Ocak 2019

artus® HCV QS-RGQ
Kiti El Kitabi

N

Surim 2

QlAsymphony® SP/AS ve
Rotor-Gene® Q cihazlariyla
kullanilmak uzere

C €07

4538366
QIAGEN GmbH
QIAGEN Strasse 1
40724 Hilden
ALMANYA

R2 1115368 TR

: 00000
— Sample to Insight QIAGEN —




Icindekiler

KUIBNIM AMECT 1ttt s e e e s e e nneee s 5
OZEt VO AGIKIAMA ...ttt 5
PatOJeN DIlGISI......eeeiieei it e e e e e 6

ATKE PIAN ... e e a e e e e e 6

Klinik hastaliGin taniml ........... e e 6

Tedaviye yonelik meveut stratejiler..........uvvevieeiiiiiiiiiie e 7

Saglanan Materyaller........ ..ot e e e e e e e e 9
Kt IGEIIGI. .ttt et 9
Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller............cccoiiiiiiiiiiiii i 10
OrNEK NAZIFIAMA.......coiiivirieicieee ettt st enenis 10
QIASYMPhoNy SP AdAPLOFIEri........cciiiiiiiie et 10
QlIAsymphony SP reaktifleri ve sarf malzemeleri...........cccccveeeiiiiiiien e 10
QIASYMPhoNY AS AdAPLOrIEri........ccuiiiiiiie et 11
QIAsymphony AS reaktifleri ve sarf malzemeleri ..o 11
EKIDIMAN .ttt e e et e e e e e e et e e e e e e e e anees 12

Harici Tam SUreg KONrOHEri .......cooueiiiiiiiie i 12
Uyarilar Ve ONIBMIET...........ccooviuieieeeieeeeeeee ettt 13
10T 1= SRR PP 13

GENEI ONIBIMIET ..o 14
Reaktif Saklama ve KUANMEL. .........oooiiiiiiiie e 15
PrOSEAUN ...ttt 15
NUMUNE tOPIAMA ...eieiiie e e e eeee s 15

Numune tagima ve saklama ... 16

Numune hazirlama ... 16

artus HCV QS-RGQ Kiti El Kitabi 01/2019 2



HCV-spesifik RNANIN SAPIaNMaST..........occiuiiiiiieeiiiiiiii e e e 17

L (0 TST=To L1 PSPPSR PUPRP 18
Taslyict RNA'nin hazirlanmasi ve 6rneklere dahili kontroliin eklenmesi................. 18
QIAsymphony SP/AS cihazlariyla baslama............cccccooiiieiiiiiicee e 19
Viral RNA SaflaStirma........coiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e 19
Test kontrol setlerive test parametre Setleri.........ccuvvveeeiiiiiiiiieiee e, 20

Protokol: QIAsymphony SP/AS Uzerinde RNA izolasyonu ve test kurulumu...................... 21
Baslamadan 6nce dnemli NoKtalar ............cccvvivieeiiiiiiii e 21
Baslamadan once yapilacaKIar ...............oooiiiiiiieiiiiiii e 22
QIASYMPhONY SP KUFUIUMU ..ottt e e e 22
QIAsymphony SP/AS kullanilarak prosedir............ccccovrvieiniiieneee e 24

QIAsymphony SP'de viral RNA saflastirma..........cccccccooiiiiiiiiie e 24
QIASYMPhONY AS KUFUIUMU ...eiiiiiiiiiiiicc et e e et e e e e e 26
Sarf MaIZEMEIEIH.......ccviiiiiiiii e 26
Adaptorler ve reaktif tULUCUIAN ..o 27
111 =Y U= T o PPN 27
Test kurulumu icin QIAsymphony AS ¢cekmecelerini yukleme..............cccocveeenee 27

Protokol: Rotor-Gene Q cihazinda RT-PCR ........c.ooiiiiiiiiiiiiiceeie e 30
Baslamadan 6nce 6nemli NOKLAIAN .............evvveieieiiieiiiiieiiieeerererereresererererererererererana. 30
Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak prosSedir ...........ccccooviiiiiieeieee e 30

