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Domeniul de utilizare

Testul artus HCV QS-RGQ este un test de amplificare a acidului nucleic in vitro bazat pe
tehnologia revers-transcriere-reactie de polimerizare in lant (reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR) pentru utilizare cu instrumentele QS-RGQ pentru
detectia cantitativa a virusului Hepatitei C (Hepatitis C virus, HCV) ARN (genotipuri 1-6) in

plasma tratata cu EDTA la indivizi infectati cu HCV.

Testul artus HCV QS-RGQ este destinat utilizarii impreuna cu simptomele clinice si cu alli
markeri de laborator, pentru prognosticul bolii si ca ajutor in evaluarea raspunsului viral la
tratamentul antiviral, masurat prin modificarile nivelurilor de HCV ARN in plasma umana
tratatda cu EDTA la nivelul de referinta, n timpul tratamentului si la finalul tratamentului.
Testul artus HCV QS-RGQ nu este destinat screeningului sanguin, de plasma sau de ser
pentru infectia cu HCV. Testul nu trebuie utilizat ca testare de diagnosticare pentru a

confirma prezenta infectiei cu HCV.

Rezumatul si explicarea produsului

artus HCV QS-RGQ Kit constituie un sistem gata de utilizare pentru detectia HCV ARN
utilizand PCR pe instrumentele Rotor-Gene Q, pentru prepararea probelor si configurarea
testului utilizandu-se instrumentele QIAsymphony SP/AS. Virusul hepatitei C RG Master A
si B contine reactivi si enzime pentru amplificarea specifica a unei regiuni de 69 de perechi
de nucleotide din genomul HCV si pentru detectia directa a ampliconului specific in canalul
de fluorescenta Cycling Green al instrumentului Rotor-Gene Q.

in plus, artus HCV QS-RGQ Kit contine un al doilea sistem de amplificare heterologa pentru
identificarea unei posibile inhibari PCR. Aceasta este detectata ca o substanta de control
interna (internal control, IC) in canalul de fluorescentd Cycling Orange al instrumentului

Rotor-Gene Q. Limita de detectie a HCV PCR analitic nu este redusa. Sunt furnizate
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substantele de control externe pozitive (Virusul hepatitei C RG QS 1-4), permitand

determinarea cantitatii de ARN viral.
Informatii despre agentii patogeni
Context

HCV este un virus ARN din familia Flaviviride. Inconjurat de o structurs de tip anvelopa sicu
codificare pentru numai 10 proteine mature, HCV este responsabil pentru patologii grave,
care variaza de la inflamarea ficatului (hepatitd) si ciroza la carcinomul hepatocelular
(hepatocellular carcinoma, HCC), care este fatal, in mod invariabil. in toatd lumea exista
peste 200 de milioane de purtatori de HCV, patru milioane dintre acestia aflandu-se in
Europa. Infectia cu HCV este una dintre cauzele principale ale afectiunii hepatice cronice
din lume, cei mai multi indivizi nestiind ca au aceasta infectie. HCV este clasificat in sase
genotipuri principale (1-6), genotipul 1 (subtipurile a si b) fiind cel mai ntalnit subtip n
America de Nord si in Europa de Vest (1). Intre fiecare genotip existd o omologie nucleotidica
de numai 55 pana la 70%, fiind identificate peste 80 de subtipuri. Determinarea genotipului
este recomandata pentru gestionarea clinicd adecvata si pentru estimarea probabilitatii de
raspuns la tratament (2).

Definirea afectiunii clinice

Infectia acutd cu HCV raméane complet asimptomaticd in marea majoritate a cazurilor.
Perioada de incubatie a HCV variaza intre 6 si 10 saptamani, iar debutul bolii poate avea
simptome nespecifice, incluzand anorexie, disconfort abdominal vag, greata si varsaturi,
febra si oboseala. In cazuri mai rare, aceste simptome initiale pot include galbinare (icter).
Doar un procent mic (10-30%) de indivizi infectati acut va elimina virusul. in majoritatea

cazurilor, HCV stabileste infectia de-a lungul vietii si pacientul devine un purtator cronic.
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Infectia cronica cu HCV este definita ca o continuare a bolii fara imbunatatire pentru o perioada
mai mare de 6 luni si se dezvolta in aproximativ doud treimi dintre indivizii infectati. In alte 10-
20%, infectia cronica cu HCV duce la ciroza si, ulterior, la insuficienta hepatica, cu rate de
mortalitate de pana la 25%. Doar 1-5% dintre purtatorii HCV dezvoltd HCC si acesta tinde sa
fie rar Tn cazurile non-cirotice. Foarte important, infectia cu HCV poate raméane asimptomatica

timp de pana la 20 de ani Tnainte de aparitia complicatiilor grave.

Desi mecanismele care stau la baza progresiei bolii nu sunt in intregime intelese, s-au
raportat mai multi factori care influenteaza rata progresiei bolii HCV. Acestia includ varsta
(cresterea varstei asociata cu progresia mai rapida), sexul (barbatii au o progresie mai rapida
a bolii), consumul de alcool (asociat cu o rata crescuta de progresie a bolii) si prezenta
grésimii in celulele hepatice. Tn plus, s-a documentat foarte bine faptul c& o co-infectie cu
virusul hepatitei B (hepatitis B virus, HBV) si virusul imunodeficientei umane-1 (human

immunodeficiency virus-1, HIV-1) creste semnificativ rata progresiei bolii (3).
Strategii terapeutice curente

Obiectivul tratamentului este eradicarea HCV la indivizii infectati cronic, conducand la un
raspuns virusologic sustinut (Sustained Virological Response, SVR), care este similar unui
tratament. Un SVR este definit ca HCV ARN nedetectabil timp de 12 saptamani (SVR12)
sau 24 de saptamani (SVR24) dupa terminarea tratamentului, masurat printr-un test sensibil
de ARN (cu o limita de detectie [limit of detection, LOD] < 15 Ul/ml) Daca aceasta este atinsa,
infectia cu HCV se vindeca la mai mult de 99% dintre pacienti. SVR este, In general, asociat
cu rezolvarea afectiunii hepatice la pacientii fara ciroza. Pacientii cu ciroza ramén expusi la
riscul de complicatii care pun in pericol viata; cu toate acestea, fibroza hepatica poate
regresa si riscul de complicatii, cum ar fi insuficienta hepaticé si hipertensiunea portala, este
redus.

Pana in 2011, combinatia de interferon alfa pegilat (pegylated interferon alpha, PeglFN-a)
si ribavirina timp de 24 sau 48 de sdptamani a fost tratamentul aprobat pentru HCV cronic.

Cu acest regim, pacientii infectati cu HCV genotip 1 au avut rate SVR de aproximativ 40%
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in America de Nord si 50% in Europa de Vest. Aproximativ 75% pana la 85% dintre
persoanele cu genotipul 2 sau 3 au prezentat un SVR dupa 6 luni de la terminarea unui ciclu
de tratament, in timp ce pentru celelalte genotipuri (4, 5 si 6) proportia a fost cuprinsa intre
50% si 75% (2).

Tn 2011, inhibitorii de proteaza telaprevir (TEL) si boceprevir (BOC) au fost autorizati pentru
tratamentul infectiilor cu HCV genotip 1. Acestea au fost primele antivirale cu actiune directa
(direct-acting antivirals, DAA) active impotriva HCV si au vizat HCV NS3-4A serin-proteaza.
Atat TEL, cat si BOC, au fost administrate impreuna cu PeglFN-a si ribavirina. Pacientii
netratati anterior cu genotipul 1, tratati cu regimuri terapeutice triple, au obtinut rate de SVR

mai mari decéat terapia dubla cu PeglFN-a si ribavirina (4).

De atunci, in UE si SUA (printre alte regiuni) au fost autorizate mai multe DAA
pan-genotipice mai eficiente, cu mai putine efecte secundare, pentru utilizare ca parte a
terapiilor combinate pentru infectia cu HCV. In prezent, pentru prima data sunt disponibile
combinatii fard IFN, in timp ce ribavirina este pastratd pentru anumite combinatii de
tratament. Profilurile efectelor secundare ale terapiilor triple combinate BOC si TEL si
costurile per SVR inseamna ca, in mod ideal, acestea nu ar trebui sa mai fie utilizate la
pacientii infectati cu HCV genotip 1 in tarile cu venituri mari. Trebuie remarcat faptul ca multe
tari cu venituri medii au primit doar recent aprobarea pentru utilizarea TEL si BOC, dar aceste
tratamente sunt in prezent eliminate in tarile cu venituri mari in favoarea DAA de a doua

generatie (2).
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Materiale furnizate

Continutul kitului

artus HCV QS-RGQ Kit (72)

Numar catalog 4538366

Numar de reactii 72

Albastrd  Hepatitis C Virus Master A (Virusul 3x820
hepatitei C Master A)

Violet Hepatitis C Virus Master B (Virusul 3 x 200 pl
hepatitei C Master B)

Rosu Hepatitis C Virus RG QS 1 (10* 1U/pl) 200 ul
(Virusul hepatitei C RG QS 1 (10* Ul/ul))

Rosu Hepatitis C Virus RG QS 2 (102 1U/ul) 200 pl
(Virusul hepatitei C RG QS 2 (103 Ul/ul))

Rosu Hepatitis C Virus RG QS 3 (102 1U/ul) 200 pl
(Virusul hepatitei C RG QS 3 (102 Ul/ul))

Rosu Hepatitis C Virus RG QS 4 (10 1U/pl) 200 pl
(Virusul hepatitei C RG QS 4 (10 Ul/ul))

Verde Hepatitis C Virus RG Internal Control 2 x 1000 pl
(Virusul hepatitei C RG Substanta de
control interna)

Alb Water (PCR grade) (Apa (clasa PCR)) 1900 ul
Handbook (Manual) 1

QS (quantification standard): standard de cuantificare.

Volumele reactivilor au fost optimizate pentru loturi de 24 de probe, inclusiv standardele de
cuantificare (QS 1 pana la 4) si o substanta de control fara sablon (no template control,
NTC).

Pot fi testate mai putine sau mai multe probe, dar va exista o utilizare sub-optima a
amestecului master mix din cauza necesitatii de a include un volum mort, care este necesar
pentru QIAsymphony SP/AS.
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Materiale necesare, dar nefurnizate

Tnainte de utilizare, asigurati-va c& instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate
cu recomandarile producatorului. Acest kit necesita utilizarea instrumentelor QIAsymphony
SP/AS si Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM" cu software adecvat (pentru mai multe detalii, a

se vedea mai jos).
Prepararea probelor
® QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (nr. cat. 937055)

Adaptoare pentru QIAsymphony SP

e Elution Microtube Rack QS (Stativ pentru microeprubete de elutie QS) (Cooling
Adapter, EMT, v2, Qsym (Adaptor de racire, EMT, v2, Qsym), nr. cat. 9020730)

e Tube Insert 3B (Element de insertie 3B al eprubetei) (Insert, 2.0ml v2, samplecarr.
(Element de insertie, 2,0 ml v2, samplecarr.) (24), Qsym, nr. cat. 9242083)

Reactivi si consumabile pentru QIAsymphony SP

® Sample Prep Cartridges, 8-well (Cartuse pentru prepararea probelor, cu 8 godeuri)
(nr. cat. 997002)

® 8-Rod Covers (Tnvelisuri pentru 8 tije) (nr. cat. 997004)
e Filter-Tips, 1500 pl (Varfuri cu filtru, 1500 pl) (nr. cat. 997024)
e Filter-Tips, 200 pl (Varfuri cu filtru, 200 pl (nr. cat. 990332)

* Daca este cazul, instrumentele Rotor-Gene Q 5plex HRM cu o dat& de productie in ianuarie 2010 sau mai tarziu
pot fi utilizate ca o alternativa la instrumentele Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM. Data de productie poate fi obtinuta
din numarul de serie de pe spatele instrumentului. Numarul de serie este in formatul ,llaannn”, unde ,|I” indica luna
de productie in cifre, ,aa” indica ultimele doua cifre ale anului de productie si ,nnn” indica identificatorul unic al
instrumentului.
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Elution Microtubes CL (Microeprubete de elutie CL) (nr. cat. 19588)
Tip disposal bags (Pungi pentru aruncarea varfurilor) (nr. cat. 9013395)

Microtubes 2.0 ml Type H or microtubes 2.0 ml Type | (Microeprubete 2,0 ml Tip H
sau microeprubete 2,0 ml Tip 1) (Sarstedt®, nr. cat. 72.693 si 72.694,

www.sarstedt.com) pentru utilizare cu probe si substante de control interne

BD tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (Eprubete BD 14 ml,
17 x 100 mm din polistiren, cu fund rotund) (Becton Dickinson, nr. cat. 352051)
pentru pregatirea substantei de control interne

Adaptoare pentru QIAsymphony AS

® Reagent holder 1 QS (Suport pentru reactivi 1 QS) (Cooling Adapter, Reagent Holder

1, Qsym (Adaptor de racire, Suport pentru reactivi 1, Qsym), nr. cat. 9018090)

® RG Strip Tubes 72 QS (Eprubete-banda RG 72 QS) (Cooling Adapter, RG Strip

Tubes 72, Qsym (Adaptor de racire, Eprubete-banda RG 72, Qsym), nr. cat.
9018092)

Reactivi si consumabile pentru QIAsymphony AS

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (Eprubete-banda si capace, 0,1 ml (nr. cat. 981103)

Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (Eprubete, conice, 2 ml, Qsym AS)
(nr. cat. 997102) sau Microtubes 2.0 ml Type | (Microeprubete 2,0 ml Tip I)
(Sarstedt, nr. cat. 72.694.005)

Tube, conical, 5 ml, Qsym AS (Eprubeta, conica, 5 ml, Qsym AS) (nr. cat. 997104)
sau Tubes with flat base from PP (Eprubete cu baza plata din PP) (Sarstedt, nr.
cat. 60.558.001)

Reagent Bottles, 30 ml, Qsym AS (Flacoane de reactiv, 30 ml, Qsym AS)
(nr. cat. 997108)

Elution Microtubes CL (Microeprubete de elutie CL) (nr. cat. 19588)
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e Filter-Tips, 1500 pl (Varfuri cu filtru, 1500 pl) (nr. cat. 997024)
e Filter-Tips, 200 pl (Varfuri cu filtru, 200 pl) (nr. cat. 990332)
e Filter-Tips, 50 ul (Varfuri cu filtru, 1500 pl) (nr. cat. 997120)

e Tip disposal bags (Pungi pentru aruncarea varfurilor) (nr. cat. 9013395)

Echipamente

® Pipete (reglabile)*si varfuri de pipete sterile cu filtre
® Agitator vortex*

e Centrifuga de banc* cu rotor pentru eprubete de reactie de 2 ml, capabile sa fie

centrifugate la 6800 x g
® Rotor-gene Q MDx 5plex HRM * T~ (nr. cat. 9002032) si software Rotor-Gene Q

versiunea 2.3 sau mai recenta

® QIAsymphony SP instrument (Instrumentul QIAsymphony SP) (nr. cat. 9001297)*
si QlAsymphony AS instrument (instrumentul QIAsymphony AS) (nr. cat.
9001301)* si software QlAsymphony versiunea 4.0.3 sau mai recenta]

Substante de control externe de proces complet

Substantele de control externe de proces complet (full process controls, FPC) nu sunt
necesare pentru efectuarea testului artus HCV QS-RGQ; cu toate acestea, substantele de
control pozitive si negative trebuie sa fie testate Tn mod obisnuit in fiecare laborator, in
conformitate cu instructiunile sau cerintele regulamentelor locale, statale si/sau federale sau

ale organizatiilor de acreditare.

