

Jesli szablon doswiadczenia z niezbedng konfiguracjg ptytki oraz profilem termicznym nie zostat
utworzony, nalezy zapoznac sie z czescia ,Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia ABI 7500
Fast (wymagane, jesli szablon nie zostat jeszcze utworzony)” na stronie 27.

Etap 1. Utworzenie doswiadczenia

1 Wigcz urzadzenie ABI 7500 Fast.
2 7 poziomu komputera potgczonego z urzgdzeniem otworz aplikacje 7500 System Software.
3 Na ekranie gtownym pod opcjg Set Up kliknij opcje Template.
Zostanie wyswietlone okno dialogowe Open.
4 W oknie dialogowym przejdz do folderu, w ktérym zostat zapisany szablon.
5 Kiliknij dwukrotnie plik Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR.edt.

Urzgdzenie rozpocznie inicjalizacje.
7500 System Software zostanie otwarte na ekranie Experiment z wyswietlong konfiguracja
ptytki.

Etap 2. Zapisanie doswiadczenia

6 Kliknij grot strzatki skierowany w dot, znajdujgcy sie obok przycisku Save u gory ekranu,
aby rozwing¢ menu z opcjami zapisu.

7 Wybierz z menu opcje Save As.

Zostanie otwarte okno dialogowe Save As.
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8 Wybierz folder dla pliku nowego doswiadczenia.

9 W polu File name wpisz nazwe doswiadczenia.

10 Upewnij sie, ze wybrano rodzaj pliku Experiment Document Single files (*.eds).
11 Kliknij opcje Save.

Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program zapisze plik doswiadczenia we wskazanym
folderze.

Na tym etapie nalezy bezposrednio przejs¢ do czesci ,Przygotowywanie reakcji qRT-PCR” na
stronie 41.

Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia Bio-Rad CFX96 Touch
Real-Time PCR (wymagane, jesli nie utworzono jeszcze zapisanego
protokotu i plikow ptytki)

Jesliistnieje juz odpowiedni protokot oraz pliki ptytki, nalezy przejs¢ do czesci , Tworzenie

doswiadczenia Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR z uzyciem zapisanego protokotu i plikow
ptytki” na stronie 40.

Etap 1. Utworzenie doswiadczenia

1 Wigcz urzadzenie do reakcji PCR w czasie rzeczywistym CFX96 Touch.

2 7 poziomu komputera potgczonego z urzadzeniem otworz oprogramowanie Bio-Rad CFX
Maestro.

3 W kreatorze uruchamiania wybierz z listy rozwijanej Select instrument opcje CFX96,
a nastepnie kliknij ustawienie User-defined.

Zostanie otwarty ekran Run Setup z kartg Protocol. Na srodku ekranu wyswietlany jest
domysliny profil termiczny.

Etap 2. Konfiguracja profilu termicznego

4 7 listy rozwijanej Express Load wybierz opcje 2-Step_Amp.prcl.
Profil termiczny zostanie zaktualizowany do ustawiert domyslnych dla 2-etapowego protokotu

amplifikacji, odpowiedniego do stosowania z sondami fluorescencyjnymi.

Express Load
2-5tep_Amp .prcl '

Rycina 12 Opcja szybkiego wczytywania z wybranym ustawieniem 2-Step_Amp.prcl na karcie
protokotu oprogramowania CFX Maestro
5 Kiliknij opcje Edit Selected.

Zostanie otwarte okno Protocol Editor.

6 W oknie Protocol Editor dodaj etap dla odwrotnej transkrypcji na poczatku profilu termicznego.
a Wybierz etap 1 na ilustracji profilu termicznego.
b Zlisty rozwijanej Insert Step wybierz opcje Before.
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¢ Kliknij opcje Insert Step.
Nowy etap 1 zostanie dodany przed wybranym etapem.
d Zmien ustawienia nowego etapu na 50°C przez 10 minut.

7 Dostosuj pozostate etapy profilu termicznego, tak aby odpowiadaty tym, ktére przedstawia
Rycina 13. Podsumowanie ustawien zawiera rowniez Tabela 11. Upewnij sie, ze dla etapu
GOTO (etapu 5) wybrano ustawienie powtdrzenia 39 razy.

Protocol Editor - 2-5Step_Amp.prel

File  Settings Tools

H .'% Insert Step | Before | Sample Volume pl | Est. Run Time 00:5%:00

1 2 3 4 5
950 C 550 C
300 0:05
800 C (eI
200 € 0:10 (Ol N
10:00 @ T B
0
£
P
/B x
1 500  C for10:00
'”53“5‘59 2 850 C for3:00
— 3 80 C for0:08
[] Insert Gradient 4 800 C for0:10
+ Plate Read
I:l — 5 GOTO3 .39 more fimes
END
=N

x| I 1B

Delete Step

oK Cancel

Rycina 13 Profil termiczny w oknie edytora protokotu oprogramowania CFX Maestro

Tabela 11 Program cyklu termicznego dla urzadzenia do reakcji PCR w czasie rzeczywistym
Bio-Rad CFX96 Touch

Numer segmentu Liczba cykli Czas trwania Temperatura
1 1 10 minut 50°C
2 1 3 minuty 95°C
3 40 5 sekund 95°C
10 sekund 60°C
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Etap 3. Zapisz plik protokotu.

8 Kliknij opcje Save.
Zostanie otwarte okno dialogowe Save As z poleceniem zapisania pliku protokotu dla
doswiadczenia. Plik protokotu zawiera ustawienia z karty Protocol ekranu Run Setup.

9 Wybierz folder dla pliku protokotu.

10 W polu File name wpisz Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Protocol.

11 Upewnij sie, ze wybrano rodzaj pliku Protocol File (*.prcl).

12 Kliknij opcje Save.
Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program zapisze plik protokotu we wskazanym
folderze.

13 Kliknij przycisk OK, aby zamkng¢ okno Protocol Editor.

W przysztych oznaczeniach skorzystaj z zapisanego pliku protokotu w celu skonfigurowania
karty Protocol w sposéb opisany w czesci ,Tworzenie doswiadczenia Bio-Rad CFX96 Touch
Real-Time PCR z uzyciem zapisanego protokotu i plikow ptytki”.

Etap 4. Wybor fluoroforéw i przypisanie nazw elementéw docelowych
14 U dotu ekranu Run Setup kliknij przycisk Next.

Na ekranie Run Setup zostanie wyswietlona karta Plate. Na srodku ekranu wyswietlana jest
ilustracja mapy ptytki.
15 Upewnij sig, ze z listy rozwijanej Scan Mode wybrano ustawienie All Channels.

16 Kliknij opcje Edit Selected.
Zostanie otwarte okno Plate Editor.

17 W oknie Plate Editor kliknij opcje Select Fluorophores.

Zostanie otwarte okno dialogowe Select Fluorophores.

18 W oknie dialogowym zaznacz pola wyboru dla fluoroforéw FAM, HEX i Cy5. Usun zaznaczenie
pol wyboru dla wszystkich pozostatych fluoroforéw. Zob. Rycina 14.
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Select Fluorophores >
Channel Fluorophare Selected Color
1 e v —
C
z o v
o C
Cal Orange 560 r _
Cal Gold 540 |— _
C
3 O —
Texas Red r _
Cal Red 610 |— _
C
; ©
Quasar 670 r _
g Quasar 705 |_ _
T
[ oK Cancel

Rycina 14 Wybor fluoroforéow w oknie dialogowym wyboru fluoroforéw oprogramowania CFX
Maestro

19 Kliknij przycisk OK.

Okno dialogowe Select Fluorophores zostanie zamkniete. Trzy wybrane fluorofory beda
widoczne na liscie po prawej stronie okna Plate Editor pod opcjg Target Names.

20 Wybierz wszystkie dotki na mapie ptytki.
Wybrane dotki sg wyrdznione kolorem niebieskim.

Zaznaczenie wszystkich 96 dotkdw jest prawidtowe, jesli wszystkie dotki na ptytce zostang
uwzglednione w reakcji gRT-PCR. Jesli ktdrys dotek na ptytce bedzie pusty, nalezy odznaczy¢
go na tym etapie.

21 Upewnij sie, ze pod opcja Target Names zaznaczone sg wszystkie trzy fluorofory oraz ze dla

wszystkich dotkow wyswietlane sg nazwy wszystkich trzech fluoroforéw.

22 W polach obok nazw fluoroforow wpisz nazwy elementéw docelowych dla fluoroforow
(zob. Rycina 15). Nacisnij klawisz Enter po wpisaniu kazdej nazwy, aby zastosowac nazwe
do dotkdw na ptytce.
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Target Mames

Load [ FAM [N k=
load [ HEX N2 ME:
load [ Cy5  |RP | 4

Rycina 15 Przypisywanie nazw elementow docelowych w oknie edytora ptytki oprogramowania
CFX Maestro

Etap 5. Przypisanie rodzajow i nazw probek

23 Przypisz probce rodzaj probki kontrolnej niezawierajgcej matrycy.
a Wybierz dotek A12 na mapie ptytki.
b Z listy rozwijanej Sample Type wybierz opcje NTC.
Etykieta NTC zostanie wyswietlona u gory dotka A12.

24 Upewnij sie, ze wszystkie pozostate dotki majg przypisany rodzaj probki Unknown, co
wskazuje etykieta Unk u géry dotkéw (zob. Rycina 16).

1 2 3 4 il [ 7 3 9 10 1 12

Unk Unk Unk Unlk Unk Unk Unk Unk Unlk Unk Unk NTC

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 Nl

A N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1

B N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1

C N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1

D N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1

£ N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1

£ N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1

G N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

N1 N1 N1 N1 Ni N1 N1 N1 N1 N1 N1 N1

H N2 M2 N2 N2 N2 N2 N2 M2 N2 M2 N2 N2
RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP RP

Rycina 16 Przypisywanie rodzajow probek w oknie edytora ptytki oprogramowania CFX Maestro
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25 W dotku B12 przypisz nazwe probki dla probki kontrolnej zawierajgcej materiat pochodzacy od
cztowieka.

a Woybierz dotek B12 na mapie ptytki.

Jesli na ptytce musi zosta¢ uwzgledniona wiecej niz jedna probka kontrolna zawierajgca
materiat pochodzacy od cztowieka, wybierz wymagang liczbe dodatkowych dotkdw
w kolumnie 12 na mapie ptytki.

b W polu pod opcjg Sample Names wpisz HSC (zob. Rycina 17). Nacisnij klawisz Enter.

Nazwa probki HSC zostanie wyswietlona w wybranym dotku/wybranych dotkach.

Sample Mames

Load [ [HSC v| &

Rycina 17 Dodawanie nazwy prébki HSC w oknie edytora ptytki oprogramowania CFX Maestro

26 W dotku H12 przypisz nazwe prébki dla dodatniej probki kontrolnej SARS-CoV-2 Synthetic
Positive RNA Control.

a Wybierz dotek H12 na mapie ptytki.
b W polu pod opcjg Sample Names wpisz Pos i nacisnij klawisz Enter.

Nazwa probki Pos zostanie wyswietlona w dotku H12.

Etap 6. Zapisanie pliku ptytki
27 Kliknij opcje Save.
Zostanie otwarte okno dialogowe Save As z poleceniem zapisania pliku ptytki dla
doswiadczenia. Plik ptytki zawiera ustawienia z karty Plate ekranu Run Setup.
28 Wybierz folder dla pliku ptytki.
29 W polu File name wpisz Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Plate.
30 Upewnij sie, ze wybrano rodzaj pliku Plate File (*.pltd).
31 Kliknij opcje Save.
Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program zapisze plik ptytki we wskazanym folderze.
32 Kliknij przycisk OK, aby zamkng¢ okno Plate Editor.
33 U dotu ekranu Run Setup kliknij przycisk Next.

Na ekranie Run Setup zostanie wyswietlona karta Start Run.

W przysztych oznaczeniach skorzystaj z zapisanego pliku ptytki w celu skonfigurowania karty
Plate w sposob opisany w czesci ,, Tworzenie doswiadczenia Bio-Rad CFX96 Touch
Real-Time PCR z uzyciem zapisanego protokotu i plikow ptytki”.