ANGLZ AYAITAIT (.o 33
Calisma ve 6rnek gegerlilik Kriterleri........ ..o 33
Tam slireg kontroll sonuglari ... 35

KANTTIKASYON ...ttt e et e et 36

SONUCIAITN YOTUMIBNMEST ...ciiiiiiieiiiiee ettt e et e e e 37

3 artus HCV QS-RGQ Kiti El Kitabi  01/2019



Performans OZEITKIETT .........ooee e e 38

Bos ornek limiti Ve GZGUIUK ..........oooeeiiiiiie e 38
Saptama lIMiti (LOD) ...ttt e e e e et e e e e e e ennenaeeaaa e an 38
Hepatit C virlisli genotipleri 2 ila 6 i¢in saptama lImiti ...........cccooceeiiiiiniieee e, 40
Lineer aralik ve kantitasyon limiti ..............euvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiceceeeeeeveeeeveeev e 40
Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve lotlar arasi degiSim ..............uvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieivenennns 42
Yeniden GretilebilirliK ...........ocoveeiiri e 44
Capraz reaktivite ve mikst enfekSiyonlar ... 45
Olumsuz etkileyen Maddeler.............uvviiiiiiiiiii e 49
Capraz KoONtamMINASYON.........coiiiiiiieiiee ettt 53
KIINIK PEIFOIMEINS ...ttt e e 54
SINIAAMAIAT ...ttt e e 57
[ UL I (0] o1 PP PUPRT 57
RETEIANSIAN ...t 58
1< 0] oo ]| 1= o OO P PR UPPPPPRR 60
Sorun GidermMe KITAVUZU ..........uuiiiiiiiieiiiii et e e e e 63
SHPANIS BIlGIST ...ttt eee ettt a e e e e e e e s 69

artus HCV QS-RGQ Kiti El Kitabi 01/2019 4



Kullanim Amaci

artus HCV QS-RGQ testi, HCV ile enfekte kisilerde EDTA plazmasindaki Hepatit C virlist
(HCV) RNA'sinin (1-6 genotipleri) kantitatif olarak saptanmasinda QS-RGQ cihazlariyla
kullanima yonelik olan ve ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (reverse
transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) teknolojisini temel alan bir in vitro niikleik
asit amplifikasyon testidir.

artus HCV QS-RGQ testinin, klinik sunum ve diger laboratuvar isaretleriyle birlikte olarak
hastalik prognozu ic¢in ve antiviral tedaviye verilen viral yanitin, insan EDTA plazmasinda
bazal olarak, tedavi sirasinda ve tedavi sonundaki HCV RNA'sI seviyelerindeki degisikliklerle
Olculdugu gibi degerlendiriimesinde kullanilmasi amaclanmistir. artus HCV QS-RGQ
testinin; HCV enfeksiyonu icin kan, plazma veya serum taramasina yonelik olarak
kullaniimasi amaclanmamigtir. Test, HCV enfeksiyonunun varhgini dogrulamaya yonelik
tani amaglh bir test olarak kullaniimamalidir.

Ozet ve Agiklama

artus HCV QS-RGQ Kiti, QlAsymphony SP/AS cihazlariyla 6rnek hazirlama ve test
kurulumuyla Rotor-Gene Q cihazlari Uzerinde PCR kullanilarak HCV RNA'sinin saptanmasi
icin kullanima hazir bir sistem olusturur. Hepatits C Virus RG Master A ve B,
HCV genomunda 69 baz cifti bdlgenin spesifik amplifikasyonuna ve Rotor-Gene Q cihazinin
Cycling Green floresans kanalinda spesifik amplikonun dogrudan saptanmasina yonelik
reaktifleri ve enzimleri icerir.