* Asigurati-va ca instrumentele au fost verificate si calibrate in conformitate cu recomandarile producatorului.

T Daca este cazul, instrumentul Rotor-Gene Q 5plex HRM cu o data de productie din ianuarie 2010 sau mai tarziu.
Data de productie poate fi obtinuta din numarul de serie de pe spatele instrumentului. Numarul de serie este in
formatul ,llaannn”, unde ,|I” indica luna de productie in cifre, ,aa” indica ultimele doua cifre ale anului de productie si
,nnn” indica identificatorul unic al instrumentului.t Asociatia International& de Transport Aerian. Regulamentele
privind transportul marfurilor periculoase.
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O substanta de control de proces complet puternic pozitiva (high positive full process control,
H-FPC) si o substanta de control de proces complet slab pozitiva (low positive full process
control, L-FPC) sunt destinate monitorizarii intregului proces. O substanta de control de
proces complet negativa (negative full process control, N-FPC) detecteaza reactivul sau
contaminarea mediului cu HCV.

Se recomanda sa se testeze substantele de control de proces negative si pozitive pentru
HCV in fiecare testare PCR. Substantele de control de proces trebuie tratate ca probe si
supuse aceleiasi proceduri de izolare a ARN-ului. Probele caracterizate anterior pot fi
utilizate Tn acest scop.

Avertizari si precautii

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro.
Cititi cu atentie toate instructiunile Tnainte de a utiliza testul.

Pentru informatii suplimentare, va rugam sa consultaii fisele cu date de securitate (safety
data sheets, SDS) corespunzatoare. Acestea sunt disponibile online intr-un format PDF usor
de utilizat si compact, la adresa www.qgiagen.com/safety, unde puteti gasi, vizualiza si tipari
fisa cu date de securitate a fiecarui kit si componente a kitului QIAGEN.

Pentru informatii de siguranta pentru kitul de purificare utilizat, consultati manualul relevant
al kitului. Pentru informatii de siguranta referitoare la instrumente, consultati manualul de
utilizare al instrumentului relevant.
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Avertizari

® Atunci cand lucrati cu substante chimice, purtati intotdeauna un halat de laborator,

manusi de unica folosin{a si ochelari de protectie adecvate.

e Utilizarea acestui produs este limitata la personalul special instruit si calificat in

tehnicile RT-PCR si in procedurile de diagnosticare in vitro.

® Specimenele trebuie tratate intotdeauna ca fiind infectioase si/sau periculoase din

punct de vedere biologic, in conformitate cu procedurile de laborator sigure.

® Purtati manusi de protectie de unica folosinta fara pulbere, un halat de laborator si

ochelari de protectie atunci cand manipulati specimene sau componente ale kitului.

® Se recomanda utilizarea unor zone de lucru separate si izolate pentru prepararea
specimenelor, configurarea reactiilor si activitatile de amplificare/detectie, pe baza
unui concept de 2 camere care separa prepararea probelor si configurarea testului
de amplificare. Fluxul de lucru in laborator trebuie s& se desfasoare intr-o maniera
unidirectionala. Purtati intotdeauna manusi de unica folosinta in fiecare zona si
schimbati-le Tnainte de a intra in diferite zone.

® Folositi consumabile si echipamente dedicate pentru fiecare zona de lucru in parte
si nu le mutati dintr-o zona in alta.

e Evitati contaminarea microbiana si nucleazica (DNaza/RNaza) a specimenului si a
componentelor kitului.

e Utilizati intotdeauna varfuri de pipete de unica folosinta care nu contin

DNaza/RNaza, cu bariere de aerosoli.

e Depozitati materialele pozitive si/sau potential pozitive separat de toate celelalte
componente ale kitului.

® Nu deschideti eprubetele de reactie dupa amplificare pentru a evita contaminarea
cu ampliconi.

® Nu amestecati componente din kituri cu numere de lot diferite.

e Nu utilizati componentele kitului care au depasit data de expirare.
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® Aruncati deseurile de probe si de test in conformitate cu reglementarile locale de

siguranta.

Precautii generale

Acordati intotdeauna atentie urmatoarelor aspecte:

Tn timpul etapelor manuale, tineti eprubetele inchise cand este posibil si evitati
contaminarea.

Decongelati cu atentie toate componentele la temperatura camerei (15-25 °C) inainte

de a incepe un test.

Dupa decongelare, amestecati componentele prin pipetare verticald in mod repetat sau

prin vortexare prin impuls, apoi centrifugati pentru scurt timp.
Retineti: Asigurati-va ca nu existd spuma sau bule in eprubetele de reactiv.
Asigurati-va ca adaptoarele necesare sunt racite in prealabil la 2-8 °C.

Lucrati repede si pastrati reactivii PCR pe gheata sau in blocul de racire inainte de
incarcare.

Procedati in mod continuu, de la o parte a fluxului de lucru la urmatoarea. Nu depasiti
durata de transfer de 30 de minute intre module (QIAsymphony SP/AS la instrumentul
Rotor-Gene Q).

15
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Depozitarea si manipularea reactivilor

Componentele artus HCV QS-RGQ Kit trebuie depozitate la -15 pana la -30 °C. Master A si
Master B pot fi reutilizate, dar nu trebuie s& depaseasca maximum doua cicluri de congelare-

decongelare. Volumele eprubetelor au fost optimizate pentru loturi de 24 de reacii.

QS 1-4 si IC au fost verificate pentru a ramane stabile pentru pana la sase cicluri de
congelare/decongelare.

Reactivii au fost verificati pentru a fi stabili pe instrumentul QIAsymphony SP/AS pe durata
prepararii probelor la testarea numarului maxim de probe intr-o singura testare (testare pe
3 purtatori).

Procedura

Colectarea specimenelor

1. Séangele trebuie tras in eprubete standard de colectare a specimenului, care contin
EDTA.

2. Eprubeta trebuie amestecata inversand-o de 8 ori fara agitarea probei Thainte de
centrifugare, pentru a separa plasma.

Important: Probele umane heparinizate nu trebuie utilizate deoarece heparina poate fi un
agent de interferenta in acest test. Aici sunt incluse probele care au fost colectate Th eprubete

care contin heparina, precum si probe provenite de la pacienti care sunt tratati cu heparina.
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Transportul si depozitarea specimenelor

Transportati specimenele in termen de 24 de ore de la colectare, intr-un recipient de
transport rezistent la rupere, la o temperatura de 2-8 °C, conform instructiunilor legale privind
transportul materialului patogen.”

Stabilitatea probelor de sange integral (inainte de centrifugare) a fost verificata pentru
urmatoarele conditii de depozitare:

e Temperatura camerei (15-25 °C) timp de pana la 24 de ore

Stabilitatea probelor de plasma EDTA (dupa centrifugare) a fost verificatda pentru

urmatoarele conditii de depozitare (inclusiv timpul necesar pentru transport):

e Temperatura camerei (15-25 °C) timp de pana la 24 de ore

e 2-8 °C timp de pana la 3 zile

e Dela-15 péana la -30 °C (sau mai rece) timp de pana la 6 saptdmani, inclusiv pana la
3 cicluri de congelare/decongelare

Prepararea specimenelor

1. Introduceti 1200 pl de plasma EDTA intr-o Sarstedt 2.0 ml Microtube Type H, without
skirted base (microeprubeta Sarstedt de 2,0 ml Tip H, fara baza cu guler) (nr. cat.
72.693) sau Sarstedt Microtube 2.0 ml Type |, with skirted base (microeprubeta
Sarstedt de 2,0 ml Tip I, cu baza cu guler) (nr. cat. 72.694)

2. Incarcati pe QIAsymphony SP/AS, avand grija sa evitati generarea spumei.

* Asociatia Internationala de Transport Aerian. Regulamentele privind transportul marfurilor periculoase.
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Detectia ARN-ului specific HCV

Tabel 1. Informatii generale despre artus HCV QS-RGQ Kit

Kit

artus HCV QS-RGQ Kit
(nr. cat. 4538366)

Material de proba

Purificare initiala

Volumul probei (inclusiv volum in exces)
Set de parametri ai testului

Set implicit de control al dozarii

Volum de elutie

Volumul substantei de control interne
(Internal Control, IC) pe proba

Versiune software QIAsymphony
Volum amestec master mix
Volumul sablon

Numar de reactii

Timp de testare pe QIAsymphony SP/AS

Timp de testare a instrumentului Rotor-
Gene Q

Plasma EDTA

QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (nr. cat. 937055)
1200 pl

170221_APS_HCV_v2_plasmal000_V2
ACS_Cellfree1000_V7_DSP_artus_ HCV_v2

90l

9l

Versiunea 4.0.3 sau mai recenta
25 pl
25 pl

24-72" (inclusiv toate substantele de control care trebuie
incarcate pe QIAsymphony SP si QlAsymphony AS, ceea ce
corespunde la 19-67 de probe clinice)

Pentru 48 de reactii: aproximativ 205 minute

Aproximativ 105 minute

*

Asigurati-va ca nu este depasita limita de 72 de reactii si 1 adaptor de stative pentru teste. Evitati prelungirea timpului

de incubare (> 30 de minute) intre finalizarea configurarii testului si transferul la instrumentul Rotor-Gene Q.
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Procedura

Prepararea ARN-ului de transport si adaugarea substantei de
control interne in probe

Utilizarea QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit impreuna cu artus HCV QS-RGQ Kit
necesita introducerea substantei de control interne (Virusul hep. C RG IC) in procedura de

purificare pentru a monitoriza eficienta prepararii probelor si a testului in aval.

Substanta de control interna (Virusul hep. C RG IC), furnizatd impreuna cu artus HCV
QS-RGQ Kit, trebuie adaugata in amestecul ARN de transport (CARRIER) — Solutie tampon
AVE (AVE). Volumul total al amestecului substantd de control interna-ARN de transport
(CARRIER)-Solutie tampon AVE (AVE) ramane de 120 pl pe proba.

Din Tabel 2 rezulta amestecul de reactie pentru substanta de control interna pentru proba la
un raport de 0,1 pl la 1 pl de elutie in volum. Se recomanda sa preparati amestecuri
proaspete pentru fiecare ciclu de functionare, chiar inainte de utilizare.
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Tabel 2. Pregatirea ARN-ului de transport si a substantei de control interne (Virusul hep. C RG Substanta de

control interna)

Volum (pl) pentru n £ 13
in eprubetele Sarstedt*

Componenta Reactii

Volum (ul) pentru n > 13
n eprubetele Corning®*

ARN de transport (CARRIER) standard 5

Substanta de control interna 9
(Virusul hep. C RG Substanta de control interna)

Solutie tampon AVE 106
Volum final pe proba (fara volumul mort) 120
Volum total pentru n probe (n x 120) + 360

5
9

106
120
(n x 120) + 600

*

Microtubes 2.0 ml Type H (Microeprubete 2,0 ml Tip H) si Microtubes 2.0 ml Type | (Microeprubete 2,0 ml Tip [)

(Sarstedt, nr. cat. 72.693 si 72.694). Este necesar un amestec de substantd de control interna, corespunzator a
3 probe suplimentare (adica 360 pl). Nu umpleti un volum total mai mare de 1,92 ml (corespunzand unui numar
maxim de 13 probe). Optional, daca se utilizeaza mai mult de 13 reactii, introduceti amestecul de substanta de
control interna intr-o eprubetd mai mare si incarcati-I in mai multe microeprubete de 2,0 ml. Asigurati-va ca
pentru fiecare eprubeta este adaugat volumul in exces necesar pentru 3 reactii suplimentare.

T Daca se configureaza mai mult de 13 reactii, preparati amestecul de IC intr-o eprubetd mai mare (17 x 100 mm
polystyrene round-bottom, Corning (Corning 14 ml, 17 x 100 mm polistiren cu fund rotund), nr. cat. 352051).