Na tym etapie nalezy bezposrednio przejs¢ do czesci ,Przygotowywanie reakcji gRT-PCR” na
stronie 41.
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Tworzenie doswiadczenia Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR

Z uzyciem zapisanego protokotu i plikéw ptytki
Jesli doswiadczenie z niezbedng konfiguracjg ptytki oraz profilem termicznym nie zostato
utworzone, nalezy zapoznac sie z czescig , Tworzenie i konfigurowanie doswiadczenia Bio-Rad

CFX96 Touch Real-Time PCR (wymagane, jesli nie utworzono jeszcze zapisanego protokotu
i plikéw ptytki)” na stronie 34.

Etap 1. Utworzenie doswiadczenia

1 Wigcz urzadzenie do reakcji PCR w czasie rzeczywistym CFX96 Touch.

2 Z poziomu urzadzenia potgczonego z komputerem otworz oprogramowanie Bio-Rad CFX
Maestro.

3 W kreatorze uruchamiania wybierz z listy rozwijanej Select instrument opcje CFX96,
a nastepnie kliknij ustawienie User-defined.

Zostanie otwarty ekran Run Setup z kartg Protocol. Na srodku ekranu wyswietlany jest
domysiny profil termiczny.

Etap 2. Wczytanie pliku protokotu

4 Kliknij opcje Select Existing.

Zostanie otwarte okno dialogowe Select Protocol.

5 W oknie dialogowym przejdz do folderu, w ktorym zapisany jest plik Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Protocol.prcl.

6 Kliknij dwukrotnie plik protokotu.

Ustawienia z pliku protokotu zostang wczytane do doswiadczenia.

Etap 3. Wczytanie pliku ptytki
7 U dotu ekranu Run Setup kliknij przycisk Next.

Na ekranie Run Setup zostanie wyswietlona karta Plate. Na srodku ekranu wyswietlana jest
ilustracja mapy ptytki.

8 Kliknij opcje Select Existing.

Zostanie otwarte okno dialogowe Select Plate.

9 W oknie dialogowym przejdz do folderu, w ktérym zapisany jest plik Agilent SARS-CoV-2
gRT-PCR Plate.pltd.

10 Kliknij dwukrotnie plik ptytki.
Ustawienia z pliku ptytki zostang wczytane do doswiadczenia.
11 U dotu ekranu Run Setup kliknij przycisk Next.

Na ekranie Run Setup zostanie wyswietlona karta Start Run.

Na tym etapie nalezy bezposrednio przejs¢ do czesci ,Przygotowywanie reakcji qRT-PCR” na
stronie 417.
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Przygotowywanie reakcji qRT-PCR

Ptytke do reakcji gRT-PCR nalezy przygotowac tuz przed uzyciem i trzymac jg przez caty czas
na lodzie lub chtodzonym statywie do momentu umieszczenia w urzgdzeniu do reakcji PCR
W czasie rzeczywistym.

Etap 1. Przygotowanie mieszaniny odczynnikdw i ptytki do reakcji qRT-PCR
w obszarze wyznaczonym dla czynnosci przed reakcjg PCR

1

Rozmroz na lodzie wszystkie zamrozone odczynniki do reakcji gRT-PCR. Liste wszystkich
wymaganych odczynnikow zawiera Tabela 12. Mieszanine 10x SAR-CoV-2 Primer/Probe Mix
Dx oraz barwnik referencyjny Reference Dye Dx nalezy chroni¢ przed dziataniem swiatta.

Przygotuj rozcienczenie 1:500 dostarczonego barwnika referencyjnego Reference Dye Dx
z uzyciem wody niezawierajgcej nukleazy (w celu uzyskania koricowego stezenia 30 nM
w reakcjach). Wszystkie roztwory zawierajgce barwnik referencyjny nalezy chroni¢ przed
dziataniem Swiatta.

Rozcienczony barwnik referencyjny Reference Dye Dx, jesli jest przechowywany
w temperaturze 4°C w probowce zabezpieczonej przed dostepem Swiatta, mozna zuzy¢
w ciggu dnia na potrzeby dodatkowych oznaczen.

Przygotuj mieszanine odczynnikdw, tgczac sktadniki wymienione w Tabela 12 we wskazanej
kolejnosci. Przygotuj jedng mieszanine odczynnikéw dla wszystkich prébek (3 probek
kontrolnych i maksymalnie 93 probek badanych), wykorzystujgc wielokrotnosé wszystkich
sktadnikow wymienionych ponizej. Mieszanine odczynnikow nalezy trzymac na lodzie i chronic
przed dziataniem Swiatta. Nalezy jg przygotowac tuz przed uzyciem.

W przypadku przygotowywania 96 reakcji mieszanine odczynnikow nalezy przygotowac
w probéwce o pojemnosci 2 ml.

Jesli przygotowywanych jest 48 reakcji, mieszanine odczynnikdéw nalezy przygotowac
w probéwce o pojemnosci 1,5 ml.

Tabela 12 zawiera wyliczone objetosci potrzebne do przygotowania 1, 48 i 96 reakcji.

Tabela 12 Mieszanina odczynnikéw do reakcji qRT-PCR

Sktadnik Objetosc¢ dla 1 reakcji  Objetosc¢ dla 48 reakcji  Objetos¢ dla 96 reakc;ji
(w tym nadwyzka) (w tym nadwyzka)

Woda niezawierajgca nukleazy 1,5u 81 ul 162 pl

Mieszanina 2 x Brilliant Ill Ultra-Fast gRT-PCR 10 wl 540 pl 1080 pl

Master Mix Dx

Mieszanina 10 x SARS-CoV-2 Primer/ 2l 108 pl 216 ul

Probe Mix Dx

100 mM DTT Dx 02 ul 10,8 ul 21,6 pl

Rozcienczony barwnik referencyjny Reference 0,3 ul 16,2 pl 32,4 ul

Dye Dx (z etap 2)

RT/RNase Block Dx Tl 54 ul 108 ul
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4 Ostroznie wymieszaj mieszanine odczynnikow na worteksie, unikajgc powstawania
pecherzykéw, a nastepnie odwiruj probowke w mikrowirdowce przez 5 sekund.

5 Przenies po 15 ul mieszaniny odczynnikéw do dotkéw na ptytce z 96 dotkami, korzystajac
Z ponizszej procedury.
a Umiesc czysty pasek 8 probdwek w chtodzonym statywie na ptytke z 96 dotkami.

b Przenies 190 ul mieszaniny odczynnikéw (w przypadku wykonywania 96 reakcji) lub
100 wl (w przypadku 48 reakcji) do kazdej z 8 probdwek w pasku. W razie potrzeby uwolnij
wszystkie duze pecherzyki powietrza, ktére mogty powstac na dnie probowek.

¢ Zapomocay pipety wielokanatowej przenies po 15 ul mieszaniny odczynnikow z paska
8 probdwek do kolumn ptytki z 96 dotkami. W czasie catego procesu ptytka powinna
znajdowac sie na lodzie lub chtodzonym statywie na ptytke z 96 dotkami, chroniona przed
dostepem Swiatta.

W przypadku wykonywania 48 reakcji kolumny od 1 do 6 nalezy pozostawi¢
puste.

6 Po przykryciu ptytki przenies jg do obszaru wyznaczonego na czynnosci przed reakcjg PCR
w celu dodania prébek. Przechowuj ptytke na lodzie lub chtodzonym statywie.

Etap 2. Naniesienie probek kontrolnych i badanych na ptytke do reakcji qRT-PCR
w obszarze wyznaczonym na czynnosci przed reakcja PCR (obszarze dodawania
prébek)

7 Rozciencz dodatnig probke kontrolng SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control w celu
uzyskania roztworu roboczego o stezeniu 10 kopii/pl.

a Dodaj 99 ul wody niezawierajgcej nukleazy do czystej probowki o objetosci 1,5 ml. Do tej
probowki dodaj 1 ul nierozcienczonej dodatniej probki kontrolnej SARS-CoV-2 Synthetic
Positive RNA Control. Dobrze wymieszaj na worteksie, a nastepnie krotko odwiruy;

w mikrowirowce.

b Dodaj 99 ul wody niezawierajgcej nukleazy do drugiej czystej probdwki o objetosci 1,5 ml.
Do tej probéwki dodaj 1 ul rozciericzonej dodatniej probki kontrolnej SARS-CoV-2 Synthetic
Positive RNA Control, przygotowanej podczas etap a. Dobrze wymieszaj na worteksie,

a nastepnie krotko odwiruj w mikrowiréwcee.

Ta probowka zawiera roztwor roboczy dodatniej probki kontrolnej SARS-CoV-2 Synthetic
Positive RNA Control o stezeniu 10 kopii/pl.

Roztwor roboczy, jesli jest przechowywany w temperaturze 4°C, mozna zuzy¢ w ciggu dnia
na potrzeby dodatkowych oznaczen. Odtoz oryginalny roztwor dodatniej probki kontrolnej
SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control do przechowywania w temperaturze —80°C.
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8 Przygotuj reakcje kontrolne w sposob, ktory przedstawia Rycina 18.

W celu uzyskania probki kontrolnej niezawierajgcej matrycy (NTC) dodaj 5 ul wody
niezawierajacej nukleazy do dotka A12.

W celu uzyskania prébki kontrolnej zawierajgcej materiat pochodzacy od cztowieka (HSC)
krotko wymieszaj na worteksie RNA uzyskane z prébki HSC. Nastepnie dodaj 5 ul RNA do
dotka B12.

Jesli na ptytce uzywana bedzie wiecej niz jedna prébka HSC, skorzystaj z dodatkowych
dotkow w kolumnie 12, wyznaczonych podczas konfigurowania ptytki w oprogramowaniu
urzgdzenia do reakcji gRT-PCR.

W celu uzyskania dodatniej probki kontrolnej SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control
(Pos) dodaj 5 pl rozcienczonej dodatniej probki kontrolnej SARS-CoV-2 Synthetic Positive
RNA Control do dotka H12.

9 Przygotowywanie reakcji dla probek badanych (od ST do S93) (zob. Rycina 18). Czesto
zmieniaj rekawiczki, aby unikngc¢ zanieczyszczenia.

Krotko wymieszaj na worteksie probki RNA uzyskane z probek badanych. Nastepnie
odwiruj je w mikrowiréwce przez 5 sekund.

W przypadku kazdej probki nanies 5 ul do jednego dotka na ptytce do reakcji qRT-PCR.
Zwracaj doktadng uwage, ktora probka jest dodawana do kazdego dotka. Po kazdym
dodaniu prébki zmieniaj koricowke pipety.

Jesli ptytka do reakcji gRT-PCR ma zostac¢ zamknieta folig samoprzylepna, przed
zamknieciem wymieszaj krotko mieszaniny, pobierajac je pipetg i wypuszczajgc
z powrotem, unikajgc powstawania pecherzykow powietrza.

W przypadku wykonywania 48 reakcji dotki na ptytce od S1 do S48 nalezy
pozostawi¢ puste.

10 Zamknij ptytke folig samoprzylepna lub paskami wieczek probdwek.

11 Jesli ptytka jest zamykana paskami wieczek probowek, krétko wymieszajg jg na worteksie.
(Nie nalezy korzystaé z worteksu w przypadku ptytek zamknietych folig samoprzylepnag).

12 Krétko odwiruj ptytke w wirdwce do ptytek.

13 Jesli korzystasz z systemu Agilent AriaMx/AriaDx Real-Time PCR System i ptytki zamknietej
folig samoprzylepng, umies¢ nad ptytkg wktadke kompresyjna.