Ayrica artus HCV QS-RGQ Kiti olasi PCR inhibisyonunu tanimlamak igin ikinci bir heterolog
amplifikasyon sistemi igerir. Bu durum, Rotor-Gene Q cihazinin Cycling Orange floresans
kanalinda bir dahili kontrol (internal control, IC) olarak saptanir. Analitik HCV PCR saptama
limiti azalmaz. Harici pozitif kontroller (Hepatitis C Virus RG QS 1-4) saglanir ve bu sayede
viral RNA miktari belirlenir.
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Patojen bilgisi
Arka plan

HCV, Flavivirid ailesinden bir RNA virisudur. Zarfsi bir yapiyla ve yalnizca 10 adet matir
protein kodlamasiyla gevrili olan HCV, karacider enflamasyonundan (hepatit) siroza ve
hepatoseliiler karsinoma (HSK) varan, her biri ayni 6lglide 6limciil olan birgok ciddi patolojiden
sorumludur. Diinya genelinde 200 milyondan fazla HCV tasiyicisi bulunmaktadir ve bu kigilerin
dort milyonu Avrupa'dadir. HCV enfeksiyonu, enfeksiyonlu olduklarindan haberdar olmayan
birgok kiside, diinya genelinde kronik karaciger hastaliginin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
HCV, alti ana genotip (1-6) altinda siniflandiriimakta olup genotip 1 (a ve b alt tipleri), Kuzey
Amerika ve Bati Avrupa'da en yaygin gérilen alt tiplerdir (1). Her bir genotip arasinda yalnizca
%55 ila %70 araliinda nukleotid homolojisi bulunmakta olup 80in Uzerinde alt tip
tanimlanmigtir. Dogru klinik yonetim saglanmasi ve tedaviye yanit olasiliginin tahmin

edilebilmesi igin genotipin belirlenmesi dnerilir (2).
Klinik hastaligin tanimi

Akut HCV enfeksiyonu, vakalarin blyuk bir cogunlugunda tamamen belirtisiz seyretmektedir.
HCV'nin kulugka dénemi 6 ila 10 hafta arasinda degismekte olup hastaligin baslangicinda;
anoreksi, hafif abdominal rahatsizlik hissi, bulanti ve kusma, ates ve bitkinlik dahil olmak Gzere
spesifik olmayan semptomlar gorilebilir. Daha nadir durumlarda bu baslangic semptomlarina
ikterus da (sarilik) dahil olabilir. Akut enfeksiyon gegiren kisilerin yalnizca kiiglik bir ylizdesinde
(%10 - 30) viris temizlenmektedir. Vakalarin buyik c¢ogunlugunda HCV yasam boyu

enfeksiyon olusturur ve hasta, kronik tasiyici haline gelir.

Kronik HCV enfeksiyonu, hastaligin 6 aydan uzun bir siire boyunca iyilesme gérilmeksizin
devam etmesi olarak tanimlanir ve enfekte bireylerin yaklagik Ucte ikisinde gérulur. Bu
kisilerin %10 - 20'sinde kronik HCV enfeksiyonu, siroza ve ardindan %25'e kadar 6lim
oranina sahip karaciger yetmezligine yol agar. HCV tasiyicilarinin yalnizca %1 - 5'inde HSK

g6ruldr ve bu durum, sirotik olmayan vakalarda genellikle nadirdir. Diger bir Snemli unsur da,
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HCV enfeksiyonunun, ciddi komplikasyonlar ortaya ¢gikmadan 6nce 20 yila kadar belirtisiz
kalabilmesidir.

Hastaligin ilerlemesinin altinda yatan mekanizmalar tamamen anlagiimamis olsa da, HCV
hastaliginin ilerleme oranini etkileyen birgok faktor bildirilmigtir. Bunlar arasinda yas (yiksek
yas daha hizh ilerlemeyle iligkilendiriimistir), cinsiyet (hastalik, erkeklerde daha hizl
ilerlemektedir), alkol tiiketimi (ylUksek hastalik ilerleme oraniyla iligkilendirilmigtir) ve
karaciger hucrelerinde yag varligi bulunmaktadir. Bunlara ek olarak, hepatit B viriisii (HBV)
ve insan imminyetmezlik virisi 1 (human immunodeficiency virus-1, HIV-1) ile
koenfeksiyonun, hastalik ilerleme oranini belirgin bir bigimde artirdigi, belgelerle
desteklenmistir (3).