Este necesar un amestec IC corespunzator a 5 probe suplimentare (adica 600 pl). Nu umpleti un volum total mai

mare de 13,92 ml (corespunzand unui numar maxim de 111 probe).

Introducere n instrumentele QIAsymphony SP/AS

1. Inchideti toate sertarele si capacele.

2. Porniti instrumentele QlIAsymphony SP/AS si asteptati pan& cand este afisat ecranul

~Sample Preparation“ (Prepararea probelor) si se incheie procedura de initializare.

3. Autentificati-va pe instrument (sertarele se vor debloca).
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Purificarea ARN-ului viral

artus HCV QS-RGQ Kit a fost validat cu o etapa de purificare a ARN-ului viral efectuata pe
QIAsymphony SP, utilizadnd QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit. Consultati Manualul
QlAsymphony DSP Virus/Pathogen (QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Handbook) pentru
informatii despre modul de pregatire a cartusului cu reactivi pentru etapa de purificare a

probelor pe QIAsymphony SP.

Seturi de control al dozarii si seturi de parametri ai testului

Seturile de control al dozarii reprezintda combinatia dintre un protocol si parametri
suplimentari, cum ar fi IC, pentru purificarea probelor pe QIAsymphony SP. Pentru fiecare

protocol este preinstalat un set implicit de control al dozarii.

Seturile de parametri ai testului reprezinta combinatia dintre o definitie a testului si parametrii
suplimentari definiti, cum ar fi numarul de duplicate si numarul solutiilor standard ale testului,

pentru configurarea testului pe QIAsymphony AS.

Pentru testarile integrate pe QIAsymphony SP/AS, setul de parametri ai testului este direct
legat de un set initial de control al dozarii, care specificad procesul asociat de purificare a
probelor.
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Protocol: Izolarea ARN-ului si configurarea
testului pe QIAsymphony SP/AS

Elemente importante inainte de incepere

¢ Asigurati-va ca sunteti familiarizat cu operarea instrumentelor QIAsymphony SP/AS.
Consultati manualele de utilizare furnizate impreuna cu instrumentul si asigurati-va ca
versiunile sunt cele specificate in protocolul de studiu.

« Tnainte de a utiliza un cartus cu reactivi (reagent cartridge, RC) pentru prima dats,
verificati dacéa solutiile tampon QSL2 si QSB1 din RC contin precipitate. Daca este
necesar, scoateti compartimentele care contin solutiile tampon QSL2 si QSB1 din RC
si introduceti-le Tn incubator timp de 30 de minute la 37 °C, agitdndu-le ocazional
pentru dizolvarea precipitatului. Asigurati-va ca reasezati compartimentele in pozitiile
corecte. Tn cazul in care RC este deja perforat, verificati compartimentele sé fie sigilate
cu benzi de sigilare pentru reutilizare si introduceti in incubator intregul RC timp de
30 de minute la 37 °C, agitandu-l ocazional la bain-marie.”

o TIncercati sa evitati agitarea puternica a RC; in caz contrar, se poate forma o spuméa
care poate cauza probleme de detectare a nivelului de lichid.

¢ Lucrati repede si pastrati reactivii PCR pe gheata sau in blocul de racire inainte de

incarcare.

¢ Volumele reactivilor sunt optimizate pentru 3 x 24 reactii pe kit. Pot fi testate mai putine
sau mai multe probe, dar utilizarea sub-optima a volumului de amestec master mix

disponibil va aparea din cauza volumului mort calculat necesar pentru QlAsymphony.

« Tnainte de fiecare utilizare, toti reactivii trebuie decongelati complet, amestecati (prin
pipetare verticala repetata, prin intoarcere sau prin vortexare rapida) si centrifugati timp
de cel putin 3 secunde la 6800 x g. Evitati formarea de spuma n reactivi.

* Asigurati-va sa instrumentele au fost verificate, intretinute si calibrate cu regularitate, conform cu instructiunile
producatorului.
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¢ S-ademonstrat ca eluatele din prepararea probelor si toate componentele artus HCV
QS-RGQ Kit sunt stabile in instrument cel putin pentru timpul normal necesar pentru
purificarea probelor pentru 67 de probe si pentru configurarea testului la 72 de reactii,
inclusiv pana la 30 de minute timp de transfer de la QlAsymphony SP/AS la

instrumentul Rotor-Gene Q.

Operatiuni care trebuie executate inainte de incepere

e Preparati toate amestecurile necesare. Daca este necesar, preparati amestecurile
care contin ARN de transport (CARRIER) si substante de control interne chiar inainte
de a incepe.

o Tnainte de Inceperea procedurii, asigurati-va ca particulele magnetice sunt complet
resuspendate. Vortexati compartimentul care contine particule magnetice in agitatorul
vortex timp de cel putin 3 minute Tnhainte de prima utilizare.

¢ Inainte de incircarea RC, scoateti capacul compartimentului care contine particule
magnetice si deschideti eprubetele pentru enzime. Asigurati-va ca stativul pentru
enzime a fost echilibrat la temperatura camerei (15-25°C).

e Capacul de perforare (piercing lid, PL) trebuie sa fie pozitionat pe RC, iar capacul
compartimentului cu particule magnetice trebuie scos sau, daca utilizati un RC partial
folosit, asigurati-va ca benzile de sigilare pentru reutilizare au fost indepartate.

e Daca probele sunt prevazute cu coduri de bare, asezati probele in suportul pentru
eprubete astfel incat codurile de bare sa fie orientate catre cititorul de coduri de bare

din sertarul ,Sample” (Proba) de pe partea stdnga a QlAsymphony SP.
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Configurarea QIAsymphony SP

Sertarul ,Waste” (Deseuri)

Suport al cutiilor individuale 1 — 4
Suport al pungilor pentru deseuri

Suport al flaconului de deseuri lichide

Cutii individuale goale
Punga pentru deseuri

Goliti si montati flaconul de deseuri lichide

Sertarul ,Eluate” (Eluat)

Stativ de elutie

Volum de elutie*

Utilizati fanta 1, pozitia de racire

Volum de elutie preselectat: 60 pl
Volum de elutie initial: 90 pl

* Volumul de elutie este preselectat pentru protocol. Acesta este volumul minim accesibil de eluat din eprubeta de
elutie finala. Volumul initial de solutie de elutie necesara pentru a se asigura ca volumul de eluat propriu-zis este

acelasi cu volumul preselectat.

Sertarul ,,Reagents and consumables” (Reactivi si consumabile)

Cartusul cu reactivi (Reagent cartridge, RC)
pozitiile 1 i 2

Suport al stativului pentru varfuri pozitia 1-4

Suport al stativului pentru varfuri pozitia 5-18

Suport al cutiilor individuale pozitia 1-3

Suport al cutiilor individuale pozitia 4

incércati 1 cartus cu reactivi (reagent cartridge,
RC) pentru pana la 48 de probe sau 2 cartuse cu
reactivi noi (reagent cartridge, RC) pentru pana la
67 de probe

ncarcati stative suficiente pentru varfuri cu filtru de
unica folosinta, 200 pl (consultati componentele din
plastic din tabelul de pe pagina urmatoare)

Incércati stative suficiente pentru varfuri cu filtru de
unica folosinta, 1500 pl (consultati componentele din
plastic din tabelul de pe pagina urmatoare)

Tncércati 3 cutii individuale care contin cartuse pentru
prepararea probelor

Tncércati 1 cutie individuala care contine invelisuri
pentru 8 tije
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Sertarul ,,Sample” (Proba)

Tip proba Plasma EDTA
Volumul probei (inclusiv volum in exces) 1200 pl
Eprubete pentru probe Microtubes 2.0 ml Type H (Microeprubete 2,0 ml Tip H)

sau Microtubes 2.0 ml Type | (Microeprubete 2,0 mi
Tip 1) (Sarstedt, nr. cat. 72.693 si 72.694)

Element de insertie Tube Insert 3B (Element de insertie 3B pentru
eprubete) (nr. cat. 9242083)

Componente din plastic necesare pentru 1-3 loturi de probe

uUn lot, Doua loturi, Trei loturi,
24 de probe* 48 de probe* 67 de probe*

Varfuri cu filtru de unica folosinta, 200 pI™ 28 52 76
Varfuri cu filtru de unica folosinta, 1500 pI™ 113 206 309
Cartuse de preparare a probei® 21 42 54
Tnvelisuri pentru 8 tije" 3 6 9

*

Utilizarea mai multor eprubete cu substanta de control interna pe lot si efectuarea mai multor scanari ale
inventarului necesita varfuri cu filtru de unica folosinta suplimentare.

Exista 32 de varfuri cu filtru/stativ pentru varfuri.

Numarul de vérfuri cu filtru necesare include varfuri cu filtru pentru 1 scanare a inventarului pe cartus cu reactivi.
Exista 28 de cartuse de preparare a probei/cutie individuala.

1 Existd doudsprezece invelisuri pentru 8 tije/cutie individuala.

w +H —+

Procedura de utilizare a QlAsymphony SP/AS
Purificarea ARN-ului viral cu QIAsymphony SP

1. Inchideti toate sertarele si capacele instrumentului QIAsymphony SP/AS.

2. Porniti instrumentul si asteptati pana cand este afisat ecranul ,Sample Preparation”

(Prepararea probelor) si se incheie procedura de initializare.
Comutatorul de alimentare este localizat in coltul din stanga jos al QlAsymphony SP.

3. Autentificati-va in instrument.
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4. Pregatiti urmatoarele sertare in conformitate cu sectiunea ,Configurarea
QIAsymphony SP” de la pagina 24.
e Sertarul \Waste” (Deseuri) si, dupa ce acesta a fost pregatit, efectuati o scanare a

inventarului.

e Sertarul ,Eluate” (Eluat) si, dupa ce acesta a fost pregatit, efectuati o scanare a
inventarului.

e Sertarul ,Reagents and Consumables” (Reactivi si consumabile) si, dupa ce
acesta a fost pregatit, efectuati o scanare a inventarului.

e  Sertarul ,Sample” (Proba)

5. Utilizand configurarea ,Integrated run” (Testare integrata) pe ecranul tactil al
QIAsymphony, introduceti informatiile solicitate pentru fiecare lot de probe care
urmeaza a fi procesate. Selectati un set de parametri ai testului pentru testare si

alocati-l lotului corespunzator din configurarea testului (assay set, AS) pentru probe.

6. Informatii despre setul de parametri ai testului si volumul de elutie preselectat sunt
furnizate in Tabel 2.

Pentru mai multe informatii despre executarea testarilor integrate utilizand
QIAsymphony SP, consultati manualul de utilizare al instrumentului.

7. Atunci cand configurati o testare integrata, verificati alocarea corecta a
instrumentarului de laborator pentru probe, a tipului probei si a volumelor.

Informatii despre consumabilele si componentele care trebuie incarcate in fiecare
sertar sunt furnizate in sectiunea de mai sus.

8. Dupa ce au fost introduse informatiile despre toate loturile testérii integrate, faceti clic
pe butonul ,Ok” pentru a iesi din configurarea ,Integrated run” (Testare integrata).
Starea tuturor loturilor in cadrul prezentarii de ansamblu a testarii integrate se va
schimba de la ,LOADED” (INCARCATA) la ,QUEUED” (IN ASTEPTARE). De indat&
ce un lot este in asteptare, apare butonul ,Run” (Testare). Apasati butonul ,Run”

(Testare) pentru a incepe procedura.

Toate etapele de procesare sunt complet automate.
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Configurarea QIAsymphony AS
Consumabile

In timpul configurarii, pozitile corespunzatoare pentru fiecare consumabil pe modulul

QIAsymphony AS sunt indicate pe ecranul tactil al instrumentului.

Consumabile Nume pe ecranul tactil Pentru utilizare cu adaptor/suport
pentru reactivi

Eprubete-banda si capace, QIA#981103 Strip Tubes 0.1 RG Strip Tubes 72 QS

0,1 ml (250)

Tuburi, conice, 2 ml, QIA#997102 T2.0 Screw Skirt's Reagent holder 1 QS

Qsym AS (500)*

Tub, conic, 5 ml, QIA#997104 T5.0 Screw Skirt's Reagent holder 1 QS

Qsym AS (500)'*

Microeprubete de elutie CL QIA#19588 EMTR" Elution Microtube Rack QS

(24 x 96)

*

Indica instrumentarul de laborator care poate fi racit utilizand un adaptor de racire cu cod de bare.

Pentru componentele amestecului master mix, amestecul master mix preparat de sistem, solutiile standard ale
testelor si substantele de control ale testelor.

T Alternativ, pot fi utilizate eprubetele Sarstedt descrise n ,Materiale necesare, dar nefurnizate”, pagina 10.

§ Sufixul ,(m)” pe ecranul tactil indica faptul ca toate calculele nivelului de lichid pentru tubul respectiv au fost
optimizate pentru reactivi care formeaza un menisc concav.

—+
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Adaptoare si suporturi de reactivi

Stativ/suport de reactivi Nume Numar necesar
Stativ pentru probe Elution Microtube Rack QS 1
Suporturi de reactivi Reagent holder 1 QS 1
Stative pentru teste RG Strip Tubes 72 QS 1

*

Utilizarea mai multor eprubete cu substanta de control interna pe lot si efectuarea mai multor scanari ale
inventarului necesita varfuri cu filtru de unica folosinta suplimentare.

Varfuri cu filtru

incércati stativele pentru varfuri cu fantele pentru varfuri 1, 2 si 3 in sertarul ,Eluate and

Reagents” (Eluat si reactivi), apoi incarcati stativele pentru varfuri in fantele pentru varfuri 7,

8 si 9 In sertarul ,Assays” (Teste).