14 Przejdz bezposrednio do przeprowadzenia reakcji gRT-PCR w systemie do reakcji PCR
W czasie rzeczywistym.

Zob. czesc ,Wykonywanie reakcji QRT-PCR w systemie Agilent AriaMx/AriaDx Real-Time
PCR System” na stronie 46

Zob. czes¢ ,Wykonywanie reakcji qRT-PCR na urzadzeniu do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym ABI 7500 Fast” na stronie 54

Zob. czes¢ ,Wykonywanie reakcji qRT-PCR w systemie Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time
PCR Detection System” na stronie 61
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1123|456 |7|8|9 101112
A | s1 | s9 |s17|s25|S33 | S41 | S49 | S57 | S65 | S73 | S81 | NTC
B | s2 [s10|s18 | 526 | S34 | 542 | S50 | S58 | S66 | S74 | S82 | HSC
C | s3 |s11|s19|S27 | S35/ 43 | S51 | S59 | S67 | S75 | S83 | S89
D | s4 [ s12|s20 | s28 | S36 | S44 | S52 | S60 | S68 | S76 | S84 | S90
E | s5 |s13|S21 |29 |37 | S45 | S53 | s61 | S69 | S77 | $85 | S91
F | s6 |s14|s22|s30|s38|S46 | S54 | S62 | S70 | S78 | S86 | S92
G | s7 | s15|S23 |31 |S39 | S47 | S55 | S63 | S71 | S79 | S87 | S93
H | s8 | s16 | S24 | $32 | 540 | S48 | S56 | S64 | S72 | S80 | S88 | Pos

Rycina 18 Konfiguracja ptytki dla prébek badanych 1-93 i prébek kontrolnych (prébka kontrolna
niezawierajgca matrycy [NTC], probka kontrolna zawierajgca materiat pochodzgcy od
cztowieka [HSC] oraz dodatnia prébka kontrolna Synthetic Positive RNA Control Dx
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SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent K1180A
Instrukcja uzycia

5 Instrukcje przeprowadzania reakcji gRT-PCR

Wykonywanie reakcji gRT-PCR w systemie Agilent AriaMx/AriaDx Real-Time PCR System 46
Wykonywanie reakcji gRT-PCR na urzgdzeniu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym ABI 7500

Fast 54
Wykonywanie reakcji gRT-PCR w systemie Bio-Rad CFX96 Touch Real-Time PCR Detection

System 61

W niniejszym rozdziale zamieszczono instrukcje dotyczgce wykonywania programu cyklicznych
reakcji gRT-PCR na wybranym urzgdzeniu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Agilent
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Wykonywanie reakcji gRT-PCR w systemie Agilent AriaMx/AriaDx
Real-Time PCR System

W tej czesci opisano procedure wykonywania reakcji gqRT-PCR w systemie Agilent AriaMx lub
AriaDx Real-Time PCR System.

Uruchomienie programu reakcji gRT-PCR w systemie AriaMx/AriaDx

1 Sprawdz, czy zasilanie urzgdzenia AriaMx/AriaDx jest wigczone.

2 Z poziomu komputera potgczonego z urzgdzeniem otwoérz doswiadczenie, ktére zostato
wczesniej utworzone w aplikacji Aria.

3 Przejdz do ekranu Thermal Profile, Run Status lub Raw Data Plots.
4 Kliknij opcje Run.
Zostanie otwarte okno dialogowe Instrument Explorer.

5 0Odszukaj urzgdzenie, z ktérego bedziesz korzysta¢ do przeprowadzenia serii oznaczenia,
i kliknij opcje Send Config. (Instrukcje dotyczgce wyszukiwania i dodawania urzadzenia
mozna znalez¢ w przewodniku konfiguracji i uzytkownika systemu AriaMx lub AriaDx).

Jesli potgczenie z urzadzeniem nastepuje po raz pierwszy od momentu uruchomienia
programu Aria, wyswietlone zostanie okno dialogowe Login. Wybierz nazwe uzytkownika

z listy rozwijanej, wpisz hasto logowania w polu Password, a nastepnie kliknij przycisk
Login. Aby zalogowac sie z uzyciem innego konta uzytkownika, kliknij prawym przyciskiem
myszy nazwe urzadzenia, a nastepnie opcje Log off current user. Bedzie wtedy mozliwe
zalogowanie na pozgdane konto uzytkownika.

Jesli doswiadczenie nie zostato jeszcze zapisane, zostanie wyswietlone polecenie
zapisania doswiadczenia przed kontynuacja.

6 Przenies ptytke reakcyjng do urzgdzenia i umies¢ na bloku termicznym.

7 Na ekranie dotykowym urzadzenia otworz przygotowane doswiadczenie na ekranie Thermal
Profile i nacisnij przycisk Run Experiment.
Urzadzenie rozpocznie prowadzenie doswiadczenia.

8 Wroc¢ do programu na komputerze. Program przekieruje uzytkownika na ekran Run Status,
na ktérym mozna monitorowac postep serii oznaczenia.

Monitorowanie serii 0znaczenia nie jest wymagane. Jesli oprogramowanie Aria zostanie
zamkniete przed ukonczeniem serii 0znaczenia, nalezy zanotowac, gdzie zostanie zapisany
plik doswiadczenia po serii 0znaczenia.
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Przypisanie ustawien analizy danych dla doswiadczenia AriaMx/AriaDx

Etap 1. Wyswietlenie wykreséw amplifikacji dla wszystkich elementéw docelowych
we wszystkich dotkach

1
2

Po zakonczeniu serii oznaczenia otworz plik doswiadczenia w oprogramowaniu Aria.

Kliknij opcje Analysis Criteria po lewej stronie ekranu.

Zostanie otwarty ekran Analysis Criteria z ustawieniami umozliwiajgcymi okreslenie ustawien

analizy.

Upewnij sie, ze na potrzeby analizy zostaty wybrane wszystkie dofki, rodzaje dotkéw

i elementy docelowe (zob. Rycina 19).

Jesli ptytka zawiera puste dotki, upewnij sie, ze na karcie Plate Setup przypisano
im rodzaj dotka Blank.
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Rycina 19 Ekran kryteriéw analizy oprogramowania Aria
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4 Kliknij opcje Graphical Displays po lewej stronie ekranu.

Zostanie otwarty ekran Graphical Displays, na ktorym bedg wyswietlane dane z narzedziami
do konfigurowania parametrow analizy.

5 Upewnij sig, ze na ekranie wyswietlany jest wykres Amplification Plots oraz ze domysine
parametry analizy odpowiadajg tym, ktére przedstawia Rycina 20.

47



Jesli petny panel parametrow analizy, ktory przedstawia Rycina 20, nie jest widoczny, kliknij
grot strzatki skierowany w dot, znajdujacy sie tuz pod opcjg Smoothing, aby rozwing¢ panel.

Nalezy pamietac, ze domyslne wartosci Threshold Fluorescence w doswiadczeniu
uzytkownika bedg sie prawdopodobnie roznic¢ od wartosci, ktore przedstawia Rycina 20.
Oprogramowanie oblicza domysine wartosci na podstawie poziomu szumu fluorescenc;ji
w zakresie cykli tta. W zwigzku z tym wartosci domyslne bedg sie rézni¢ pomiedzy
doswiadczeniami.

—

(> Amplification Plots
Fluorescence R Rn | AR BV
Term - T el

Smoothing UL Off
s

Bazeline .
Correction &J
Crosstalk :
Correction I&J

Graph Type - Linear | Log
Threshold Fluorescence:

] n1 B oo @ ™
[+ mz B oo @ =9
RP B oo @ W

Background Based Threshold
Cycle Range "3 5 EHtwig ° &

Sigma Multiplier |5 10 |3

Rycina 20 DomysIne ustawienia wykreséw amplifikacji w oprogramowaniu Aria (wartosci
progowe fluorescencji bedg roznic sie pomiedzy doswiadczeniami)

6 Upewnij sie, ze dla opcji Background Based Threshold wybrano domysiny zakres cykli 5-9.

7 Sprawdz wykresy amplifikacji z wczesng amplifikacjg (tj. przed cyklem 9). Wyklucz z analizy
wszystkie probki badane z weczesng amplifikacjg i oznacz je ponownie z wykorzystaniem
mniejszego stezenia.

W probkach badanych z nietypowo duzymi stezeniami wirusowego RNA amplifikacja
wirusowych elementow docelowych moze osiggnac wykrywalne poziomy przy bardzo
wczesnym numerze cyklu (< 9). W ramach obliczen korekty z uzyciem linii bazowej
oprogramowanie moze interpretowac takie wczesne sygnaty amplifikacji jako szum tfa i nie
przypisac¢ w takich prébkach wartosci Cq do elementow docelowych wirusa.

Nalezy prowadzi¢ obserwacje pod kgtem obecnosci takich probek badanych, wyswietlajgc
wykresy amplifikacji bez korekty z zastosowaniem linii bazowej (termin fluorescencyjny R lub
Rn). Jesli ktéras z badanych probek wykazuje cechy amplifikacji przed 9. cyklem, nalezy
usungc te doftki z analizy, odznaczajac je na ekranie Analysis Criteria. Nastepnie nalezy
ponownie przeprowadzi¢ reakcje gRT-PCR dla takiej probki po rozcienczeniu kwasu
nukleinowego w stosunku 1:100 z uzyciem odpowiedniego buforu do elucii.
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Etap 2. Ocena wartosci progowych

8 Dla opgcji Graph Type zmien ustawienie z Linear na Log. Upewnij sie, ze dla opcji Fluorescence
Term wybrano ustawienie ARn.

Wyswietlanie wykreséw amplifikacji w wartosciach logarytmicznych zapewnia lepszy obraz
szumu tta sygnatu. Przyktad przedstawia Rycina 21. Linia wartosci progowej dla kazdego
elementu docelowego jest wyswietlana w postaci poziomej linii.

Amplification Plots X

1

0.1

0.0

=
g8

0.0001

Fluorescence (&Rn)

0.00001

0.000001 1 f i ]

5 10 15 20 25 30 35
Cycles

Rycina 21 Wykresy amplifikacji oprogramowania Aria w skali logarytmicznej — wartosci
progowe elementow docelowych sg wyswietlane w postaci poziomych linii

9 Ocen wzrokowo wykresy amplifikacji oraz domysing wartos¢ progowg dla elementu
docelowego NT.
a Kliknij ikone wyswietlenia elementow docelowych znajdujgca sie ponizej wykresu. <&-

b W otwartym menu usun zaznaczenie pol wyboru dla wszystkich pozostatych elementéw
docelowych, tak aby na wykresie Amplification Plots wyswietlany byt wytgcznie element
docelowy N1.

¢ Okresl, czy wartos¢ progowa jest zarowno wystarczajgco wysoka, by przekraczata szum
tta, jak i wystarczajgco niska, by uwzgledni¢ wykresy w wyktadniczej fazie amplifikacji (zob.
Rycina 23). Na podstawie tych ustalen kontynuuj zgodnie ze wskazowkami, ktore zawiera
Tabela 13.

10 Powtdrz etap 9 dla elementu docelowego N2, a nastepnie dla elementu docelowego RP.
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11 Upewnij sie, ze w obszarze Threshold Fluorescence zaznaczone sg wszystkie trzy elementy
docelowe oraz ze wszystkie trzy wartos$ci Threshold Fluorescence sg zablokowane (zob.
Rycina 22).

12 Kliknij ikone wyswietlenia elementoéw docelowych znajdujgcy sie ponizej wykresu. <&
Upewnij sie, ze wybrane sg wszystkie elementy docelowe.

Threshold Fluorescence:

[E M1 0.021 ¥
(] n2 0.028 8
RP 0.038 *

Rycina 22 Wybrane elementy docelowe i zablokowane wartosci Threshold Fluorescence

Amplification Plots %

amplifikacja
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progowa
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Rycina 23 Wykresy amplifikacji oprogramowania Aria dla elementu docelowego N1
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Tabela 13 Weryfikowanie optymalnego ustawienia wartosci progowej w oprogramowaniu Aria

Pozycja wartosci
progowej

Opis

Dziatanie

Optymalna
pozycja

Zbyt wysoka

Zbyt niska

Powyzej szumu tta

i obejmujgca wszystkie
wykresy w wykfadniczej
fazie amplifikacji

Niektore wykresy w fazie
wyktadniczej amplifikacji
nie przechodzg przez
wartos¢ progowa

Niektore wykresy nie
znajdujg sie powyzej
szumu tta.

+ Zablokuj wartos¢ Threshold Fluorescence po prawej stronie ekranu,
klikajgc ikone ktodki.

Gdy wartos¢ jest zablokowana, ikona przedstawia zamknieta ktodke.
Zablokowanie wartosci zapobiega jej zmianie w przypadku zmiany
kryteriow analizy.

+ Sprawdz, czy wystepujg dotki z wyjagtkowo duzym szumem tta. Takie
odstajgce dotki mogg spowodowac zbyt wysokie ustawienie wartosci
progowej przez oprogramowanie.

* Wra¢ do ekranu Analysis Criteria, aby wykluczy¢ taki dotek z analizy.
Oprogramowanie obliczy ponownie wartos¢ progowa po wykluczeniu
wartosci odstajgcej. Mozna réwniez przeciggnac recznie na wykresie za
pomocg myszy linie wartosci progowej do nowej pozycji.