Consumabil Nume pe ecranul Numar minim pentru Numar minim
tactil 24 de reactii pentru 72 de reactii

Varfuri cu filtru, 1500 pl (1024) 1500 pl 5 6

Varfuri cu filtru, 200 pl (1024) 200 pl 10 10

Varfuri cu filtru, 50 pl (1024) 50 pl 25 73

Pungi pentru aruncarea varfurilor - 1 1
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Incarcarea sertarelor QIAsymphony AS pentru configurarea testelor

Dupa ce ati trecut in asteptare o testare integrata, deschideti sertarele QlAsymphony
AS. Componentele necesare care trebuie incarcate sunt afisate pe ecranul tactil.
Intotdeauna asigurati-vd c& parcurgeti urmétoarele etape inainte de testarea integrata.
¢ Introduceti colectorul pentru varfuri

e Eliminati punga pentru aruncarea varfurilor

e Instalati o punga pentru aruncarea véarfurilor goala

Definiti si incarcati stativele pentru teste. Stativele pentru teste, in adaptoare racite in
prealabil, sunt incarcate in fantele ,Assay” (Test). In sectiunea anterioara sunt oferite
informatii despre stativele pentru teste.

Verificati temperatura pozitiilor de racire.

Cand se ating temperaturile de racire tinta, asteriscul mic din dreptul fiecarei fante va
aparea in culoarea verde.

Umpleti fiecare eprubeta de reactiv cu volumul necesar de reactiv corespunzator, in
conformitate cu informatiile de incarcare date de software-ul instrumentului.

Retineti: Inainte de fiecare utilizare, toti reactivii, cu exceptia amestecului Master Mix
B, trebuie decongelati complet, amestecati (prin pipetare verticala repetata, prin
intoarcere sau prin vortexare rapida) si centrifugati timp de cel putin 3 secunde la
6800 x g. Evitati formarea de bule sau de spuma, deoarece acestea pot genera erori
in detectie. Lucrati repede si pastrati componentele PCR pe gheata sau in blocul de
racire Tnainte de incarcare.

Retineti: Reactivii vascosi pot fi dificil de manevrat cu pipetele manuale. Asigurati-va
ca ati transferat volumul dorit de amestec Master Mix in eprubeta.
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6.

10.

11.

12.

Se recomanda scanarea informatiilor despre kitul de teste pentru a permite

trasabilitatea optima a reactivilor. Tn acest scop, parcurgeti acesti pasi:

o Apasati butonul ,Scan Kit Barcode” (Scanare cod de bare al kitului) pe
ecranul tactil si apasati linia de culoare albastru deschis a codului de
bare al kitului.

0 Apasati cdmpul text si, utilizadnd scanerul de coduri de bare portabil,
scanati codul de bare al kitului de pe partea superioara a artus HCV
QS-RGQ Kit.

Tncéarcati suportul de reactivi si introduceti eprubetele de reactiv, fara capace, in

pozitiile corespunzatoare ale adaptorului racit in prealabil pentru reactivi.

Incércati varfurile cu filtru de unica folosinta in sertarele ,Eluate and Reagents” (Eluat
si reactivi) si ,Assays” (Teste), in functie de numarul necesar al fiecarui tip de varf.
Inchideti sertarele ,Eluate and Reagents” (Eluat si reactivi) si ,Assays” (Assays).

La inchiderea fiecarui sertar, apasati ,Scan” (Scanare) pentru a incepe scanarea
inventarului pentru fiecare sertar.

Scanarea inventarului verifica fantele, adaptoarele, véarfurile cu filtru si colectorul
pentru varfuri, precum si incarcarea corecta a volumelor specifice de reactivi. Daca
este necesar, corectati posibilele erori.

Configurarea testului va incepe automat dupa ce etapa de purificare pe QlAsymphony
SP este finalizata si stativele de eluat sunt transferate la QIAsymphony AS.

Dupa finalizarea testarii, apasati ,Remove” (Eliminare) din ecranul de configurare a
testului ,Overview” (Prezentare de ansamblu). Deschideti sertarul ,Assays” (Teste) si
descarcati stativele pentru teste.

Scoateti reactivii reziduali artus HCV QS-RGQ din QIAsymphony AS si eliminati-i Tn
conformitate cu cerintele locale.

Descarcati fisierele cu rezultate si fisierele ciclatorului (optional).
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13.

14.
15.

Transferati fisierul ciclatorului de testare pe instrumentul Rotor-Gene Q utilizénd al
consolei de gestionare QIAsymphony (QIAsymphony Management Console, QMC)
sau prin descarcarea pe un stick USB.

e In interfata cu utilizatorul pentru prepararea probelor, selectati fila ,In-/Output
Files” (Fisiere de intrare/iesire).

¢ Introduceti stickul USB, selectati ,Cycler files” (Fisiere ciclator) si efectuati
transferul.

e Mesajul de pe ecran trebuie sa confirme transferul, selectati ok si scoateti stickul
USB, care contine acum fisierele descarcate.

Continuati cu ,Protocol: RT-PCR pe instrumentul Rotor-Gene Q”, pagina urmatoare.

Efectuati intretinerea obisnuita a instrumentului QIAsymphony AS Tn timpul testarii

PCR pe instrumentul Rotor Gene Q sau mai tarziu.

Deoarece fluxul de lucru este o operatie integrata, curatati toate instrumentele la

sfarsitul fluxului de lucru finalizat.

Urmati instructiunile de intretinere din ,Manual de utilizare QIAsymphony SP/AS —

Descriere generald” (QIAsymphony SP/AS User Manual — General Description).

Efectuati cu regularitate intretinerea, pentru a reduce la minimum riscul de

contaminare incrucisata.
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Protocol: RT-PCR pe instrumentul Rotor-
Gene Q

Elemente importante inainte de incepere

Acordati-va timp pentru a va familiariza cu instrumentul Rotor-Gene Q Tnainte de a

incepe protocolul. Consultati manualul de utilizare al instrumentului.

Configurarea testului necesita includerea tuturor celor patru standarde de cuantificare,
precum si a unei substante de control negative (apa de calitate PCR) cel putin, in
fiecare testare PCR.

Procedura de utilizare a instrumentului Rotor-Gene Q

N o g M w

Selectati rotorul cu 72 de godeuri in fereastra ,New Run Wizard” (Expert testare

noua).

Faceti clic pe caseta de selectare ,Locking ring attached” (Inel de blocare atasat) din

pagina de configurare.

Faceti clic pe butonul ,Next” (Urmatorul) si confirmati parametrii de testare.
Asigurati-va ca optimizarea amplificarii este setata la QS1

Introduceti detaliile de identificare ale operatorului si volumul de reactie (50 pl)
Faceti clic pe butonul ,Start” pentru a incepe testarea PCR.

Denumiti probele

Retineti: Se recomanda ca lista de identificare a probelor sa fie transferata electronic
din instrumentul QIAsymphony SP/AS catre instrumentul Rotor-Gene Q pentru a
preveni erorile de introducere a datelor.

Transferati fisierul relevante ale ciclatorului intr-o zona locala de pe computer
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9. Selectati pictograma ,Open file” (Deschidere fisier) (consultati captura de ecran de pe
pagina urmatoare) pe mesajul de denumire a probelor, apoi localizati si deschideti
fisierul relevant al ciclatorului.

r New Run Wizard pd
Seltings
Given Conc. Format : [12’3456.789123487 | Unit: U/ | More Options
Samples ey
W ¢| £t | ResetDefout| Gradent (D]t E EIRC]
| | ¢ |Name | Type | Groups | Given Conc |Se
1 Unknown Ye
2 Unknown Ye
3 Unknown Ye
| 4 Unknown Ye
5 Unknown Y&
3 Unknown Ye
7 Unknown Ye
8 Unknown Ye
9 Unknown Y .ll
|| <01 §7
| | Name: |Page1 _l _I New [T Synchronize pages
| Skip Wizard J << Back ] Einish I Finish and Lock Samples I

10. Dupa denumirea probelor, faceti clic pe ,Finish” (Finalizare).
11. Inchideti eprubetele PCR si introduceti-le in rotorul cu 72 de godeuri al Rotor-Gene Q.

Asigurati-va ca cele 4 eprubete-banda Rotor-Gene Q sunt transferate in orientarea
corectd, astfel incat pozitia adaptorului de racire si a rotorului sa coincida.

Retineti: Asigurati-va ca inelul de blocare, care este un accesoriu al instrumentului Rotor-
Gene Q, este amplasat pe partea superioara a rotorului pentru a preveni deschiderea

accidentala a eprubetelor in timpul testarii.

12. Pentru detectia ARN HCV, creati un profil de temperatura asa cum este descris in
Tabel 3.

13. Asigurati-va ca setarile de optimizare a amplificarii coincid cu cele specificate in Tabel
4 si sunt aplicate la pozitia eprubetei care contine QS1 (aceasta este eprubeta dupa

ultima proba de testare din QIAsymphony SP).

14. Porniti testarea.
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Tabel 3. Parametrii de testare pentru instrumentul Rotor-Gene Q

Numar de

Etapa Temperatura (°C) Durata Canale de achizitie cicluri

Etapa de revers-
transcriere (Reverse 50 10 min nu se aplica 1
transcription, RT)

Denaturare initiala/

e " 95 2 min nu se aplica 1
Denaturare 95 10 sec nu se aplica
Temperare 55 20 sec nu se aplica

Tinta: Verde 45
Alungire 72 20 sec Substanta de control

interna: Portocaliu

Tabel 4. Setari de optimizare a amplificarii

Setati temperatura 72 °C
la:

Efectuati optimizarea nainte de prima achizitie (asigurati-va ca ati bifat)

Setari ale canalului de optimizare a amplificarii automate

Canal Pozitia Valoare citita Valoare citita Amplificare Amplificare
eprubetei min. max. min. max.

Verde Qs1 5Fl 10 FI -10 10

Portocaliu Qs1 5Fl 10 FI -10 10
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Setari ale analizei

Aceasta sectiune descrie setérile analizei din software-ul Rotor-Gene Q (2.3 sau mai recent)
dupa terminarea testarii. Utilizdnd aceleasi setari ale analizei, se asigura o performanta

continud a testului si este permisa compararea rezultatelor intre diferite testari.

Tabel 5. Parametrii analizei de testare pentru artus HCV QS-RGQ Kit

Canal Scara Tub dinamic Prag Se ignora Panta Eliminare deviatie

liniara primul corecta extrema (prag de
eficienta a
reactiei)

Verde Selectat Selectat 0.02 10 oprit nu se aplica

(FAM)

Portocaliu Selectat Selectat 0.02 15 oprit nu se aplica

(Texas rosu)

N/A: nu se aplica
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Criterii de validitate a testarilor si a probelor

Interpretarea rezultatelor va fi efectuatd pentru toate testarile PCR folosind software-ul
Rotor-Gene Q. Validitatea testarilor si a probelor va fi evaluata conform descrierii din Tabel
6, Tabel 7 si Tabel 8 prin examinarea iesirii de la instrumentul Rotor-Gene Q. Pentru analiza

ulterioara trebuie sa se utilizeze doar rezultate valide ale probelor din testari valide.

Tabel 6. Criterii de validitate a testarilor

Parametru de control Criterii ale canalului verde (FAM) Criterii ale canalului portocaliu
(Texas rosu)

Substanta de control fara Fara amplificare Ct 26.30-33.60

sablon (NTC)

QS1 Amplificare Amplificare”

QSs2 Amplificare Amplificare

QS3 Amplificare Amplificare

Qs4 Amplificare Amplificare

*

in cazuri rare, o incarcare virala HCV foarte ridicata ar putea duce la esecul substantei de control interne (IC).
Daca IC al QS1 nu reuseste sa se amplifice, dar sunt indeplinite alte criterii de validitate n test, testarea trebuie
tratata ca valida.

Tabel 7. Criterii de validitate a testarilor pentru curba standard

Parametru de control Criterii
R? 20.990
Intersectie (‘B’) Ct 30.75-34.43

Validitatea pentru proba individuala este prezentata in Tabel 8 si este aplicabila dupa ce

testarea a fost determinata ca fiind valida conform criteriilor din Tabel 6 si Tabel 7.
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Tabel 8. Criterii de validitate a probelor

Proba Criterii ale canalului verde (FAM)  Criterii ale canalului portocaliu
(Texas rosu)

HCV nu a fost detectat Fara amplificare >25,00 C¢

HCV detectat <2000 Ul/ml Amplificare 225,00 C"

HCV detectat > 2000 Ul/ml Amplificare 225,00 C,*

*

Diferenta dintre substanta de control interna (IC) a substantei de control fara sablon (NTC) si substanta de control
interna (IC) a probei trebuie sa fie <3,50 Ct (ACtIC = Ct ICproba — Ct icnTC).

T Tn cazuri rare, o incarcare virald HCV foarte ridicata poate determina esecul IC dar, in cazul in care concentratia
HCV determinata se incadreaza in intervalul liniar (<1 x 108 Ul/ml) pentru test, atunci proba trebuie tratata ca
valida.

Rezultatele substantei de control de proces complet

Substantele de control externe de proces complet (full process controls, FPC) sunt optionale,
dar recomandate. Testul artus HCV QS-RGQ nu ofera reguli fixe pentru analiza FPC,
deoarece FPC-urile sunt clasificate ca probe si urmeaza sa fie furnizate si incluse conform

reglementarilor locale, statale si federale.

Daca acestea sunt incluse, asigurati-va de urmatoarele:

e  FPC-ul ridicat (H-FPC) raporteaza un rezultat pozitiv al probei HCV in cadrul
specificatiilor predefinite

e  FPC-ul scazut (L-FPC) raporteaza un rezultat pozitiv al probei HCV in cadrul
specificatiilor predefinite

e  FPC-ul negativ (N-FPC) raporteaza un rezultat negativ al probei HCV

Daca rezultatele pentru H-FPC, L-FPC sau N-FPC nu se incadreaza in specificatiile
predefinite de laborator, urmati procedurile standard stabilite pentru o analizd a cauzei

principale si evaluarea adecvata a starii validitatii probelor si a testarilor.
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Cuantificare

Standardele de cuantificare (Virusul hep. C RG QS 1-4) din artus HCV QS-RGQ Kit sunt
tratate ca probe purificate anterior si se utilizeaza un volum al probei de 25 pl. Pentru a
genera o curba standard pe instrumentele Rotor-Gene Q, toate cele patru standarde de
cuantificare trebuie utilizate si definite in caseta de dialog ,Edit Samples” (Editare probe) pe
instrumentul Rotor-Gene Q ca standarde cu concentratiile specificate (consultati manualul

de utilizare al instrumentului pentru mai multe detalii).

Retineti: Standardele de cuantificare au fost calibrate in conformitate cu Standardul
international pentru HCV, determinat de Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS). Valorile
mentionate sunt exprimate Tn Ul/ul si trebuie sa se utilizeze urméatoarea ecuatie pentru a
transforma in Ul/ml valorile obtinute din curba standard in Ul/ul pentru a raporta concentratia
HCV in proba.

Rezultat (Ul/ul) x Volum de elutie initial (90 pl)

Rezultat (Ul/ml) =
( ) Volumul probei (1 ml)
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Interpretarea rezultatelor

Testul artus HCV QS-RGQ Kit este destinat utilizarii impreuna cu simptomele clinice ale
pacientului si determinarii altor markeri de laborator. Acest kit poate fi utilizat pentru a stabili
prognosticul bolii si, de asemenea, ca un ajutor pentru evaluarea raspunsului viral la
tratamentul antiviral, masurat prin modificarile nivelurilor de HCV ARN in plasma umana

tratatd cu EDTA la nivelul de referinta, in timpul tratamentului si la finalul tratamentului.

Tabel 9. Interpretarea rezultatelor testului cu artus HCV QS-RGQ Kit

Semnal detectat Semnal detectat Rezultat cantitativ Interpretare
pe canalul verde pe canalul (Ul/m1)
portocaliu
Da 225,00 <15 Rezultat valid: HCV ARN detectat,

< 15 Ul/ml, Cuantificarea nu este
posibild, deoarece rezultatul cantitativ
este sub intervalul liniar al testului.

Da 225,00 215 si <2000 Rezultat valid: HCV ARN detectat la
concentratia calculata. Rezultatul
cantitativ se incadreaza in intervalul
liniar al testului.

Da 225,007 >2000 si <1 x 108 Rezultat valid: HCV ARN detectat la
concentratia calculata. Rezultatul
cantitativ se incadreaza in intervalul
liniar al testului.

Da Da/Nu' >1 x 108 Rezultat valid: HCV ARN detectat. Nu
este posibila cuantificarea, deoarece
aceasta depaseste intervalul liniar al

testului.
Nu >25,00 0 Rezultat valid: HCV ARN nedetectat.
Nu Nu - Rezultat nevalid: Nu se poate obtine o

concluzie cu privire la rezultate.

Diferenta dintre substanta de control interna (IC) a substantei de control fara sablon (NTC) si IC a probei trebuie sa
fie < 3,50 Ct (ACtic = Ct ICprobs — Ct ICnrc).

' Tn cazuri rare, o incarcare virald HCV foarte ridicata ar putea duce la esecul IC. In cazul in care concentratia
determinata a HCV se incadreaza in intervalul liniar al testului, proba trebuie tratata ca valida.
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Caracteristici de performanta
Limita de blanc si specificitate

Limita de blanc (limit of blank, LOB) este definita ca fiind cel mai mare rezultat al masuratorii
probabil s fie observat pentru o proba blanc. Tn cazul artus HCV QS-RGQ Kit, un parametru
adecvat pentru analiza LOB este intensitatea fluorescentei cu punct final in canalul de
testare. Nivelurile de fluorescenta ale probelor negative trebuie sa ramana sub o anumita
valoare de prag (de exemplu, 0.02) pentru a genera concluzia ,HCV RNA Not Detected”
(HCV ARN nedetectat).

Performanta testului utilizand probe negative determina probabilitatea unor posibile rezultate
fals pozitive.

A fost analizat un total de 120 de probe de plasma EDTA seronegative de la donatori
individuali, utilizAnd fluxul de lucru artus HCV QS-RGQ. Nici una dintre cele 120 de probe
nu a generat o valoare C: Thainte de ciclul 45 si toate au fost determinate ca ,HCV RNA Not
Detected” (HCV ARN nedetectat). Specificitatea artus HCV QS-RGQ Kit pentru probele HCV
seronegative a fost, prin urmare, 100% cu o LOB la ciclul 45 utilizand un prag stabilit la 0,02.
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Limita de detectie (Limit of detection, LOD)

LOD pentru artus HCV QS-RGQ Kit a fost determinata utilizdnd cel de-al 5-lea standard
international al OMS pentru HCV (cod NIBSC 14/150), cu respectarea Ghidului EP17-A2 (5)
al Institutului pentru Standarde Clinice si de Laborator (Clinical and Laboratory Standards
Institute, CLSI). LOD a fost definitda ca cea mai mica cantitate de analit dintr-o proba
detectatd cu o probabilitate de 95%. Cel de-al 5-lea standard international pentru HCV al
OMS a fost utilizat pentru a pregati un set de sase dilutii in serie, variind de la 69,5 Ul/ml Tn
plasma EDTA. LOB a fost confirmata a fi de 0 Ul/ml, determinata printr-o analiza a probelor
HCV seronegative.

Un total de 102 duplicate pe nivel de concentratie (101 duplicate fiecare pentru 9 Ul/ml si 15
Ul/ml) a fost testat pe sapte instrumente QIAsymphony si pe sapte instrumente
Rotor-Gene Q pe parcursul a trei zile de studiu. Toate duplicatele fiecarei dilutii au fost
testate ntr-o singura testare PCR. Testarea a fost efectuata folosind trei loturi diferite din
artus HCV QS-RGQ Kit, fiecare lot fiind utilizat in trei zile diferite de trei operatori diferiti.

A fost efectuata o regresie de tip probit cu software-ul SAS® si a fost determinata valoarea
LOD 95%, precum si ratele de succes la 15 Ul/ml. Rezultatele sunt prezentate in Tabel 10
si Tabel 11.

Tabel 10. Estimarea limitei de detectie prin analiza de tip probit, cu limité de incredere bilateralda 95%

Estimarea Limita de incredere 95% Limita de incredere 95%
limitei de detectie (LOD) bilaterala inferioara bilaterala superioara
10,66 8,90 14,21

41 Manualul artus HCV QS-RGQ Kit 01/2019



Tabel 11. Rezumatul ratei de succes cu limita de incredere 95% unilaterala superioara

Valoare Succese Rata de Rata de Calc. Calc. SD Abatere  FDD TAE
nominala frecv./nr.  succes succes mediu  mediu.  logio
Ul/ml total de (%) limita de Ul/ml logo Ul/ml
dupl. incredere Ul/ml calc.
95%
unilaterala
superioara
(%)
5,40 84/102 82,35 88,27 7,87 0,90 0,243 0,16 4,86 0,65
9,00 91/101 90,10 94,53 12,30 1,09 0,312 0,14 7,64 0,76
15,00 99/101 98,02 99,65 19,31 1,29 0,295 0,11 6,85 0,70
25,00 102/102 100,00 100,00 36,67 1,56 0,191 0,17 3,48 0,55
41,70 102/102 100,00 100,00 56,55 1,75 0,187 0,13 3,39 0,51
69,50 102/102 100,00 100,00 103,64 2,02 0,178 0,17 3,18 0,53

Calc.: calculat; FDD (fold detectable difference): diferentd detectabila replicabila; Frecv.: frecventd; nr.. numar;

dupl.: duplicate; SD (standard deviation): abatere standard; TAE (total analytical error): eroare analitica totala.

Limita de detectie pentru virusul hepatitei C genotipurile de la 2 la 6

Strategia de verificare s-a bazat pe orientarile furnizate in ghidul CLSI EP17-A2 (5). Pentru

a verifica LOD si limita inferioara de cuantificare (lower limit of quantification, LLOQ) la 15
Ul/ml, fiecare genotip HCV de la 2 la 6 a fost testat cu 60 de duplicate, la o concentratie de
15 Ul/ml. Probele clinice care reprezinta fiecare genotip au fost diluate pentru a se obtine
concentratia dorita Tnainte de a fi testate cu artus HCV QS-RGQ Kit. Aceasta testare a fost
efectuata cu trei loturi diferite ale artus HCV QS-RGQ Kit utilizand trei sisteme diferite de

instrumente QIAsymphony si Rotor-Gene Q. Ratele de succes si limita de incredere 95%

unilaterala superioara pentru HCV genotipurile de la 2 la 6 la o concentratie nominala de 15

Ul/ml sunt prezentate in Tabel 12.
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Tabel 12. Rezumatul ratei de succes pentru hepatita C genotipurile de la 2 1a 6 la 15 Ul/ml, incluzéand limita de
incredere 95% unilaterala superioara.

Genotipul Valoare Succese frecvente/ Ponderea Limita de incredere
virusului nominala Ul/ml nr. total de dupl. succeselor 95% unilaterala
hepatitei C (%) superioara

2 15 58/60 96,67 99,40

3 15 60/60 100,00 100,00

4 15 58/60 96,67 99,40

5 15 55/59 93,22 97,65

6 15 56/58 96,55 99,38

HCV: virusul hepatitei C.

Interval liniar si limita de cuantificare

Intervalul liniar al artus HCV QS-RGQ Kit a fost determinat in conformitate cu recomandarile
din Ghidul CLSI EP06-A (6). Aceasta a implicat prepararea a 10 dilutii in serie ale constructiilor
ARN Tncapsulate de transcriere in vitro (in vitro transcription, IVT), care au fost reprezentative
pentru HCV genotipurile de la 1 la 6. Fiecare constructie a fost diluata in serie in plasma EDTA
negativa pentru a testa intervalul de lucru liniar al testului. Concentratiile testate au variat de la
15 Ul/ml la 1 x 108 Ul/ml. Probele au fost analizate utilizand artus HCV QS-RGQ Kit si fiecare
nivel de dilutie a fost testat in sase duplicate. Figura 1 prezinta exemplificativ reprezentarea
grafica de iesire si de regresie pentru HCV genotipul 1, deoarece acesta este cel mai raspandit
genotip in randul populatiei din Europa.
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Log10 Ul/ml calculat

Ecuatia de regresie: Log10 Concentratia nominala Ul/ml

calc_conc_logl10_iu_ml = -0.264547 + 1.003622*mac_log

calc_conc_log10_iu_ml = -0.246022 + 0.99303*mac_log + 0.001122*mac_log"2

Figura 1. Log10 Ul/ ml calculat in raport cu log10 Ul/ml concentratie nominala pentru

HCV genotip 1. Linia continua rosie reprezinta linia de regresie liniara, iar linia punctata

albastra reprezinta linia de regresie patratica.

Intervalul liniar al artus HCV QS-RGQ V2 Kit a fost determinat pentru a acoperi concentratiile

de la 15 Ul/ml pana la 1x108 Ul/ml HCV in plasma EDTA pentru genotipurile 1-6. LLOQ a

fost definita ca fiind cea mai mica concentratie din intervalul liniar care are o eroare analitica
totala (TAE; 2 x abatere standard [SD] + [Abatere]) de < 1,0 logio Ul/ml. Datele generate

pentru verificarea LOD in test au fost utilizate pentru a calcula diferenta detectabila
replicabila [(fold detectable difference, FDD): 104((SD total)*sqrt(2)*2))], precum si TAE la
15 Ul/ml. Asa cum se arata in Tabel 13, HCV genotipurile de la 1 la 6 au demonstrat o TAE

de £1,0 Logio Ul/ml la 15 Ul/ml.
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Tabel 13. Rata de succes, concentratia calculata a virusului hepatitei C (Ul/ml), diferenta detectabila replicabila
(FDD) si eroarea analitica totala (total analytical error, TAE) la 15 Ul/ml

Genotip Valoare Succese  Calc. mediu Calc. SD Abatere FDD TAE
HCV nominala frecv./nr. Ul/ml mediu log1o
Ul/ml total de (medie log 10 Ul/ml
dupl. geometrica) Ul/ml calc.
1 (OMS*) 15,00 99/101 19,31 1,29 0,295 0,11 6,85 0,70
2 15,00 58/60 21,00 1,32 0,258 0,15 5,37 0,66
3 15,00 60/60 10,77 1,03 0,403 -0,14 13,77 0,95
4 15,00 58/60 15,94 1,20 0,250 0,03 5,09 0,53
5 15,00 55/59 9,59 0,98 0,290 -0,19 6,61 0,77
6 15,00 56/58 17,10 1,23 0,273 0,06 5,94 0,60

* Al 5-lea standard international al Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) pentru HCV (cod NIBSC 14/150).
FDD (fold detectable difference): diferenta detectabila replicabila; Frecv.: frecventa; HCV (hepatitis C virus): virusul
hepatitei C; SD (standard deviation): abatere standard; nr.: numar; dupl.: duplicate; TAE (total analytical error):
eroare analitica totala.