« Zweryfikuj, czy nowa wartosc¢ progowa jest w optymalnej pozycji, i zabloku;j
wartos¢ Threshold Fluorescence zgodnie z opisem powyzej.

* Po zablokowaniu nowej wartosci wro¢ do ekranu Analysis Criteria, aby
ponownie uwzgledni¢ w analizie odstajgcy dotek*.

* Jesli wykres amplifikacji dla odstajgcego dotka nie wykazuje amplifikacji
wyktadniczej w zadnym numerze cyklu, sprawdz, czy obnizona wartos¢
progowa nie powoduje przypisania przez oprogramowanie do dotka wartosci
Cq (ze wzgledu na sygnat tta przekraczajgcy wartos$¢ progowa). Jesli tak jest,
sprobuj zmodyfikowac inne ustawienia analizy dla tego dotka, np. dostosowac
ustawienie Baseline Correction.

+ Zwieksz wartos¢ progowa do poziomu nieznacznie przekraczajgcego
szum tfa.

Etap 3. Sprawdzenie wynikéw w dotku NTC

13 W tabeli Results Table odszukaj reakcje z probka kontrolng niezawierajgcg matrycy (NTC),
znajdujacg sie w dotku A12.

14 Upewnij sie, ze w kolumnie Cq dla wszystkich trzech elementéw docelowych widoczna jest
informacja ,No Cq” lub wartos¢ Cq > 37,00.

Jesli wartos¢ Cq dla reakcji NTC w przypadku ktoregos elementu docelowego wynosi < 37,00,
mogto dojs¢ do zanieczyszczenia probki. Nalezy uniewaznic serie i powtdrzy¢ oznaczenie, scisle
stosujagc sie do wytycznych.

Eksportowanie danych z oprogramowania Aria

Etap 1. Zdefiniowanie i zapisanie ustawien eksportu

Jesli ustawienia eksportu zostaty juz zapisane, przejdz bezposrednio do ,Etap 2. Eksportowanie

danych” na stronie 53.
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1 Po lewej stronie ekranu, pod opcjg Results kliknij opcje Export Data.

Zostanie otwarty ekran Export Data.

2 W panelu Export Configuration wybierz rodzaj pliku dla eksportowanych danych, np. Excel.
3 Upewnij sie, ze dla opcji Items zaznaczono pole wyboru Tabular Results. Usun zaznaczenie

pol wyboru dla wszystkich pozostatych pozycji. Zob. Rycina 24.

Items
D Plate 5etup #

D Thermal Profile #
D Amplification Plots

@ Tabular Results

r‘ J

D Experiment Motes #

Rycina 24 Ekran eksportowania danych oprogramowania Aria — pozycje do wyeksportowania

4 Kliknij ikone otdwka obok opcji Tabular Results w celu okreslenia, ktore kolumny danych majg
zostac¢ uwzglednione.

Zostanie otwarte okno dialogowe Column Options.

5 Dostosuj ustawienia, tak aby do uwzglednienia byty zaznaczone tylko kolumny,
ktore przedstawia Rycina 25.

A" Column Options

Select Columns

[)well
[]well Type
[#]well Hame
Uoye
[ITarget
(JReplicate
(R Last
(C]AR Last
(JRn Last
(JARn Last
(JRLast/RFirst

(] Threshold (&Rn)
(JBaseline Start Cycle
((JBaseline End Cycle
(ACq (aRn)

(JFinal Call {4Rn)
(JQuantity {nanograms)
(JQuantity Ava. (nanograms)
((JQuantity SD {nanograms)
(CJRr? (ARn)

(Jslope (4Rn)
(JEefficiency (%)

¥

| Select All | | Restore Defaults |

(JCq Avg. Treated Ind. (&Rn)
(JCq SD Treated Ind. (ARn)
(JMelt Smoathing #

(JMelt Norm.

(JTm Product 1 (-Rn'(T})
(JTm Product 2 (-Rn'(T}))
(JTm Product 3 {-Rn'(T}))
() Tm Product 4 [-Rn'(T})
() Tm Product 5 [-Rn'(T})
(JTm Product  [-Rn'(T}))

OK Cancel

Rycina 25 Okno dialogowe opcji kolumn oprogramowania Aria

6 Kliknij przycisk OK, aby zastosowac zmiany i zamkngc¢ okno dialogowe.
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Zaznaczone

kolumny:
Well

Well Type
Well Name
Target
Threshold
Cq
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7 Zapisz ustawienia eksportu jako nowa definicje.
a W panelu Export Configuration otworz liste rozwijang Definition.
b Kliknij opcje Add New.

Zostanie otwarte okno dialogowe Add New Definition.

¢ W polu Definition Name wpisz Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Data. Zob. Rycina 26.

d Upewnij sie, ze zaznaczone jest pole wyboru Use Current Settings.
e Kiliknij przycisk Add.

A Add Mew Definition o

Definition Name: |Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Datd |

Use Current Settings

Add Cancel

Rycina 26 Okno dialogowe dodawania nowej definicji oprogramowania Aria

Etap 2. Eksportowanie danych

8 Upewnij sie, ze w panelu Export Configuration dla listy rozwijanej Definition wybrano
ustawienie Agilent SARS-CoV-2 qRT-PCR Data.

9 Kliknij przycisk Export Data.

Zostanie otwarty raport w domyslinej aplikacji dla wybranego rodzaju pliku.

10 Przeanalizuj dane Cq dla kazdej z probek badanych i kontrolnych w celu interpretacji wynikow.

Zob. Rozdziat 6, ,Analiza i wyniki”

Instrukcja uzycia — zestaw SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit
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Wykonywanie reakcji gqRT-PCR na urzadzeniu do reakcji PCR
w czasie rzeczywistym ABI 7500 Fast

W tej czesci opisano procedure wykonywania reakcji gqRT-PCR na urzgdzeniu do reakcji PCR
w czasie rzeczywistym Applied Biosystems 7500 Fast.

Uruchamianie programu reakcji qRT-PCR na urzadzeniu do reakcji PCR
w czasie rzeczywistym ABI 7500 Fast

Sprawdz, czy zasilanie urzadzenia ABI 7500 Fast jest wigczone.

2 7 poziomu komputera potgczonego z urzadzeniem otworz doswiadczenie, ktére zostato
wczesniej utworzone w oprogramowaniu 7500.

3 Nacisnij drzwiczki tacki na urzgdzeniu, aby otworzy¢ pokrywe. Umies¢ ptytke reakcyjng na
bloku termicznym urzadzenia.

4 Docisnij drzwiczki tacki, aby zamkng¢ pokrywe.
5 Z poziomu komputera kliknij opcje START RUN.

Urzadzenie rozpocznie prowadzenie doswiadczenia.

Przypisanie ustawien analizy danych dla doswiadczenia ABI 7500 Fast

Etap 1. Wyswietlenie wykreséw amplifikacji dla wszystkich elementéw docelowych
we wszystkich dotkach
Po zakonczeniu serii oznaczenia otworz oprogramowanie Design & Analysis.
2 U gory ekranu kliknij opcje Quality Check, jesli nie zostata jeszcze zaznaczona. Upewnij sieg,
ze z listy rozwijanej wybrano opcje Amplification Plot.
Na ekranie amplifikacji wyswietlone zostang wykresy amplifikacji, tabela wynikéw w kazdej
dotku oraz schemat mapy ptytki.

Jesli na ptytce znajdujg sie puste dotki, pomin w analizie wszystkie elementy
docelowe dla tych dotkow i przeprowadz ponowng analize.

3 Kliknij kolejno opcje Actions > Primary Analysis Setting.

Zostanie otwarte okno dialogowe Primary Analysis Settings. Domysine ustawienia w tym
oknie dialogowym przedstawia Rycina 27.

4 Sprawdz, czy ustawienia odpowiadajg tym, ktére przedstawia Rycina 27. W razie potrzeby
kliknij opcje Reset to Default.
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Primary Analysis Setting X

General Well Cg QC Alerts
PCR Stage/Step Stage 3, Step 2 - Algorithm Settings Baseline Threshold v
Target Use Default Auto Threshold Threshold Auto Baseline Baseline Start Baseline End
Default Setting AUTO v AUTO AUTO
N1 v AUTO v AUTO AUTO
N2 v AUTO v AUTO AUTO
RP v AUTO v AUTO AUTO

Rycina 27 Ustawienia domysine w oknie dialogowym gtéwnych ustawien analizy
oprogramowania Design & Analysis

5 Kiliknij opcje Save.

Okno dialogowe Primary Analysis Settings zostanie zamkniete.

6 Upewnij sie, ze w rogu przycisku Analyze widoczny jest zielony znak zaznaczenia. Jesli nie,
kliknij przycisk Analyze.

7 Sprawdz wykresy amplifikacji z wczesng amplifikacjg (tj. przed cyklem 9). Wyklucz z analizy
wszystkie probki badane z wczesng amplifikacjg i oznacz je ponownie z wykorzystaniem
mniejszego stezenia.

W prébkach badanych z nietypowo duzymi stezeniami wirusowego RNA amplifikacja
wirusowych elementow docelowych moze osiggngc wykrywalne poziomy przy bardzo
wczesnym numerze cyklu (< 9). W ramach obliczen korekty z uzyciem linii bazowej
oprogramowanie moze interpretowac takie wczesne sygnaty amplifikacji jako szum tta
i nie przypisac w takich probkach wartosci Cq do elementdw docelowych wirusa.

Nalezy prowadzi¢ obserwacje pod kgtem obecnosci takich probek badanych, wyswietlajgc
wykres amplifikacji bez korekty z zastosowaniem linii bazowej (dla opcji Y Value wybierz
ustawienie Rn). Jesli ktéras z badanych probek wykazuje cechy amplifikacji przed 9. cyklem,
nalezy usungc¢ te dotki z analizy, pomijajac je na ekranie Quality Check. Nastepnie nalezy
ponownie przeprowadzi¢ reakcje gRT-PCR dla takiej probki po rozcienczeniu kwasu
nukleinowego w stosunku 1:100 z uzyciem odpowiedniego buforu do elucji.

Etap 2. Ocena wartosci progowych

8 Kliknij ikone Settings znajdujgca sie tuz powyzej wykresu Amplification Plot.
Okno dialogowe Settings zostanie otwarte na karcie General.

9 Upewnij sie, ze dla opcji Y Value wybrano ustawienie ARn.
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10 Na liscie rozwijanej Y Scale zmien ustawienie z Linear na Log (zob. Rycina 28).

Wyswietlanie wykreséw amplifikacji w wartosciach logarytmicznych zapewnia lepszy obraz
szumu tta sygnatu. Przyktad przedstawia Rycina 29. Linia wartosci progowej dla kazdego
elementu docelowego jest wyswietlana w postaci poziome;j linii.

General X Axis Y Axis

Plot Title Amplification Plot

Color By Target b

Y Value ® ARn RBn

Y Scale Log -

Show Legend [ | Cq Mark

; Unselected Tooltip
Replicates of selected

Threshold Baseline

Reset Setting

Rycina 28 Ustawienia ogolne dla wykresu amplifikacji w oprogramowaniu Design & Analysis

Wykres amplifikacji

1.00 o

0.100

AHn

0.0100

0.00100

Cykl

N1 N2 RP

Rycina 29 Wykresy amplifikacji oprogramowania Design & Analysis w skali logarytmicznej —
wartosci progowe elementow docelowych sg wyswietlane w postaci poziomych linii
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11 Ocen wzrokowo wykresy amplifikacji oraz domysing wartos¢ progowg dla elementu
docelowego N1.

a Rozwin liste rozwijang Targets po lewej stronie ekranu.
b Wybierz tylko element docelowy N1, a nastepnie zwin liste rozwijana.

¢ Okresl, czy wartosc¢ progowa jest zarowno wystarczajgco wysoka, by przekraczata szum
tfa, jak i wystarczajgco niska, by uwzgledni¢ wykresy w wyktadniczej fazie amplifikacji
(zob. Rycina 30). Na podstawie tych ustaler kontynuuj zgodnie ze wskazdwkami,
ktore zawiera Tabela 14.
12 Powtdrz etap 11 dla elementu docelowego N2, a nastepnie dla elementu docelowego RP.