Precizie, repetabilitate si variabilitate de la un lot la altul

Precizia artus HCV QS-RGQ Kit a fost evaluata cu respectarea recomandarilor din Ghidul
CLSI EPO05-A3 (7). Aceasta a implicat testarea unui panel de cinci membri, care a inclus o
proba negativa, o proba cu o concentratie la 3 x LOD, o proba clinica diluata 1:100 in plasma
EDTA si doua probe artificiale din intervalul liniar pentru test. Probele artificiale au continut
o constructie ARN IVT incapsulat, reprezentativa pentru HCV genotipul 3. Toate probele au
fost in plasma EDTA. Cate o testare integrata QS-RGQ a fost efectuata de catre fiecare
operator in opt zile (ne)consecutive, cu patru duplicate per membru de panel per testare.
Aceasta a insemnat ca pentru acest studiu au fost efectuate 24 de testari (8 zile x 3 operatori
x 1 testare per operator per zi), care au generat 96 de puncte de date per membru al
panelului de testare in trei loturi diferite ale artus HCV QS-RGQ Kit. in plus, au fost utilizate
trei platforme diferite QS-RGQ pentru testare, precum si trei loturi diferite din DSP
Virus/Pathogen Midi Kit si trei operatori diferiti care efectueaza testarea.
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Componentele de variatie din acest studiu sunt prezentate in Tabel 14. SD totala a fost
raportata pentru Log10(Ul/ml) si aceasta estimare reprezinta variabilitatea din laborator
(adica precizia intermediara). Tabel 14 demonstreaza ca SD a variat de la 0,131 la cea mai
mare concentratie testata (5 x 108 Ul/ml) pana la 0,222 la cea mai micé concentratie testata
(45 Ul/ml).

Tabel 14. Abatere standard (standard deviation, SD) a componentelor variatiei Logio calculat Ul/ml si
coeficientul de variatie log-normal procentual (percentage coefficient of variance, %CV)

Conc. Nr. de SD SD SD SD SD SD SD
nominala obser- intre ntre zile intre intre intre n totala
Ul/ml vatii testari (%CV) operatori loturile loturile de  testare (9%CV
(%CV) (%CV) kitului extractie (%CV) total)
(%CV) (%CV)
5x 108 96 0,112 0,017 0,014 0,051 0,000 0,054 0,131
(26,30) (3,82) (3,34) (11,86) (0,00) (12,38) (30,96)
100 96 0,136 0,044 0,000 0,022 0,000 0,145 0,202
(32,04) (10,21) (0,00) (5,05) (0,00) (34,22)  (49,14)
45 96 0,115 0,072 0,000 0,016 0,000 0,178 0,222
(26,86) (16,60) (0,00) (3,68) (0,00) (42,86) (54,62)
18,9 x 10° 96 0,094 0,049 0,045 0,035 0,000 0,063 0,131
(proba (21,97) (11,24) (10,46) (7,96) (0,00) (14,69) (30,74)
clinica)

Conc .: concentratie; CV: coeficient de variatie; SD: abatere standard.

Un model a fost adaptat la datele cu logio Ul/ml ca variabila de raspuns si lotul kitului ca un
efect fix categoric. Diferenta de logio Ul/ml mediu intre fiecare pereche de loturi ale kitului
(adica trei diferente in total) a fost raportata impreuna cu eroarea standard corespunzatoare
(standard error, SE) si cu intervalul de incredere 95% (confidence interval, Cl). Rezultatele

sunt prezentate in Tabel 15.
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Tabel 15. Diferenta in logio Ul/ml mediu calculat intre loturile kitului pentru fiecare testare a probelor

Conc. Nr. total de Dif. intre Dif. log 1o Eroare Limita de Limita de Valoare

nominala observatii loturile Ul/ml standard  incredere  incredere p

Ul/ml kitului mediu (SE) 95% 95%

inferioara  superioara

5x 108 96 1-2 -0,046 0,030 -0,106 0,014 0,134
1-3 -0,130 0,030 -0,190 -0,070 < 0,001
2-3 -0,085 0,030 -0,145 -0,025 0,006

100 96 1-2 -0,048 0,050 -0,146 0,050 0,336
1-3 -0,117 0,050 -0,215 -0,018 0,021
2-3 -0,069 0,050 -0,167 0,030 0,169

45 96 1-2 0,049 0,055 -0,060 0,159 0,371
1-3 -0,058 0,055 -0,167 0,051 0,294
2-3 -0,107 0,055 -0,217 0,002 0,054

18,9 x 10° 96 1-2 -0,070 0,031 -0,132 -0,008 0,026

(proba

clinica) 1-3 -0,104 0,031 -0,166 -0,042 0,001
2-3 -0,034 0,031 -0,096 0,028 0,278

Conc .: concentratie.

Diferenta maxima absoluta dintre diferitele loturi ale Kitului utilizate a fost de 0,130 in logio

Ul/ml mediu.

Reproductibilitate

Modelul acestui studiu se bazeaza pe Ghidul CLSI EP05-A3 (7). Precizia este definita ca
~apropierea acordului dintre valorile masurate obtinute prin masuratori repetate pe obiecte
identice sau similare Tn conditii specificate”. Reproductibilitatea, conform EP05-A3, este
precizia in mai multe unitati. Tn cadrul acestui studiu, conditiile de laborator au variat in
functie de zile, testari (,zi” si ,testare” se confunda) si de utilizarea a trei unitati de testare
diferite (o locatie interna si doua locatii de testare externe).
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Tn fiecare unitate de testare externa s-a realizat o testare integrats a artus HCV QS-RGQ Kit
pe zi Intr-o perioad3 de opt zile (ne)consecutive, cu patru duplicate per proba per testare. in
fiecare dintre cele doua unitati de testare externe a fost utilizat un singur instrument pentru
un total de 16 testari (8 zile x 1 testare pe zi x 2 unitati de testare) in acest studiu, in plus
fatéd de datele generate intern. Subsetul datelor generate pentru studiul de precizie si de
repetabilitate (consultati pagina 45), unde loturile kitului se potrivesc cu cele utilizate n acest
studiu, a reprezentat cea de-a treia unitate de testare in acest studiu de reproductibilitate.

Tabel 16. Statistici sumare pentru logio Ul/ml calculat dupa concentratia nominala a probei pentru toate cele
trei unitati de testare

Conc. log10 Nr. Medie Median Abatere Minim Maxim
nominala Ul/ml duplicate standard

Ul/ml nominal (SD)

5x 10° 6,699 96 6,93 6,93 0,083 6,68 7,17
100 2,000 96 2,15 2,15 0,138 1,73 2,42
45 1,653 96 1,82 1,85 0,214 1,27 2,70
18,9 x 10° 4,276 96 4,33 4,33 0,063 4,17 4,53
(proba

clinica)

Conc.: concentratie; Nr.: numar.

Asa cum se arata in Tabel 16, valoarea SD maxima in toate cele trei unitati de testare a fost
de 0,214 logio Ul/ml cu cea mai mica concentratie testata in acest studiu, respectiv, la 45
Ul/ml (3 x LOD).

Reactivitate Tncrucisata si infectii mixte

Acest studiu a fost conceput pentru a testa existenta unei posibile interferente in detectia
HCV din cauza reactivitatii incrucisate cu agenti patogeni care sunt asociati sau similari cu
HCV utilizdnd artus HCV QS-RGQ Kit. Pentru probele pozitive pentru HCV, absenta
interferentei a fost definitd ca o diferentd nesemnificativa in logio Ul/ml intre rezultatele
obtinute din substantele de control si din probele imbogatite cu agenti patogeni.

Daca s-a observat o diferentd semnificativa intre probe, aceasta trebuia sa fie mai mica
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decat dublul preciziei intermediare a testului. In plus, probele care au fost negative pentru
HCV trebuiau sa fie negative la testarea pentru HCV, atunci cand au fost testate in prezenta

agentilor patogeni.

Probele pozitive la HCV au fost fabricate la o concentratie de 45 Ul/ml, utilizadnd material IVT
incapsulat, reprezentativ pentru HCV genotipul 1a. Un numar total de 34 de agenti patogeni
diferiti au fost imbogatiti individual in probele pozitive la HCV fabricate, precum si in probele
negative pentru VHC. Ulterior, ARN-ul a fost extras si testat in sase duplicate, utilizand
instrumentul QlAsymphony SP/AS si instrumentele Rotor-Gene Q 5Plex HRM. Substantele
de control utilizate pentru acest studiu au fost plasma negativa la HCV fara agenti patogeni
(substantd de control negativd) si plasma pozitiva la HCV fara agenti patogeni, la o
concentratie de 45 Ul/ml (substanta de control HCV 45).

Agentii patogeni au fost imbogatiti in probe pentru a crea o concentratie finald de 1 x 10° in
unitatea de masura respectiva indicatd pe certificatul de analizéa (de exemplu, Ul, copii,
particule, cultura tisulara doza infectioasa, care va infecta 50% (TCIDso), unitati formatoare
de colonii [colony forming units, UFC], particule virale [virus particles, VP]). Agentii patogeni
care nu au fost suficient de concentrati pentru a crea aceasta concentratie finala in proba
au fost preparati la cea mai mare concentratie posibila.
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Tabel 17. Agentii patogeni testati pentru reactivitate incrucisata la probele de substanta de control negative
pentru virusul hepatitei C si la probele pozitive pentru virusul hepatitei C la 45 Ul/ml

HCV HCV 45 Ul/ml

negativ
Conc. de testare  Specie Frecv. Diferenta  Eroare Limitd de  Limitade Valoare
finala Incer- nlogio standard  incredere  incredere p

carilor Ul/ml (SE) 95% 95%

negative/  mediu inferioara  supe-

nr. total rioara

de probe

negative
1 x 10° (Ul/ml) Adenovirus tip 5 6/6 0,251 0,182 -0,123 0,626 0,179
Nediluat (nu Polyomavirus 6/6 0,022 0,182 -0,353 0,397 0,905
este data conc. uman BK
standard)
1x10° CFU/ml)  Candida albicans 6/6 0,148 0,182 -0,227 0,522 0,425
1 x 10° UFl/ml Chlamydia 6/6 0,348 0,182 -0,026 0,723 0,067

trachomatis
1 x 10° copii/ml Citomegalovirus 6/6 -0,079 0,161 -0,410 0,253 0,630
1 x 105 copii/ml Virus Dengue 1 6/6 -0,170 0,160 -0,499 0,159 0,297
1 x 10° copii/ml Virus Dengue 2 6/6 0,149 0,160 -0,180 0,478 0,361
1 x 10° copii/ml Virus Dengue 3 6/6 -0,044 0,160 -0,373 0,285 0,786
1 x 10° copii/ml Virus Dengue 4 6/6 0,126 0,160 -0,203 0,455 0,438
5x10° Virusul Epstein- 6/6 -0,209 0,161 -0,540 0,122 0,205
TCIDso/ml Barr
1x10° Virusul hepatitei A 6/6 -0,275 0,161 -0,606 0,057 0,100
TCIDso/ml
1 x 10° Ul/ml Virusul Herpes 6/6 0,036 0,161 -0,295 0,367 0,823
Simplex tip 1
1x10° Virusul Herpes 6/6 0,332 0,146 0,027 0,637 0,034
TCIDso/ml Simplex tip 2
5x10° Virusul herpetic 6/6 0,265 0,146 -0,040 0,570 0,085
TCIDso/ml uman tip 8
1 x 10° UFP/ml -  Gripa de tip A 6/6 0,152 0,139 -0,136 0,440 0,286
1x10° Mycobacterium 6/6 -0,143 0,139 -0,431 0,145 0,315
UFClflacon (/ml)  gordonae
1x10* Mycobacterium 6/6 0,150 0,119 -0,095 0,395 0,220
UFC/flacon (/ml)  smegmatis
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HCV HCV 45 Ul/ml
negativ
1x10* Neisseria 6/6 -0,173 0,119 -0,418 0,072 0,158
UFClflacon (/ml)  gonorrhoeae
1x10° Propionibacterium  6/6 0,042 0,119 -0,203 0,287 0,728
UFCl/flacon (/ml)  acnes
1x10° Staphylococcus 6/6 0,133 0,119 -0,112 0,378 0,275
UFCl/flacon (/ml)  aureus
1x10° Staphylococcus 6/6 -0,156 0,186 -0,539 0,227 0,409
UFC/flacon (/ml)  epidermidis
5x10° Virusul varicelo- 6/6 -0,188 0,186 -0,571 0,195 0,321
TCIDso/ml zosterian
(Varicella-zoster
virus, VZV)
1 x 10° Ul/ml Virusul hepatitei B 6/6 -0,138 0,186 -0,521 0,245 0,464
1 x10° U/ml HIV-111B 6/6 0,042 0,186 -0,341 0,424 0,825
1 x 10° Ul/ml HIV-2 NIH-Z 6/6 0,097 0,158 -0,241 0,434 0,551
1 x 10° celule/ml  HPV16 CaSki 6/6 0,270 0,146 -0,035 0,575 0,080
1 x10° celule/ml  HPV18 HelLa 6/6 0,385 0,230 -0,093 0,864 0,109
. ) )
1x10° cp/ml Virusul herpetic g 0436 0170 0,787 -0,085 0,017
uman tip 6A GS
1 x 10° pv/ml Virusul t-limfotropic
uman tip 1 6/6 -0,154 0,170 -0,504 0,197 0,376
s ) " )
1 x 10° pv/ml V|rusul't limfotropic 6/6 0.209 0230 -0,269 0,688 0373
uman tip 2
5 L ) o
1 x10° U/ml V|rusu|_encefa||te| 6/6 0148 0,164 -0,190 0,486 0376
St. Louis
1 x 10°% U/ml Virusul West Nile
NY 2001-6263 6/6 -0,018 0,164 -0,356 0,320 0,913
G ) )
LRt T I 6/6 0,208 0,230 0270 0,687 0375
galbene 17-D
" ) )
8,13 x 10° Ujmi ;’ggsu' ZkaMR g 0,164 0,164 -0,174 0,501 0,328

Asa cum se arata in Tabel 17, nici unul dintre agentii patogeni testati nu a demonstrat
reactivitate incrucisatad cu artus HCV QS-RGQ Kit. Aceasta a fost definitd ca o diferenta

nesemnificativa in logio Ul/ml intre rezultatele obtinute din substantele de control si din
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probele HCV 45 imbogétite cu agenti patogeni. In cazurile in care s-au observat diferente
semnificative, acestea au fost mai mici de 2 x SD totala a testului (< 0,444 Logio Ul/ml, Tabel
17). Tn plus, 100% din probele HCV-negative testate in prezenta agentilor patogeni au
generat rezultate negative.

Substante de interferenta

Testarea interferentei a demonstrat impactul substantelor potential interferente, care pot fi
prezente in plasma umana EDTA, asupra performantei testului artus HCV QS-RGQ Kit.
Ghidul Institutului pentru Standarde Clinice si de Laborator (Clinical & Laboratory Standards
Institute, CSLI) EP7-A2 (8) a fost utilizat la elaborarea acestui studiu de testare a
interferentei. In acest studiu, substantele potential interferente au fost medicamentele
utilizate pentru tratamentul infectiilor cu HCV (de exemplu, substante exogene, Tabel 18 si
Tabel 19), precum si componente sanguine si hormoni (de exemplu, substante endogene,
Tabel 20). Substantele exogene au fost imbogatite in proba la un nivel de trei ori mai mare
decéat nivelul maxim din plasma (Cmax) pentru medicamentul respectiv. Substantele
endogene au fost imbogatite la concentratiile date in Ghidul CSLI EP7-A2 (8). Interferenta
intre substante a fost testata in plasma umana EDTA negativa pentru HCV si intr-o matrice
de proba negativa imbogatita cu HCV la 45 Ul/ml (3 x LOD), utilizdnd ARN IVT incapsulat,
reprezentativ pentru HCV genotipul 1a.

Zece probe diferite de substante exogene au fost imbogatite in cele doua concentratii
experimentale diferite (HCV negativ si HCV imbogatit la 45 Ul/ml). Gruparile de substante
exogene s-au bazat pe tipul de solvent utilizat pentru resuspensie (Tabel 18).
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Tabel 18. Substantele exogene si gruparile acestora, generate pentru testare

Proba/solvent de substanta exogena Substante exogene testate
utilizata pentru resuspensie

DMSO 1 Boceprevir, efavirenz, emtricitabina, raltegravir, zidovudina
2 Aciclovir, atazanavir, darunavir, fosamprenavir, indinavir
3 Azitromicina, elbasvir, paritaprevir, saquinavir, tenofovir
4 Claritromicina, ganciclovir, lopinavir, telaprevir
Apa fara nucleaza 5 Abacavir, ciprofloxacind, enfurvitid, telbivudina, valganciclovir
6 Adefovir, fluoxeting, interferon alfa 2a, interferon alfa 2b, stavudina
7 Daclatasvir, didanozina, lamivuding, ribavirina, sofosbuvir
Etanol 8 Entecavir, grazoprevir, ombitasvir, paroxetina, zalcitabina (DMSO)
9 Amprenavir, nelfinavir, simeprevir, tipranavir
10 Ledipasvir, ritonavir, sertralina, valaciclovir
DMSO nu se aplica  Nevirapina

DMSO: dimetilsulfoxid; N/A: nu se aplica.
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Tabel 19. Statistici sumare pentru substantele exogene testate

Diferenta dintre substanta de control Diferentain  Eroare Limita de Limitade  Valoarep
si substanta de interferenta log1o Ul/ml standard  incredere 1incredere

mediu (SE) 95% 95%

calculat inferioara superioara
Grupul 1 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,148 0,203 -0,272 0,567 0,474
Grupul 2 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,286 0,213 -0,154 0,726 0,193
Grupul 3 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,068 0,213 -0,372 0,509 0,751
Grupul 4 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,302 0,203 -0,118 0,722 0,150
Grupul 5 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,029 0,195 -0,375 0,432 0,884
Grupul 6 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,250 0,195 -0,153 0,654 0,212
Grupul 7 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,170 0,195 -0,234 0,573 0,393
Grupul 8 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,307 0,204 -0,114 0,728 0,145
Grupul 9 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,006 0,183 -0,380 0,391 0,976
Grupul 10 - SUBSTANTA DE CONTROL 0,174 0,192 -0,228 0,577 0,375
Nevirapin - SUBSTANTA DE CONTROL 0,014 0,183 -0,371 0,399 0,940

SE: eroare standard.

Asa cum se arata in Tabel 19, nici una dintre substantele exogene testate in acest studiu nu
a demonstrat o diferenta semnificativa in logio Ul/ml in comparatie cu probele de substanta
de control (valoare p > 0,05). Tn plus, nu a existat nici o amplificare in probele negative pentru
HCV atunci cand aceste probe negative au fost imbogatite cu o substanta exogena sau cu
un grup de substante (datele nu sunt prezentate).
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Tabel 20. Statistici sumare pentru substantele endogene

Diferenta dintre substanta Diferenta in Eroare Limita de Limitade  Valoarep
de control si substanta logio Ul/ml standard incredere  incredere
de interferenta mediu calculat (SE) 95% 95%

inferioara  superioara
Trigliceride - SUBSTANTA DE 0,373 0,125 0,115 0,631 0,006
CONTROL
Bilirubina conjugata - 0,277 0,119 0,033 0,521 0,028
SUBSTANTA DE CONTROL
Hemoglobina - SUBSTANTA DE 0,297 0,119 0,053 0,541 0,019
CONTROL
Bilirubina neconjugata - 0,300 0,061 0,163 0,4370 < 0,001
SUBSTANTA DE CONTROL
EDTA - SUBSTANTA DE 0,005 0,144 -0,321 0,331 0,973
CONTROL
Globuling - SUBSTANTA DE 0,256 0,058 0,124 0,387 0,002
CONTROL
hDNA - SUBSTANTA DE 0,066 0,079 -0,112 0,244 0,425
CONTROL
hRNA - SUBSTANTA DE 0,019 0,171 -0,368 0,405 0,915
CONTROL
Albuming - SUBSTANTA DE -0,080 0,162 -0,442 0,281 0,631
CONTROL

Tabel 20 arata ca bilirubina conjugata si neconjugata, hemoglobina si globulina au fost
statistic semnificativ diferite de probele de substanta de control (p = 0,028, p < 0,001 p =
0,019 si, respectiv, p = 0,002), dar diferenta in logio Ul/ml mediu calculat a fost de 0,277,
0,300, 0,297 si, respectiv, 0,256. Aceasta a insemnat ca aceste substante au corespuns
criteriilor de acceptare a studiului, < 0,5 log1o Ul/ml. Tn plus, nu a existat nici o amplificare Tn
probele negative pentru HCV atunci cand aceste probe negative au fost imbogatite cu

substante endogene (datele nu sunt prezentate).
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Contaminare incrucisata

Studiul de contaminare Tncrucisaté a fost conceput pentru a testa contaminarea incrucisata
intre testarile integrate QIAsymphony SP/AS utilizand fluxul de lucru artus HCV QS-RGQ.
Contaminarea incrucisata a fost definité drept cantitatea de analit transportata intre godeuri
adiacente in timpul testarilor automate. Transferul instrumentului, exprimat in procente, a
fost calculat ca:

(Numérul de probe negative unde tinta este detectaté) 100
X
Numadrul total de probe negative

Acest studiu a fost efectuat folosind probe pozitive pentru HCV la concentratii relevante clinic
(1 x 10%, 1 x 108 si 1 x 107 Ul/ml). Tn dilutii separate, un ARN IVT incapsulat, reprezentativ
pentru HCV genotipul 1a, a fost diluat in plasma EDTA pentru a furniza diferitele concentratii.
Fiecare dintre aceste concentratii ale probelor a fost testata cu probe negative pentru HCV
ntr-o ordine alternativa pentru cinci testari consecutive (,testari tabla de sah”). Pentru fiecare
concentratie s-a efectuat o testare finala (a sasea) pentru a determina contaminarea intre
testari. Proportia de contaminare incrucisata (transferul instrumentului definit mai sus) a fost

calculata si rezultatul pentru fiecare concentratie este prezentat in Tabel 21 (de mai jos).

Tabel 21. Rata contaminarii incrucisate la concentratii relevante din punct de vedere clinic

Concentratia probei in format Frecventa contaminarii Proportia contaminarii
»tabla de sah” incrucigate incrucigate (%)

1 x 107 Ul/ml 4/170 2,35

1 x 106 Ul/ml 3/170 1,76

1 x 10° Ul/ml 0/170 0,00
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Performanta clinica

Performanta clinica a artus HCV QS-RGQ Kit a fost evaluata Tn timpul unui studiu comparativ
efectuat la doua laboratoare clinice din Regatul Unit, care au testat 452 de probe de la
pacienti individuali, care au fost si negative pentru HCV. Probele au fost testate utilizand
artus HCV QS-RGQ Kit Tntr-un laborator clinic obisnuit si probele au reflectat tendintele
epidemiologice actuale ale HCV la populatia europeana testata. Probele clinice ale anumitor
genotipuri (4, 5 si 6) au fost obtinute comercial pentru a atinge acoperirea completa a

genotipurilor 1-6 HCV curente.

Tn acest studiu, probele de la pacienti au fost testate cu artus HCV QS-RGQ Kit si au fost
comparate cu rezultatele generate anterior sau in paralel ale unui test comparativ cu marcaj
CE. A fost efectuata o analiza de regresie Deming si Passing-Bablok cu rezultatele testarii
din artus HCV QS-RGQ Kit pe axa y si rezultatul testarii pentru testul comparativ pe axa x.
Au fost raportate estimarile parametrilor, impreund cu SE-urile si cu Cl-urile 95%
corespunzatoare. Analiza de regresie a fost efectuata incluzand toate probele intre LLOQ si
limita superioara de cuantificare (upper limit of quantification, ULOQ) pentru ambele teste (n
= 165, Figura 2).
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artus HCV 2 Log10(Ulml)

Test comparativ logio (Ul/ml)

Date Regresie Passing Bablok Regresie Deming

Figura 2: Reprezentare grafica de regresie cu linii Passing-Bablok si Deming (n = 165).

Tabel 22. Analiza de regresie pentru artus HCV QS-RGQ Kit si un test comparativ

Testare Log1o Log1o Nr.de Inter- Inter- Inter- Panta Panta Panta
(Ul/ml) (Ul/ml) obser- sectie sectie sectie limita de  limita de
variabil de  variabil vatii limita limita incre- incre-
raspuns explicativ de de dere 95% dere 95%

incre- incre- bilaterala bilaterala
dere dere infe- supe-
95% 95% rioara rioara
bilater  bilate-

ala rala

infe- supe-

rioarda  rioara

Deming artus HCV Test 165 0,164 -0,190 0,519 0,974 0,912 1,036
QS-RGQ Kit  comparativ

Passing-  artus HCV Test 165 -0,222  -0,448 0,028 1,033 0,990 1,072

Bablok QS-RGQ Kit  comparativ

Nr.: numar.
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Tabel 22 arata ca atat pentru Deming, cét si pentru Passing-Bablok, intersectia este aproape
de zero (0,164 si, respectiv, -0,222), iar panta este aproape de 1 (0,974 si, respectiv, 1,033).
Aceasta demonstreaza o corelare generalda strdnsa intre artus HCV
QS-RGQ Kit si testul comparativ.
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Limitari

e Respectarea stricta a manualului de utilizare este obligatorie pentru rezultatele optime
ale PCR.

e Trebuie acordata atentie datelor de expirare tiparite pe cutia si pe etichetele de pe

toate componentele. Nu utilizati componente expirate.

e Probele fibrinoase sau probele care prezinta alte semne de acumulare a cheagurilor
pot infunda varfurile pipetelor si pot genera rezultate false, din cauza transferului
insuficient de volum Tn timpul procesului de preparare a probelor.

e Desirare, mutatiile din regiunile extrem de conservate ale genomului HCV acoperite
cu solutiile de amorsare si/sau cu sonda kitului pot duce la cuantificarea insuficienta a

incarcarii virale sau la nereusita in detectia prezentei HCV in probele afectate.

e Produsul este destinat utilizarii de catre utilizatori profesionisti, cum ar fi tehnicieni si

medici care sunt instruiti in procedurile de diagnosticare in vitro.

Controlul calitatii

in conformitate cu sistemul de management al calitatii certificat ISO al QIAGEN, fiecare lot
de artus HCV QS-RGQ Kit este testat pentru specificatiile prestabilite, pentru a asigura

calitatea consecventa a produsului.
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Simboluri

Simbolurile din tabelul urmator sunt utilizate in aceste instructiuni de utilizare.

Simbol Definitia simbolului

Continut suficient pentru 72 de teste

72
IVD Diagnosticare in vitro
c € Marcaj CE
Numar catalog
LOT Numér de lot

EE B

Numar material

Componente

0
(@]
=
o
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Simbol

Definitia simbolului

GTIN

S es

Contine

Substanta de control interna

Numar de comercializare global articol

R reprezinté revizuirea Instructiunilor de utilizare (manual),
iar n este numarul revizuirii

Limitari de temperatura

Producator

Data de expirare

Consultati instructiunile de utilizare
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Ghid de remediere a problemelor

Consultati aceasta sectiune pentru gestionarea erorilor si remedierea oricaror probleme care

ar putea aparea in legatura cu artus HCV QS-RGQ Kit. Daca etapele recomandate nu

rezolva problema, contactati Serviciile Tehnice QIAGEN pentru asistenta, fie prin intermediul

Centrului nostru pentru Asistenta Tehnica, la www.giagen.com/support, apeland numarul
de telefon 00800-22-44-6000, sau contactand unul dintre Departamentele noastre de

Servicii Tehnice QIAGEN sau distribuitorii locali.