13 Po lewej stronie ekranu, pod opcjg Targets kliknij opcje Clear all, aby usungc filtrowanie
wedtug elementow docelowych.

Wykres amplifikacji

] amplifikacja ..

R wyktadnicza wartosc

o progowa
szum tta

Cykl

N1

Rycina 30 Wykresy amplifikacji oprogramowania Design & Analysis dla elementu docelowego
N1
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Tabela 14 Weryfikowanie optymalnego ustawienia wartosci progowej w oprogramowaniu Design & Analysis

Pozycja wartosci  Opis Dziatanie

progowej

Optymalna Powyzej szumu tta + Pozostaw biezgce wartosci dla wartosci progowych.

pozycja i obejmujgca wszystkie
wykresy w wykfadniczej
fazie amplifikacji

Zbyt wysoka Niektore wykresy w fazie « Sprawdz, czy wystepujg dotki z wyjatkowo duzym szumem tta. Takie
wyktadniczej amplifikacji odstajgce dotki mogg spowodowac zbyt wysokie ustawienie wartosci
nie przechodzg przez progowej przez oprogramowanie.
wartos¢ progowa + Wybierz odstajgcy dotek na mapie ptytki.

+ Kliknij przycisk z trzema kropkami na pasku narzedzi znajdujgcym sie
bezposrednio nad mapg ptytki. W wyswietlonym menu kliknij opcje
Omit Wells.

« Kliknij przycisk Analyze. Oprogramowanie obliczy ponownie wartosé
progowg po wykluczeniu wartosci odstajgcej. Mozna rowniez przeciggngc
recznie na wykresie za pomocag myszy linie wartosci progowej do nowe;j
pozyciji.

+ Wybierz wszystkie dotki na mapie ptytki, aby wyswietli¢ wszystkie wykresy
amplifikacji. Sprawdz, czy nowa warto$¢ progowa znajduje sie w optymalnej
pozyciji.

+ Ponownie Kliknij przycisk z trzema kropkami. W otwartym menu kliknij opcje
Unomit Wells, aby ponownie uwzgledni¢ odstajgcy dotek w analizie*.

* Jesli wykres amplifikacji dla odstajgcego dotka nie wykazuje amplifikacji

wyktadniczej w zadnym numerze cyklu, sprawdz, czy obnizona wartos¢

progowa nie powoduje przypisania przez oprogramowanie do dotka wartosci

Cq (ze wzgledu na sygnat tta przekraczajgcy wartos¢ progowa). Jesli tak jest,

sprébuj zmodyfikowac inne ustawienia analizy dla tego dotka, np. dostosowac

liczbe cykli Baseline Start i (lub) Baseline End.
Zbyt niska Niektore wykresy nie + Zwieksz wartos¢ progowg do poziomu nieznacznie przekraczajgcego
znajdujg sie powyzej szum tfa.
szumu tfa.

Etap 3. Sprawdzenie wynikéw w dotku NTC

14 W tabeli Well Table odszukaj reakcje z probka kontrolng niezawierajgcg matrycy (NTC),
znajdujacy sie w dotku A12.

15 Upewnij sie, ze w kolumnie Cq dla wszystkich trzech elementéw docelowych widoczna jest
informacja ,Undetermined” lub wartos¢ Cq > 37,00.

Jesli wartosc¢ Cq dla reakcji NTC w przypadku ktdregos elementu docelowego wynosi < 37,00,
mogfo dojs¢ do zanieczyszczenia probki. Nalezy uniewaznic serie i powtorzy¢ oznaczenie,
Scisle stosujgc sie do wytycznych.
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Eksportowanie danych z tabeli dotkéw w oprogramowaniu Design &
Analysis do pliku CSV

Etap 1. Dostosowanie kolumn uwzglednionych w tabeli dotkéw
1 Kiliknij opcje View na pasku narzedzi znajdujgcym sie tuz nad tabelg Well Table.

Zostanie otwarte menu, ktére przedstawia Rycina 31, z listg wszystkich dostepnych kolumn

tabeli.
Targye 7
Nl g om
a Sample
_:\-'gc-
RE
Task
N1 Dyes
; WCq
Cq Conf
RE

Amp Score
NI Amp Status
Annotated
Baseline Start
Baseline End
M Curve Qua ity

Result Quality
o

|zzues

Rycina 31 Menu wyswietlania dla tabeli dotkéw oprogramowania Design & Analysis —
wybor domyslnych kolumn

2 Dostosuj ustawienia, tak aby do uwzglednienia byty zaznaczone tylko kolumny Well, Sample,
Target, Task i Cq. Zob. Rycina 32.
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N1 Omit
Na Sample
Target Zaznaczone kolumny:

i Task Sample
b | Eyes Target
Ng e Task

Cq Conf Cq
i | Amp Score
N1 Amp Status

Annotated

M3
Bazeline Start

RR Baseline End
Curve Quality
M1 - ’
Result Quality
N2 lzzues

Rycina 32 Menu wyswietlania dla tabeli dotkéw oprogramowania Design & Analysis —
wybor niestandardowych kolumn

3 Kiliknij opcje View, aby zwing¢ menu.

Etap 2. Eksportowanie danych

4 Kliknij przycisk z trzema kropkami na pasku narzedzi znajdujgcym sie bezposrednio nad
tabelg dotkdw. ==

5 W wyswietlonym menu kliknij opcje Export.
Zostanie otwarte okno dialogowe umozliwiajgce zapisanie pliku CSV.

6 Woybierz folder dla pliku.

7 W polu File name wpisz nazwe pliku.

8 Kliknij opcje Save.
Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program wyeksportuje dane do pliku z rozszerzeniem
CSV i zapisze go we wskazanym folderze.

9 Otworz plik i przeanalizuj dane Cq dla kazdej z probek badanych i kontrolnych w celu
interpretacji wynikow. Zob. Rozdziat 6, ,Analiza i wyniki”
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Wykonywanie reakcji qRT-PCR w systemie Bio-Rad CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System

W tej czesci opisano procedure wykonywania reakcji gqRT-PCR w systemie Bio-Rad CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System.

Uruchomienie programu reakcji gRT-PCR w systemie CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System

Sprawdz, czy zasilanie urzgdzenia CFX96 Touch jest witgczone.

2 7 poziomu komputera potgczonego z urzadzeniem otworz doswiadczenie, ktére zostato
wczesniej utworzone w oprogramowaniu CFX Maestro.

3 Przejdz do karty Start Run na ekranie Run Setup.

Jesli urzadzenie jest wigczone, lecz nie jest widoczne pod opcjg Block Name, kliknij opcje
Detect Instrument(s) w lewym gérnym rogu ekranu.

4 Wybierz z tabeli urzadzenie, ktore zostanie wykorzystane do przeprowadzenia doswiadczenia.
5 Kliknij opcje Open Lid.
Pokrywa urzgdzenia zostanie otwarta.
6 Umiesc¢ ptytke reakcyjng na bloku termicznym urzgdzenia.
7 Z poziomu komputera kliknij opcje Close Lid.

Pokrywa urzadzenia zostanie zamknieta.
8 Kliknij opcje Start Run.
9 Zapisz plik serii oznaczenia w pozgdanym folderze. Wprowadz nazwe pliku i kliknij opcje Save.

Urzadzenie rozpocznie prowadzenie doswiadczenia.

Przypisanie ustawien analizy danych dla systemu CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System

Etap 1. Wyswietlenie wykreséw amplifikacji dla wszystkich elementéw docelowych
we wszystkich dotkach

1 Po zakonczeniu serii oznaczenia otworz doswiadczenie w aplikacji CFX Maestro.

Doswiadczenie zostanie otwarte w oknie Data Analysis.
2 U gory okna kliknij karte Quantification, jesli nie zostata jeszcze wybrana.

W oknie wyswietlane sg wykresy amplifikacji, tabela wynikow w kazdym dotku oraz schemat
mapy ptytki.
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3 Zastosuj funkcje Fluorescence Drift Correction.
U goéry okna Data Analysis kliknij kolejno opcje Settings > Baseline Settings > Apply
Fluorescence Drift Correction.
Oprogramowanie automatycznie skoryguje kazdy dryf sygnatu fluorescenciji, ktéry moze
wystepowac w zakresie cykli linii bazowe;.

4 Sprawdz wykresy amplifikacji z wczesng amplifikacjg (tj. przed cyklem 9). Wyklucz z analizy
wszystkie probki badane z wezesng amplifikacjg i oznacz je ponownie z wykorzystaniem
mniejszego stezenia.

W probkach badanych z nietypowo duzymi stezeniami wirusowego RNA amplifikacja
wirusowych elementow docelowych moze osiggnac¢ wykrywalne poziomy przy bardzo
wczesnym numerze cyklu (< 9). W ramach obliczen korekty z uzyciem linii bazowej
oprogramowanie moze interpretowac takie wczesne sygnaty amplifikacji jako szum tfa i nie
przypisac¢ w takich prébkach wartosci Cq do elementow docelowych wirusa.

Nalezy prowadzi¢ obserwacje pod kagtem obecnosci takich probek badanych, wyswietlajac
wykresy amplifikacji bez korekty z zastosowaniem linii bazowej (dla opcji Baseline Setting
wybierz ustawienie No Baseline Subtraction). Jesli ktdras z badanych prébek wykazuje cechy
amplifikacji przed 9. cyklem, nalezy usunac te dotki z analizy z poziomu okna Plate Editor.
Nastepnie nalezy ponownie przeprowadzi¢ reakcje gRT-PCR dla takiej probki po rozciericzeniu
kwasu nukleinowego w stosunku 1:100 z uzyciem odpowiedniego buforu do elugji.

Etap 2. Ocena wartosci progowych

5 Sprawdz wybory dokonane po wybraniu opcji Settings > Baseline Setting, aby upewnic sig,
ze wybrano ustawienie Baseline Subtracted Curve Fit.

6 Kliknij prawym przyciskiem myszy na wykresie Amplification i wybierz opcje Show Threshold
Values (jesli nie zostata jeszcze zaznaczona).

Linia wartosci progowej dla kazdego elementu docelowego jest wyswietlana w postaci
poziomej linii.

7 Zaznacz pole wyboru Log w poblizu prawego dolnego rogu wykresu Amplification.

Wyswietlanie wykreséw amplifikacji w wartosciach logarytmicznych zapewnia lepszy obraz
szumu tta sygnatu.

8 Ustaw minimalng wartosc dla osi Y na 0,0.
a Kliknij ikone Chart Settings po prawej stronie wykresu Amplification. g

Zostanie otwarte okno dialogowe Chart Settings.

Kliknij karte Axes Scale.

Usun zaznaczenie pola wyboru Auto Scale.

W kolumnie Min dla opcji Y-Axis (log 10) wpisz 0.0 (zob. Rycina 33).

® o O T

Kliknij przycisk OK.

Okno dialogowe zostanie zamkniete, a skala osi Y bedzie rozpoczynata sie od wartosci 0,0,
co umozliwi wyswietlenie szumu sygnatu na wykresach. Przyktad przedstawia Rycina 34.
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Chart Settings X

Chart And Axes Fonts  Axes Scale

Scale: [ Auto Scale

Min Max
¥-ais: (0 T 42 =
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4k

Grid Lines Minor Ticks

Apply QK Cancel

Rycina 33 Okno dialogowe ustawien wykresu oprogramowania Maestro — karta skali osi

Amplifikacja
0t - T r T
1{}3 Y -
CRC & IR :

0 10 20 30 40
Cykle

Log Sci

Rycina 34 Wykres amplifikacji oprogramowania Maestro w skali logarytmicznej — wartosci
progowe elementow docelowych sg wyswietlane w postaci poziomych linii

9 Ocen wzrokowo wykresy amplifikacji oraz domysing wartos¢ progowa dla elementu
docelowego N1.

a Skorzystaj z pél wyboru ponizej wykresu Amplification w celu zaznaczenia do wyswietlania
wytgcznie elementu docelowego FAM (N1).
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b Okresl, czy wartos¢ progowa jest zarowno wystarczajgco wysoka, by przekraczata szum
tta, jak i wystarczajgco niska, by uwzglednic¢ wykresy w wyktadniczej fazie amplifikacji (zob.
Rycina 35). Na podstawie tych ustalen kontynuuj zgodnie ze wskazdwkami, ktére zawiera
Tabela 15.