Posibila problema sau cauza

Actiune corectiva

Gestionare generala

Mesaj de eroare afisat pe
ecranul tactil

Precipitat in compartimentul cu
DSP Virus/Pathogen Kit

a) Evaporarea solutiei tampon

Daca in timpul executarii protocolului este afisat un
mesaj de eroare, consultati manualele de utilizare
furnizate impreuna cu instrumentele
dumneavoastra.

reactivi al cartusului deschis al QIAsymphony

Evaporarea excesivé poate duce la cresterea
concentratiei sarurilor sau la scaderea
concentratiilor de alcool din solutiile tampon.
Eliminati cartusul cu reactivi (RC). Atunci cand nu se
utilizeaza pentru purificare, asigurati-va ca sigilati
compartimentele cu solutii tampon ale unui cartus cu
reactivi (RC) partial folosit cu benzile de sigilare
pentru reutilizare.
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Posibila problema sau cauza Actiune corectiva

b) Depozitarea cartusului cu Depozitarea cartusului cu reactivi (RC) la

reactivi (RC) temperaturi mai mici de 15 °C poate determina
formarea de precipitate. Dacéa este necesar, scoateti
compartimentele care contin solutiile tampon QSL2
si QSB1 din cartusul cu reactivi (RC) si introduceti-le
n incubator la bain-marie” la 37 °C timp de 30 de
minute, agitandu-le ocazional pentru dizolvarea
precipitatului. Asigurati-va ca reasezati
compartimentele in pozitiile corecte. n cazul in care
cartusul cu reactivi (RC) este deja perforat,
asigurati-va ca ati inchis din nou compartimentele cu
benzi de sigilare pentru reutilizare si introduceti in
incubator Tntregul cartus cu reactivi (RC) la bain-
marie” la 37 °C timp de 30 de minute, agitandu-|
ocazional.

Cantitatea de acizi nucleici obtinuta este redusa

a) Particulele magnetice nu Tnainte de inceperea procedurii, asigurati-va ca
au fost resuspendate complet particulele magnetice sunt complet resuspendate.
Vortexati timp de cel putin 3 minute fnainte de

utilizare.
b) Probele congelate nu au Decongelati probele congelate agitandu-le usor,
fost amestecate corect dupa pentru a va asigura ca sunt amestecate complet
decongelare
c) Nu fost adaugat ARN de Reconstituiti ARN-ul de transport (CARRIER) in
transport (CARRIER) solutie tampon AVE (AVE) si amestecati-l cu

volumul corespunzator de solutie tampon AVE
(AVE) conform indicatiilor din sectiunea relevanta de
mai sus Repetati procedura de purificare cu probe
noi.

d) Acizi nucleici degradati Probele au fost depozitate incorect sau au trecut
prin mai multe cicluri de congelare-decongelare.
Repetati procedura de purificare cu probe noi.

* Asigurati-va sa instrumentele au fost verificate, intretinute si calibrate cu regularitate, conform cu instructiunile
producatorului.
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Posibila problema sau cauza Actiune corectiva

e) Liza incompleta a probelor nainte de utilizare, verificati daca solutiile tampon
QSL2 si QSB1 contin precipitate. Daca este
necesar, scoateti compartimentele care contin
solutiile tampon QSL1 si QSB1 din cartusul cu
reactivi (RC) si introduceti-le in incubator timp de
30 de minute la 37 °C, agitandu-le ocazional pentru
dizolvarea precipitatului. In cazul in care cartusul cu
reactivi (RC) este deja perforat, verificati
compartimentele sa fie inchise din nou cu benzi de
sigilare pentru reutilizare si introduceti in incubator
intregul cartus cu reactivi (RC) timp de 30 de minute
la 37 °C, agitandu-l ocazional la bain-marie.”

f) Infundarea varfului pipetei Materialele insolubile nu au fost extrase din proba
din cauza materialelor Tnainte de a incepe procedura de purificare
insolubile QIAsymphony. Pentru a extrage materialele

insolubile pentru aplicatii virale, centrifugati proba la
3000 x g timp de 1 minut si transferati lichidul
supernatant intr-o eprubeta noua pentru probe.

QlAsymphony AS detecteaza Master insuficient

Tn eprubet& nu a fost Combinati volumul necesar al fiecarui reactiv intr-o
transferat volumul de Master singura eprubeta si introduceti-o Tn QIAsymphony.
necesar Reactivii vascosi pot fi dificil de manevrat cu pipetele

manuale. Asigurati-va ca ati transferat intregul
volum de Master in eprubeta.

Pentru reactivii vascosi, recomandam aspirarea unui
volum suplimentar de 5% atunci cand utilizati
pipetele manuale (de exemplu, ajustati pipeta la

840 pl pentru un volum de 800 pl).

Alternativ, dupd distribuirea lenta a lichidului si
suflare in peretele eprubetei tintd, scoateti varful din
lichid, eliberati pistonul pipetei si asteptati inca

10 secunde. Lichidul rezidual va curge pe varf si
poate fi suflat prin apasarea pistonului pipetei pentru
a doua oara. Utilizarea varfurilor cu filtru clasa PCR
etichetate ca ,retinere redusa” poate imbunatati
recuperarea lichidului.
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Posibila problema sau cauza

Actiune corectiva

Nu exista semnal cu substante de control pozitive (Virusul hep. C RG QS 1-4) in
canalul de fluorescenta Cycling Green

a) Canalul de fluorescenta
selectat pentru analiza datelor
PCR nu respecta protocolul

b) Programarea incorecta a
profilului de temperatura al
instrumentului Rotor-Gene Q

c) Configurarea incorecta a
PCR

d) Conditiile de depozitare
pentru una sau mai multe
componente ale kitului nu au
respectat instructiunile din
.Depozitarea si manipularea
reactivilor” de la pagina 16)

e) artus HCV QS-RGQ Kit a
expirat

Pentru analiza datelor selectati canalul de
fluorescenta Cycling Green pentru PCR HCV
analitica si canalul de fluorescenta Cycling Orange
pentru PCR cu substanta de control interna.

Comparati profilul de temperatura cu protocolul.
Consultati sectiunile relevante din acest manual
referitoare la parametrii ciclurilor Rotor-Gene Q
(consultati Tabel 3 si sectiunea ,Setari ale analizei”
de la pagina 35)

Asigurati-va ca a fost efectuata corect configurarea
testului si ca au fost folositi parametrii corecti ai
testului (consultati Tabel 2). Repetati PCR, daca
este necesar

Verificati conditiile de depozitare si data de expirare
(consultati eticheta kitului) ale reactivilor si utilizati
un kit nou, daca este necesar.

Verificati conditiile de depozitare si data de expirare
(consultati eticheta kitului) ale reactivilor si utilizati
un kit nou, daca este necesar.

Semnal slab sau lipsa al substantei de control interne a unei probe de plasma
slab pozitiva la HCV, supusa purificarii utilizand QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit in canalul de fluorescenta Cycling Orange

a) Conditiile PCR nu respecta
protocolul

b) PCR a fost inhibata

Verificati conditiile PCR (a se vedea mai sus) si
repetati PCR cu setarile corectate, daca este
necesar.

Asigurati-va ca utilizati metoda de izolare validata
(consultati ,Protocol: 1zolarea ARN-ului si
configurarea testului pe QIAsymphony SP/AS” de la
pagina 22) si urmati indeaproape instructiunile.
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Posibila problema sau cauza

Actiune corectiva

¢) ARN-ul s-a pierdut n
timpul extractiei

d) Conditiile de depozitare
pentru una sau mai multe
componente ale kitului nu au
respectat instructiunile din
.Depozitarea si manipularea
reactivilor” de la pagina 16)

e) artus HCV QS-RGQ Kit a
expirat

Un semnal absent al substantei de control interne
poate indica pierderea ARN-ului Tn timpul extractiei.
Asigurati-va ca utilizati metoda de izolare validata
(consultati ,Protocol: 1zolarea ARN-ului si
configurarea testului pe QIAsymphony SP/AS” de la
pagina 22) si urmati indeaproape instructiunile.

De asemenea, consultati ,Cantitatea de acizi

nucleici obtinuta este redusa” de mai sus.

Verificati conditiile de depozitare (consultati eticheta
kitului) ale reactivilor si utilizati un kit nou, daca este
necesar.

Verificati conditiile de depozitare si data de expirare
(consultati eticheta kitului) ale reactivilor si utilizati
un kit nou, daca este necesar.

Semnale cu substante de control negative in canalul de fluorescenta Cycling Green

al PCR analitic

a) A avut loc contaminarea n
timpul pregatirii PCR

b) A avut loc contaminarea in
timpul extractiei

Evaporarea excesiva poate duce la cresterea
concentratiei sarurilor sau la scaderea
concentratiilor de alcool din solutiile tampon.
Eliminati cartusul cu reactivi (RC). Atunci cand nu se
utilizeaza pentru purificare, asigurati-va ca sigilati
compartimentele cu solutii tampon ale unui cartus cu
reactivi (RC) partial folosit cu benzile de sigilare
pentru reutilizare.

Repetati extractia si PCR ale probei care urmeaza
sa fie testata folosind reactivi noi.

Asigurati-va ca spatiul de lucru si instrumentele sunt
decontaminate la intervale regulate.
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Informatii pentru comanda

Produs Cuprins Nr. cat.

artus HCV QS-RGQ Kit  Pentru 72 de reactii: Master A si B, 4538366
substanta de control interna, standardele
de cuantificare a virusului hepatitei C 1-4,
(virusul hepatitei C RG QS 1-4) si apa

clasa PCR
Produse asociate
QIAsymphony DSP Include 2 cartuse cu reactivi si stative 937055
Virus/Pathogen Midi Kit ~ pentru enzime si accesorii
(96)
QlIAsymphony SP Modul de preparare a probelor 9001297
QIAsymphony; 1 an garantie pentru
componente si manopera
QIAsymphony AS Modul de configurare a testelor 9001301
QIAsymphony; 1 an garantie pentru
componente si manopera
Rotor-Gene Q Software  Software pentru testare de rutina impreuna 9023241
versiunea 2.3 sau mai cu instrumentele Rotor-Gene Q si
recenta QlAsymphony RGQ
Rotor-Gene Q MDx Ciclator pentru PCR 1in timp real si analizor 9002032
Cycler topire la Tnalta rezolutiecu (high resolution

melt, HRM) 5 canale (verde, galben,
portocaliu, rosu, rosu aprins) plus canal
HRM, laptop, software, accesorii: include
garantie de 1 an pentru componente si
manopera, instalarea si instruirea nu sunt
incluse
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T Marci comerciale: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene®, Rotor-Gene AssayManager® (QIAGEN Group); Corning® (Corning Inc.);
Sarstedt® (Sarstedt AG and Co.); SAS® (SAS Institute Inc.).

Istoricul reviziilor documentului

R2
01/2019

Valoarea R*2 actualizata in tabelul 7 de la = 0.980 la = 0.990.
Date de performanta lipsa adaugate in tabelul 15
Figura 2 si Tabelul 22 actualizate cu date noi

Acord de licenta limitatd pentru artus HCV QS-RGQ Kit
Utilizarea acestui produs inseamna acceptarea urmatorilor termeni de catre orice cumparator sau utilizator al produsului:

1.

Produsul poate fi utilizat doar in conformitate cu protocoalele furnizate impreuna cu produsul si prezentul manual si doar impreuna cu componentele incluse
n kit. QIAGEN nu acorda nicio licentd pentru niciuna dintre proprietatile sale intelectuale in vederea utilizarii sau incorporarii componentelor incluse Tn acest
kit cu orice componenta care nu este inclusa in acest kit, daca nu este precizat astfel in protocoalele furnizate impreuna cu produsul, in prezentul manual si
n protocoalele suplimentare disponibile la adresa www.giagen.com. Unele dintre aceste protocoale suplimentare au fost furnizate de utilizatorii QILAGEN
pentru utilizatorii QIAGEN. Aceste protocoale nu au fost testate riguros sau optimizate de QIAGEN. QIAGEN nu le garanteaza si nici nu asigura faptul ca
acestea nu incalca drepturile tertilor.

in afara de licentele acordate in mod explicit, QIAGEN nu garanteaz sub nicio forma ca acest kit si/sau utilizarea (utilizarile) acestuia nu incalca drepturile
tertilor.

Acest kit si componentele sale sunt licentiate pentru o singura utilizare si nu pot fi reutilizate, reconditionate sau revandute.

QIAGEN declina in mod specific orice licente, explicite sau implicite, altele decat cele declarate in mod explicit.

Cumparatorul si utilizatorul kitului accepta sa nu ia masuri i sa nu permita niciunei persoane sa ia masuri care ar putea conduce la sau facilita oricare dintre
actiunile interzise prezentate mai sus. QIAGEN poate pune in aplicare interdictiile din acest Acord de licenta limitaté Tn orice instanta si va recupera toate
costurile anchetelor si cheltuielile de judecata, inclusiv onorariile avocatilor, in orice actiune pentru aplicarea acestui Acord de licenta limitata sau a oricaruia
dintre drepturile sale de proprietate intelectuala legate de kit si/sau componentele acestuia.

Pentru termenii actualizati ai licentei, consultati www.giagen.com.

Achizitionarea acestui produs fi permite cumparatorului sa il utilizeze pentru a efectua servicii de diagnosticare pentru diagnosticare in vitro la om. Nu se acorda
niciun brevet general sau nicio alta licentd, de alté natura, decat acest drept specific de utilizare de la cumpérare.

HB-2556-002 1115368 01/2019
© 2019 QIAGEN, toate drepturile rezervate.
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