10 Powtdrz etap 11 dla elementu docelowego N2, a nastepnie dla elementu docelowego RP.

Amplifikacja
w——————————————
107 oo LI SR
amplifikacja
wyktadnicza 1 <A
o} 2 \
2 107 oo ___\I/)vr?)r;gjs:a
10" 4
ilszum tia
10%
0
[ Log 5e

Rycina 35 Wykres amplifikacji oprogramowania Maestro dla elementu docelowego N1
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Tabela 15 Weryfikowanie optymalnego ustawienia wartosci progowej w oprogramowaniu Design & Analysis

Pozycja wartosci  Opis
progowej

Dziatanie

Optymalna Powyzej szumu tta

pozycja i obejmujgca wszystkie
wykresy w wykfadniczej
fazie amplifikacji

Zbyt wysoka Niektore wykresy w fazie
wyktadniczej amplifikacji
nie przechodzg przez
wartos¢ progowg

Zbyt niska Niektore wykresy nie
znajdujg sie powyzej
szumu tfa.

Pozostaw biezgce wartosci dla wartosci progowych.

+ Sprawdz, czy wystepujg dotki z wyjatkowo duzym szumem tta. Takie

odstajgce dotki mogg spowodowac zbyt wysokie ustawienie wartosci
progowej przez oprogramowanie.

Kliknij kolejno opcje Plate Setup > View/Edit Plate, aby otworzy¢ edytor
ptytki.

+ Wybierz odstajgcy dotek na mapie ptytki.
« W panelu po prawej stronie edytora ptytki zaznacz pole wyboru oznaczone

jako Exclude Wells in Analysis (znajdujace sie u dotu panelu).

Kliknij przycisk OK. Po wyswietleniu zapytania, czy zmiany majg zostaé
zastosowane, kliknij opcje Yes. Oprogramowanie obliczy ponownie wartosc
progowg po wykluczeniu odstajgcego dotka. Mozna rowniez przeciggngc
recznie na wykresie za pomocg myszy linie wartosci progowej do nowe;j
pozyciji.

Kliknij ikone Baseline Threshold po prawej stronie wykresu Amplification

w celu otwarcia okna dialogowego Baseline Threshold.

W przypadku opcji Single Threshold zmier ustawienie z Auto Calculated na
User Defined. (Zapobiegnie to ponownemu przeliczeniu wartosci progowe;
przez oprogramowanie po ponownym uwzglednieniu odstajgcego dotka).
Kliknij przycisk OK, aby zamkng¢ okno dialogowe.

Kliknij kolejno opcje Plate Setup > View/Edit Plate, aby ponownie otworzy¢
edytor ptytki. Wybierz odstajgcy dotek i usun zaznaczenie pola wyboru
Exclude Wells in Analysis. Kliknij przycisk OK, a nastepnie Yes.

« Na mapie ptytki pod wykresem Amplification zaznacz wszystkie dotki

w celu ponownego uwzglednienia w analizie odstajgcego dotka.

* Jesli wykres amplifikacji dla odstajgcego dotka nie wykazuje amplifikacji
wyktadniczej w zadnym numerze cyklu, sprawdz, czy obnizona wartos¢
progowa nie powoduje przypisania przez oprogramowanie do dotka wartosci
Cq (ze wzgledu na sygnat tta przekraczajgcy wartos$¢ progowa). Jesli tak jest,
sprobuj zmodyfikowac inne ustawienia analizy dla tego dotka, np. dostosowac
liczbe cykli Baseline Begin i (lub) Baseline End.

+ Zwieksz wartos¢ progowa do poziomu nieznacznie przekraczajgcego szum

tta.

Etap 3. Sprawdzenie wynikéw w dotku NTC

11 W tabeli wyswietlajgcej wyniki odszukaj reakcje z probkg kontrolng niezawierajgcg matrycy
(NTC), znajdujaca sie w dotku A12.

12 Upewnij sie, ze w kolumnie Cq dla wszystkich trzech elementéw docelowych widoczna jest
informacja ,N/A" lub wartos¢ Cq > 37,00.

Jesli wartos¢ Cq dla reakcji NTC w przypadku ktéregos elementu docelowego wynosi < 37,00,
mogto dojs¢ do zanieczyszczenia probki. Nalezy uniewaznic serie i powtorzy¢ oznaczenie,
scisle stosujgc sie do wytycznych.
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Eksportowanie danych z oprogramowania CFX Maestro

1 W gornej czesci okna Data Analysis kliknij kolejno opcje Export > Custom Export.

Zostanie wyswietlone okno dialogowe Custom Export.

2 W polu Export Format wybierz rodzaj pliku dla eksportowanych danych, np. Excel 2007
(*xlIsx.).

Upewnij sie, ze na komputerze znajduje sie odpowiednie oprogramowanie do otwarcia
wybranego rodzaju pliku.

3 W oknie dialogowym zaznacz pola wyboru, ktére przedstawia Rycina 36. Przejrzyj sekcje
Exported Columns, aby upewnic¢ sie, ze znajdujg sie w niej kolumny o nazwie Well, Target
Name, Sample Name i Cq.

| Export Format: | Excel 2007 (*xlsx)

Data to Export
Include Run Information Header

Sample Description Exported Columns
Wl Wel

[ Fucrophare Tanget Name
Target Name gample MName

{ |[] Content q

[] Replicate Mumber
Sample Name

[] Biclogical Group Name
[] Well Note

Quantification

Cq

[] Starting Guantity

[] Cq Mean

{ |] Cq Standard Deviation

[] Guantity Standand Deviation

[l >

| Melt Curve |

[] Mek Temperature

[] Melt Peak Height

[] Melt Peak Begin Temperature
[] Melt Peak End Temperature

End Point

] End Point Call
] End RFU

Customize Column MNames...

Set as Default Configuration

Export Close

Rycina 36 Ustawienia niestandardowego eksportu danych dla aplikacji CFX Maestro
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4 Kliknij przycisk Export.
Zostanie otwarte okno dialogowe Save As.

5 Wybierz folder dla pliku.

6 W polu File name wpisz nazwe pliku lub skorzystaj z nazwy domysinej.

7 Kliknij opcje Save.
Okno dialogowe zostanie zamkniete, a program wyeksportuje dane do pliku o wybranym
rodzaju i zapisze go we wskazanym folderze.

8 Otworz plik i przeanalizuj dane Cq dla kazdej z probek badanych i kontrolnych w celu
interpretacji wynikow. Zob. Rozdziat 6, ,Analiza i wyniki”
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SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent K1180A
Instrukcja uzycia

6 Analiza i wyniki

Interpretacja wynikow 69

W niniejszym rozdziale zamieszczono informacje na temat interpretowania wynikdw oznaczenia
na podstawie danych gRT-PCR.

Agilent
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Interpretacja wynikéw

Wyniki i interpretacja w przypadku prébek kontrolnych

Jesli zadna z probek kontrolnych nie wykazuje oczekiwanego dziatania, ktorego opis zawiera
Tabela 16, oznaczenie mogto zostac nieprawidtowo skonfigurowane lub wykonane, lub tez
mogto dojs¢ do nieprawidtowego dziatania odczynnika lub sprzetu. W takim przypadku serie
nalezy uniewazni¢ i powtorzy¢ oznaczenie.

Probka kontrolna niezawierajgca matrycy (ang. No Template Control, NTC)

Probka NTC to woda niezawierajgca nukleazy wykorzystana zamiast RNA w reakcji gRT-PCR.
Reakcja NTC nie powinna wykazywac¢ krzywych przyrostu fluorescencji, ktére przecinajg sie z linig
wartosci progowej 37,00 cyklu dla ktéregokolwiek z trzech elementéw docelowych. Jesli reakcja
NTC wykazuje krzywa przyrostu z wartoscig Cq wynoszacg < 37,00, mogto dojs¢ do zanieczyszczenia
probki. Nalezy uniewaznic¢ serie i powtorzy¢ oznaczenie, scisle stosujac sie do wytycznych.

Kontrola dodatnia SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx

Reakcja gRT-PCR dla kontroli dodatniej SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control Dx da
wynik dodatni dla elementow docelowych 2019-nCoV_N1i2019-nCoV_N2 z wartoscig Cq
nieprzekraczajgcag 37,00 oraz wynik ujemny (zgtaszany jako niewykrycie Cq lub warto$é Cq
> 37,00) dla genu ludzkiej RNazy P.

Probka kontrolna zawierajgca materiat pochodzacy od cztowieka (HSC)

Probka kontrolna zawierajgca materiat pochodzacy od cztowieka (HSC) zawiera niezakazne
komorki ludzkie i jest wykorzystywana jako kontrola procedury ekstrakcji RNA w celu wykazania
pomyslinej ekstrakcji RNA i integralnosci odczynnikow do ekstrakeji. Reakcja gRT-PCR z uzyciem
RNA wyizolowanego z prébki kontrolnej zawierajgcej materiat pochodzacy od cztowieka powinna
da¢ wynik dodatni dla elementu docelowego RP z wartoscig Cq nieprzekraczajgcg 37,00.
Elementy docelowe N1 i N2 wirusa SARS-CoV-2 powinny da¢ wyniki ujemne (zgtaszane jako
niewykrycie Cq lub wartosé¢ Cq > 37,00).

Tabela 16 Oczekiwane dziatanie prébek kontrolnych
Rodzaj Nazwa probki Wykorzystywanado  Wynik dla Wynik dla Wynik dla
probki kontrolnej monitorowania elementu elementu elementu
kontrolnej docelowego N1 docelowego N2 docelowego RP
Kontrola Kontrola dodatnia Istotny problem Dodatni Dodatni Ujemny
dodatnia SARS-CoV-2 z odczynnikami, (Cq<37,00) (Cq<37,00) (niewykrycie Cq lub
Synthetic Positive w tym z integralnosciag Cq > 37,00)
RNA Control Dx starteréw i sondy
Kontrola NTC Zanieczyszczenie Ujemny Ujemny Ujemny
ujemna odczynnika i (lub) (niewykrycie Cq lub  (niewykrycie Cqlub  (niewykrycie Cq lub
$rodowiska Cqg > 37,00) Cqg > 37,00) Cqg > 37,00)
Ekstrakcja Probka kontrolna Niepowodzenie Ujemny Ujemny Dodatni
zawierajgca materiat  procedury lizy (niewykrycie Cq lub  (niewykrycie Cqlub  (Cq < 37,00)
pochodzacy od i ekstrakgji, mozliwe Cq > 37,00) Cq > 37,00)
cztowieka (HSC) zanieczyszczenie

podczas ekstrakcji
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Wyniki i interpretacja w przypadku prébek klinicznych

Tabela 17 zawiera liste oczekiwanych wynikow oznaczenia. Jesli laboratorium uzyska
nieoczekiwane wyniki dla probek kontrolnych oznaczenia lub uzyska niejednoznaczne badz
nieprawidtowe wyniki, ktore sie powtarzajg po ponownym oznaczeniu, nalezy sie skonsultowac
z CDC i uzyskac opinie na temat probek.

Element docelowy w postaci genu ludzkiej RNazy P (RP)

Wszystkie probki kliniczne powinny wykazywac krzywe przyrostu fluorescencji dla elementu
docelowego RP ktore przecinajg linie wartosci progowej w ciggu 37,00 cyklu (Cq < 37,00), co
wskazuje na obecnosc¢ genu ludzkiej RNazy P. Niewykrycie elementu docelowego RP w zadnej
Z prébek klinicznych moze wskazywac na:

+ nieprawidtowg ekstrakcje kwasu nukleinowego z materiatu klinicznego, skutkujgca utratg
i (lub) degradacjg RNA, badz przeniesienie substancji hamujgcych;

brak wystarczajgcej ilosci ludzkiego materiatu komodrkowego z powodu niewtasciwego
pobrania lub utraty integralnosci probki;

* nieprawidfowe skonfigurowanie i wykonanie oznaczenia;
* nieprawidtowe dziatanie odczynnikow lub sprzetu.

Interpretacja w przypadku nieuzyskania dodatniego wyniku dla elementu docelowego RP
w probkach klinicznych pobranych od ludzi jest nastepujgca:

« Jesli wyniki dla elementéw docelowych N1 i N2 sg dodatnie (Cq < 37,00), nawet w przypadku
braku dodatniego wyniku dla elementu docelowego RP, wynik nalezy uznac za wazny.
Mozliwe jest, ze w przypadku niektérych probek nie uda sie wykazac krzywych przyrostu dla
genu RNazy P ze wzgledu na matg liczbe komorek w oryginalnej probce klinicznej lub
z powodu zmniejszenia wydajnosci amplifikacji elementu docelowego RP przez elementy
docelowe wirusa, zwtaszcza w przypadku probek z wysokg wiremia. Ujemny sygnat dla
elementu docelowego RP nie wyklucza wystepowania RNA wirusa SARS-CoV-2 w probce
klinicznej.

Jesli wynik dla elementu docelowego RP jest ujemny (niewykrycie Cq lub warto$¢ Cq > 37,00)
i jesli dla jednego lub obu elementéw docelowych N1 oraz N2 uzyskano wynik ujemny
(niewykrycie Cq lub wartos¢ Cq > 37,00), wynik probki nalezy uznaé za niewazny. Jesli
dostepna jest pozostatosc takiej probki, nalezy ponownie przeprowadzi¢ procedure ekstrakgcji
i powtorzyc test. Jesli dla wszystkich elementow docelowych ponownie zostanie uzyskany
wynik ujemny, wyniki nalezy zgtosi¢ jako niewazne i w miare mozliwosci pobra¢ nowa probke.

Elementy docelowe 2019-nCoV_N1 i 2019-nCoV_N2
+ Gdy wszystkie probki kontrolne zachowujg sie w oczekiwany sposéb, probke uznaje sie za
dodatniag w kierunku wirusa SARS-CoV-2 po spetnieniu ponizszego warunku.

Krzywe przyrostu dla obu elementow docelowych N1 oraz N2 przecinajg linie wartosci
granicznej w ciggu 37,00 cyklu (Cq < 37,00). Wynik dla elementu docelowego RP nie musi
by¢ dodatni (zob. opis powyzej), aby wynik dla wirusa SARS-CoV-2 byt nadal wazny.

+ Gdy wszystkie probki kontrolne zachowujg sie w oczekiwany sposob, probke uznaje sie za
ujemna w kierunku wirusa SARS-CoV-2 po spetnieniu OBYDWU ponizszych warunkow.

Krzywe przyrostu dla elementow docelowych N1 oraz N2 NIE przecinaja linii wartosci
granicznej w ciggu 37,00 cyklu (niewykrycie Cq lub Cq > 37,00).

Krzywa przyrostu dla elementu docelowego RP PRZECINA linie wartosci granicznej w ciggu
37,00 cyklu (Cq < 37,00).
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Gdy wszystkie probki kontrolne zachowujg sie w oczekiwany sposob, probke uznaje sie za
niejednoznaczna pod kgtem obecnosci wirusa SARS-CoV-2 po spetnieniu CO NAJMNIEJ
JEDNEGO z ponizszych warunkow.

Krzywa przyrostu dla jednego z elementdw docelowych wirusa 2019-nCoV przecina linie
wartosci progowej w ciggu 37,00 cyklu (Cq < 37,00), podczas gdy krzywa wzrostu dla
drugiego elementu docelowego wirusa 2019-nCoV nie przecina linii wartosci progowe;j
w ciggu 37,00 cyklu (niewykrycie Cq lub Cq > 37,00). Krzywa przyrostu dla elementu
docelowego RP przecina linie wartosci granicznej w ciggu 37,00 cyklu (Cq < 37,00).

W przypadku prébek niejednoznacznych nalezy ponownie przebada¢ RNA wyizolowany
Z prébki. Jesli nie sg dostepne pozostatosci RNA, nalezy ponownie wyizolowaé RNA

Z pozostatej probki i przebada¢ go ponownie. W przypadku uzyskania takiego samego
wyniku nalezy zgtosi¢ wynik niejednoznaczny.

Jesli probka kontrolna zawierajgca materiat pochodzgcy od cztowieka (HSC) daje wynik
dodatni dla N1 lub N2 (Cq < 37,00), mogto dojs¢ do zanieczyszczenia podczas ekstrakgji lub
obchodzenia sie z prébka. Nalezy uniewazni¢ wszystkie wyniki dla prébek poddawanych
ekstrakcji wraz z prébka kontrolng zawierajgcg materiat pochodzgcy od cztowieka (HSC).
Przeprowadzi¢ ponowng ekstrakcje probek oraz probki kontrolnej zawierajgcej materiat
pochodzgcy od cztowieka (HSC) i ponownie wykona¢ oznaczenie.

Tabela 17 Oczekiwane wyniki oznaczenia qRT-PCR w kierunku wirusa SARS-CoV-2

2019-nCoV_N1

2019-nCoV_N2  Gen ludzkiej Interpretacja Zgtaszany wynik Dziatania

RNazy P wyniku*
Dodatni Dodatni Dodatni LUB ~ Wykryto wirusa ~ Dodatni wynik Przekazac¢ wyniki CDC oraz
(Cqg<£37,00) (Cqg<37,00) ujemny SARS-CoV-2 badania w kierunku  osobie zlecajgcej test
wirusa SARS-CoV-2

Ujemny Ujemny Dodatni Nie wykryto Nie wykryto Przekaza¢ wyniki osobie
(niewykrycie Cq  (niewykrycie Cq (Cg<37,00) wirusa zlecajacej test Rozwazy¢
lub Cq > 37,00) lub Cq > 37,00) SARS-CoV-2 wykonanie badan w kierunku

innych wirusow uktadu
oddechowego.

Dodatni Ujemny Dodatni Wynik Niejednoznaczny Powtdrzy¢ oznaczenie

(Cq<37,00) (niewykrycie Cq (Cg<37,00) niejednoznaczny wyizolowanej prébki i (lub)
lub Cq > 37,00) powtodrzy¢ ekstrakcje oraz
reakcje qRT-PCR.

Ujemny Dodatni Dodatni Wynik Niejednoznaczny Powtorzy¢ oznaczenie
(niewykrycie Cq (Cq <37,00) (Cg<37,00) niejednoznaczny wyizolowanej prébki i (lub)
lub Cq > 37,00) powtorzyc¢ ekstrakcje oraz

reakcje gRT-PCR.
Jesli wynik dla jednego lub obu Ujemny Wynik niewazny  Niewazny Powtdrzy¢ ekstrakcje oraz
elementéw docelowych wirusa (niewykrycie reakcje gRT-PCR. Jesli wynik
2019-nCov jest ujemny (niewykrycie Cqlub powtdrzonego oznaczenia
Cqlub Cq > 37,00) Cq > 37,00) nadal jest niewazny,

rozwazy¢ pobranie nowej
probki od pacjenta.

* Laboratoria powinny zgtasza¢ wyniki swoich badan diagnostycznych zgodnie z obowigzujgcym w nich systemem zgtaszania.

T Nie ustalono optymalnych rodzajéw prébek ani czasu wystepowania szczytowych ilosci wirusa w trakcie zakazenia
wywotywanego przez wirusa 2019-nCoV. Do wykrycia wirusa moze by¢ konieczne pobranie kilku probek od tego samego
pacjenta. Mozliwos¢ uzyskania fatszywie ujemnego wyniku powinna byé szczegdlnie brana pod uwage, jesli ostatnie narazenie
lub obraz kliniczny pacjenta sugeruje zakazenie wirusem 2019-nCoV i jesli testy diagnostyczne w kierunku innych przyczyn
choroby (np. innej choroby uktadu oddechowego) daty wynik ujemny, Jesli nadal podejrzewane jest zakazenie wirusem
2019-nCoV, nalezy rozwazy¢ ponowne wykonanie testu po konsultacji z organami ds. zdrowia publicznego.

Instrukcja uzycia — zestaw SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit 71



SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent K1180A
Instrukcja uzycia

7 Kontrola jakosci

Kontrola jakosci 73

W niniejszym rozdziale zamieszczono informacje na temat metod kontroli jakosci w przypadku
oznaczenia.
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Kontrola jakosci

Wymagania dotyczgce kontroli jakosci muszg zostac spetnione zgodnie z lokalnymi,
stanowymi i federalnymi przepisami lub wymaganiami akredytacyjnymi oraz standardowymi
procedurami kontroli jakosci stosowanymi w laboratorium uzytkownika.

+ Procedury kontroli jakosci majg na celu monitorowanie wydajnosci odczynnikéw i oznaczenia.

+ Nalezy przetestowac wszystkie kontrole dodatnie przed oznaczeniem probek diagnostycznych
z kazdej nowej serii zestawu, aby potwierdzi¢, czy wszystkie odczynniki i elementy zestawu
dziatajg prawidtfowo.

Dobra praktyka laboratoryjna (cGLP) zaleca wtgczenie dodatniej kontroli ekstrakcji do kazdej
partii izolacji kwasow nukleinowych.

+ Probka kontrolna zawierajgca materiat pochodzacy od cztowieka musi by¢ przetwarzana
w trakcie ekstrakcji kwaséw nukleinowych w kazdej partii probek przeznaczonych do
oznaczenia.

+ Podczas kazdej serii amplifikacji i detekcji nalezy zawsze uwzglednia¢ probke kontrolng
niezawierajgcg matrycy (ang. No Template Control, NTC) oraz dodatnig prébe kontrolng
SARS-CoV-2 Synthetic Positive RNA Control.

Zestaw sond/starteréw dla genu ludzkiej RNazy P (uwzgledniony w mieszaninie
10x SARS-CoV-2 Primer/Probe Mix) pozwala na kontrole jakosci probki i ekstrakgiji.
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Ograniczenia oznaczenia

Ograniczenia 75

W niniejszym rozdziale opisano ograniczenia oznaczenia wykonywanego z uzyciem zestawu
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent
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Ograniczenia

1 Korzystanie z tego oznaczenia jest ograniczone do personelu, ktory zostat przeszkolony
w zakresie tej procedury. Nieprzestrzeganie tych instrukcji moze skutkowac btednymi
wynikami.

2 Wiarygodne wyniki zalezg od odpowiedniego pobrania, transportu, przechowywania
i przetwarzania probek.

3 Nalezy unikac¢ zanieczyszczenia, przestrzegajgc dobrych praktyk laboratoryjnych oraz
procedur okreslonych w niniejszej instrukcji uzycia.

4 Ujemne wyniki nie wykluczajg zakazenia wirusem SARS-CoV-2 i nie powinny by¢
wykorzystywane jako jedyna podstawa do podejmowania decyzji dotyczgcych leczenia
pacjenta.

5 Wynik dodatni wskazuje na wykrycie kwasu nukleinowego z odpowiedniego wirusa. Kwas
nukleinowy moze sie utrzymywac w organizmie nawet po utracie zywotnosci przez wirusa.

6 Wydajnosc¢ oznaczenia z zastosowaniem zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent
okreslono, wykorzystujgc probki wymazu z jamy nosowo-gardtowej pobrane na podtoze
transportowe UTM lub VCM. Probki wymazow z jamy ustno-gardtowej, nosa oraz ze
srodkowej czesci matzowiny nosowej to akceptowalne rodzaje probek do stosowania wraz
z oznaczeniem SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent, jednak wydajnos¢ w ich przypadku
nie zostata ustalona. Badanie wymazow z jamy ustno-gardtowej, nosa i ze srodkowej czesci
matzowiny nosowej (pobieranych samodzielnie pod nadzorem lub przez pracownika stuzby
zdrowia) jest ograniczone do pacjentéw z objawami COVID-19.

7 Zestaw SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent nie zawiera probki do wykorzystania jako
prébka kontrolna zawierajgca materiat pochodzacy od cztowieka (ang. Human Specimen
Control, HSC). Probka uzywana jako kontrolna musi zosta¢ zweryfikowana przez
laboratorium.
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W niniejszym rozdziale zamieszczono informacje na temat charakterystyki dziatania zestawu
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent.
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Charakterystyka dziatania

Ponizej przedstawiono dane dotyczace charakterystyki dziatania zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR
Dx Kit firmy Agilent. We wszystkich procedurach ekstrakcji wykorzystano objetosci wejsciowe
probek oraz objetosci elucji zalecane w czesci ,Ekstrakcja kwaséw nukleinowych” na strona 19.

Czutosé analityczna (granica wykrywalnosci)

Firma Agilent przeprowadzita badanie granicy wykrywalnosci (ang. Limit of Detection, LoD)

w celu ustalenia najmniejszego stezenia wirusa SARS-CoV-2 (wyrazonego jako liczba kopii
genomu wirusa), ktére moze zostaé wykryte za pomocg zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit
firmy Agilent co najmniej w 95% przypadkow z wykorzystaniem kazdej z obstugiwanych procedur
ekstrakcji kwasu nukleinowego na kazdym z trzech obstugiwanych systemoéw do reakcji PCR

W czasie rzeczywistym.

Panele probek do badania LoD zostaty stworzone przez rozcienczenie dostepnego w handlu,
ocenionego ilosciowo wzorca SARS-CoV-2 potgczonymi ujemnymi probkami klinicznymi
(matryca ujemng) w celu uzyskania serii pozadanych stezen docelowych wirusa SARS-CoV-2.
Wszystkie probki kliniczne byty wymazami z jamy nosowo-gardtowej uprzednio przebadanymi

w kierunku obecnosci wirusa SARS-CoV-2 przez dostawce przy uzyciu oznaczenia SARS-CoV-2
z autoryzacjg do uzytku w sytuacjach awaryjnych, potwierdzonymi nastepnie przez firme Agilent.

We wstepnym doswiadczeniu LoD wykorzystano rézne stezenia wirusa z trzema powtorzeniami
dla kazdego stezenia. Zakres stezeri badanych w doswiadczeniu wstepnym obejmowat stezenia
od 0,75 do 3 kopii/ul. Wyniki doswiadczenia wstepnego wskazaty, ze ostateczna wartos¢ LoD
bedzie sie prawdopodobnie miesci¢ w tym zakresie i rozni¢ w zaleznosci od metody ekstrakgji
oraz systemu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Ostateczne doswiadczenie potwierdzajgce LoD catego oznaczenia zostato przeprowadzone na
trzech docelowych poziomach wejsciowych: 0,75, 11 1,5 kopii/ul. Na kazdym z trzech docelowych
poziomow wejsciowych przetestowano 20 poszczegodlnych powtdrzen ekstrakcji we wszystkich
mozliwych kombinacjach metody ekstrakcji i systemu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
Tabela 18 przedstawia odsetki przypadkéw pozytywnego wykrycia z tego doswiadczenia.
Wskaznik wykrywalnosci 20/20 oznacza, ze wszystkie 20 powtorzen ekstrakcji byto
wykrywalnych przy danej kombinacji metody ekstrakcji i systemu do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.
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Tabela 18 Potwierdzenie ostatecznej granicy wykrywalnosci — odsetki przypadkéw pozytywnego wykrycia* dla
kazdej metody ekstrakcji kwasu nukleinowego w kazdym systemie do reakcji PCR w czasie
rzeczywistym (Agilent AriaMx, ABI 7500 i Bio-Rad CFX96)

Docelowe stezenie wejsciowe Zestaw QIAsymphony DSP Virus/Pathogen [Zestaw MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic

wirusa SARS-CoV-2 przed Midi Kit z systemem QIAsymphony Acid Isolation Kit z systemem KingFisher

ekstrakcja (kopie/pl) (ekstrakcja zautomatyzowana) Flex (ekstrakcja zautomatyzowana)
AriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96

1,5 19/19 (1) 20/20 20/20 20/20 20/20 20/20

1 1/10 (10) 20/20 17/18 (2) 19/19 (1) 18/19 (1) 18/18 (2)

0,75 3/13 (7) 15/16 (4) 18/18 (2) 15/16 (4) 19/19 (1) 16/16 (4)

* Wskazniki wykrywalnosci sg wyrazone jako liczba powtorzen z dodatnim wynikiem z catkowitej liczby powtdrzen z wynikiem
dodatnim i ujemnym. Liczby w nawiasach, jesli sg podane, wskazujg liczbe nierozstrzygajacych powtdrzen. W tych przypadkach
catkowita liczba powtdrzen z wynikami dodatnimi i ujemnymi jest mniejsza niz 20.

Tabela 19 podsumowuje ostateczne wartosci LoD dla kazdej kombinacji metody ekstrakcji

i systemu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Wartosci te przedstawiajg liczbe kopii wirusa na
ul wyizolowanego kwasu nukleinowego, ktére moga zosta¢ wykryte za pomocg zestawu
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent w co najmniej 95% przypadkow.

Tabela 19 Podsumowanie ostatecznej granicy wykrywalnosci — LoD dla kazdej metody ekstrakcji kwasu
nukleinowego w kazdym systemie do reakcji PCR w czasie rzeczywistym (Agilent AriaMx,
ABI 7500 i Bio-Rad CFX96)

Metoda ekstrakcji kwasu nukleinowego Limit wykrywalnosci catego oznaczenia (kopie/pil)
AriaMx 7500 CFX96
Zestaw QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit z systemem 1,5 1 1,5

QlAsymphony (ekstrakcja zautomatyzowana)

Zestaw MagMAX Viral/Pathogen Il Nucleic Acid Isolation Kit 1 1,5 1,5
z systemem KingFisher Flex (ekstrakcja zautomatyzowana)

Zakres zastosowania testu

W zestawie SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent sekwencje starteréw oligonukleotydowych
i sond dla elementéw docelowych N1 i N2 wirusa oraz ludzkiego genu RNazy P sg identyczne pod
wzgledem sekwencji z sekwencjami stosowanymi w panelu diagnostycznym dla zastosowan
awaryjnych CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel for
Emergency Use Only. Zakres zastosowania tego

panelu zostat ustalony wczesniej.

Reaktywnos$¢ krzyzowa

W zestawie SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent sekwencje starteréw oligonukleotydowych
i sond dla elementéw docelowych N1 i N2 wirusa oraz ludzkiego genu RNazy P sg identyczne pod
wzgledem sekwencji z sekwencjami stosowanymi w panelu diagnostycznym dla zastosowan
awaryjnych CDC 2019-Novel Coronavirus (2019-nCoV) Real-Time RT-PCR Diagnostic Panel for
Emergency Use Only. Reaktywnos¢ krzyzowa tego panelu zostata ustalona wczesnie.
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Ocena kliniczna

Zestaw SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent zostat poddany ocenie klinicznej

z wykorzystaniem probek wymazu z jamy nosowo-gardtowej pobranych od ludzi. Dla kazdego
warunku przeprowadzono badania na 80 prébkach: 40 ujemnych prébkach wymazu z jamy
nosowo-gardtowej i 40 dodatnich probkach wymazu z jamy nosowo-gardtowej. Dodatni lub
ujemny wynik kazdej probki zostat potwierdzony testem qRT-PCR w kierunku wirusa SARS-CoV-2,
przeprowadzonym na podstawie pozwolenia na uzytek w sytuacjach awaryjnych (ang.
Emergency Use Authorization, EUA). Celem oceny klinicznej byta ocena zgodnosci klinicznej
(dodatni/ujemny) wynikdw oznaczenia uzyskanych za pomocg zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx
Kit firmy Agilent z wynikami uzyskanymi za pomocg poréwnawczego oznaczenia EUA gRT-PCR
w kierunku wirusa SARS-CoV-2.

Ekstrakcja kwasu nukleinowego zostata przeprowadzona na kazdej probce przy uzyciu obu
obstugiwanych automatycznych platform ekstrakgji (QIAGEN QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi Kit z systemem QlAsymphony SP i Thermo Fisher Scientific MagMAX Viral/Pathogen Il
Nucleic Acid Isolation Kit z systemem KingFisher Flex Purification System) z zastosowaniem
protokotu producenta i zalecen podanych w niniejszej instrukcji uzycia. Kazda wyizolowana
probka byta nastepnie testowana na wszystkich trzech obstugiwanych systemach do reakcji PCR
w czasie rzeczywistym (Agilent AriaMx, ABI 7500 i Bio-Rad CFX96), w sposdb opisany w niniejszej
instrukcji uzycia. W zwigzku z tym kazda probka byta badana w szesciu (6) roznych warunkach.
Kryterium akceptacji byta zgodnos¢ wynikow dodatnich i ujemnych pomiedzy zestawem
SARS-CoV-2 gRT-PCR Dx Kit firmy Agilent a oznaczeniem poréwnawczym na poziomie co
najmniej 95%. Podsumowanie wynikdw poréwnania zawiera Tabela 20.

Tabela 20 Procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich (PPA), procentowa zgodnos¢ wynikow ujemnych (NPA)
i ogélna zgodnos$é (OA) miedzy zestawem SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit firmy Agilent
a poréwnawczym oznaczeniem qRT-PCR EUA w kierunku wirusa SARS-CoV-2

Platforma ekstrakciji: QlAsymphony QIAsymphony QIAsymphony KingFisher KingFisher KingFisher

System do reakcji AriaMx 7500 CFX96 AriaMx 7500 CFX96
PCR w czasie
rzeczywistym:

PPA 97,4% 100,0% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%
NPA 100,0% 97,5% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%
OA 98,7% 98,8% 100,0% 97,5% 97,5% 97,5%
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W niniejszym rozdziale zamieszczono kopie etykiet produktu dla zestawu SARS-CoV-2 gRT-PCR
Dx Kit firmy Agilent.

Agilent
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Etykiety produktu

c € m [:@ agilent.com/chem/sars-cov-2-gper-dx-kit

o Ag"e“ +44 161 492 7054
. .

Agllent SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Reagents

K1180-64100 & 2022-04-20 P \>/ 400
-25°C

ABC123

Agilent Technologies, Inc. Agilent Technologies Denmark ApS
5301 Stevens Creek Bivd, Santa Clara, CA 95051, U SA Produkiionsvej 42

Manufaciured at 2600 Glostrup, Denmark

1834 State Hwy 71 W, Cedar Creek, TX 78612, USA

wwiagilentcom

uD E% (01) 0 5700574 03375 0(10) ABC123 (17) 220429

Rycina 37 Etykieta na opakowaniu dla produktu K1180-64100

2X Billiant 111 C€
qRT-PCR Master Mix Dx X _15°C
[reEF]5191-6866 -25°C

ABC123
2 mi tJ 2020-12-31

ol

Rycina 38 Etykieta na butelce dla produktu 5191-6866

RT/RNase Block Dx (€

A5°C
[REF]5191-6870 gec 4
[Lor] ABC123

400 pl 2 2020-12-31

Rycina 39 Etykieta na probowce dla produktu 5191-6870
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Reference Dye Dx C€

fi, -15°C
[ReF ]5191-6871 -25°C

ABC123
100 1mM  §J2020-12-31

[ o
Rycina 40 FEtykieta na probdwce dla produktu 5191-6871

.|

100 mM DTT Dx C€
X-15°c

[REF ]5191-6872 -25°C

ABC123

100 pl 0d 2020-12-31

|

Rycina 41 Etykieta na probdwce dla produktu 5191-6872

o |

10X SARS-CoV-2 ¢
Primer/Probe Mix Dx ji’ _15°C
[ReF ]5191-6867 -25°C

ABC123
800 i £ 2020-12-31

o

Rycina 42 Etykieta na probowce dla produktu 5191-6867

Instrukcja uzycia — zestaw SARS-CoV-2 qRT-PCR Dx Kit

82



o C€ [ 1] agitent.comichemsars-cov-2-gper-ax-kit
o%a haf
:_...: Aglle“t +44 161 492 7054

Agilent SARS-CoV-2 Positive RNA Ctl Dx

K1180-64200 I 2022-04-20 I \/ 8
ABC123 -85°C

Agilent Technologies, Inc. Agilent Technologies DenmarkApS
5301 Stevens CreekBlvd, Santa Clara, CA 95051, U SA Produkiionsve) 42

Manufactured at 2600 Glostrup, Denmark
1834 State Hwy 71 W, Cedar Creek, TH 78612, USA
wewiagilentcom

uD

G (01) 0 5700574 03376 7 (10) ABC123 (17) 220429

Rycina 43 Etykieta na opakowaniu dla produktu K1180-64200

SARS-Cov-2 Synthetic €
Positive RNA Control Dx X 75°C
[rer]5191-6868 -85°C
ABC123

16 pl tJ 2020-12-31

Rycina 44 Etykieta na probowce dla produktu 5191-6868
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