Tedaviye ydnelik mevcut stratejiler

Tedavinin amaci, kronik olarak enfekte bireylerde HCV'yi temizleyerek Kalici Virolojik Yanit
(Sustained Virological Response, SVR) elde ederek bir tedaviye yaklasmaktir. SVR, hassas
bir RNA testiyle Olglldiglu sekilde (<151U/ml saptama limiti [LOD] ile), tedavinin
tamamlanmasindan 12 hafta (SVR12) veya 24 hafta (SVR24) sonra saptanamayan HCV
RNA'sI olarak tanimlanir. HCV enfeksiyonu, bu hedefe ulasildiginda hastalarin %99'undan
fazlasinda tedavi edilmis olur. SVR genel olarak, sirozu bulunmayan hastalarda karaciger
hastaliginin sona ermesiyle iligskilendirilir. Siroz hastalari, yasami tehdit edici komplikasyon
riski altinda bulunmaya devam eder ancak hepatik fibroz gerileyebilir ve hepatik yetmezIik

ile portal hipertansiyon gibi komplikasyonlarin gérilme riski azalir.

2011'e kadar kronik HCV'nin onaylanmis tedavisi, 24 veya 48 hafta boyunca pegile interferon
alfa (pegylated interferon alpha, PeglFN-a) ile ribavirinin kombinasyonu olmustur. Bu tedavi
rejimiyle, HCV genotipi 1 ile enfekte olmus hastalarda, Kuzey Amerika'da %40, Bati Avrupa'da
ise %50 SVR oranlar gérulmustiir. Genotip 2 veya 3 ile enfekte olmus kisilerin yaklasik %75
ila %85'inde, bir kiir tedavi tamamlandiktan 6 ay sonra SVR alinirken, diger genotipler (4, 5 ve
6) ile enfekte olmus kisilerde bu oran, %50 ila %75 arasinda olmustur (2).
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2011 yilinda, HCV genotip 1 enfeksiyonlarinin tedavisinde, proteaz inhibitorleri telaprevir
(TEL) ile boseprevire (BOC) ruhsat verilmigtir. Bunlar, HCV'ye kargi dogrudan etkili olan ilk
antiviraldir (direct-acting antivirals, DAA'lar) ve HCV NS3-4A serin proteazini hedef
almaktadir. Hem TEL hem de BOC, PeglFN-a ve ribavirin ile kombinasyon halinde
uygulanmistir. Uclii tedavi rejimleriyle tedavi edilen genotip 1 tedavisine karsi duyarli
hastalarda, tek basina PeglFN-a ve ribavirin ikili tedavisine kiyasla daha yiksek SVR

oranlari elde edilmistir (4).

Bu tarihten itibaren, HCV enfeksiyonu kombinasyon tedavilerinin bir pargasi olarak AB ve
ABD'de (diger bolgelerin yani sira), daha az yan etkiye sahip ve daha etkili pan-genotipik
DAA'larin kullanimina izin verilmistir. Ginimizde ilk defa IFN icermeyen kombinasyonlar
bulunmakta ve ribavirin, belirli tedavi kombinasyonlarinda yer almaya devam etmektedir.
BOC ve TEL Ugli kombinasyon tedavilerinin yan etki profilleri ve SVR basina maliyetleri,
yuksek gelirli Glkelerde yasayan HCV genotip 1 ile enfekte hastalarda ideal olarak daha fazla
kullanilmamasi gerektigine isaret etmektedir. Birgok orta gelirli tlkenin yakin zamanda TEL
ve BOC kullanimina iligkin onay aldigi ancak bu tedavilerin yiksek gelirli Glkelerde kademeli
olarak azaltiimakta ve ikinci nesil DAA'larin kullanimina gegis yapiimakta oldugu g6z éninde

bulundurulmalidir (2).
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Saglanan Materyaller

Kit icerigi
artus HCV QS-RGQ Kiti (72)
Katalog numarasi 4538366
Reaksiyon sayisi 72
Mavi Hepatitis C Virus Master A 3x820 pl
Eflatun Hepatitis C Virus Master B 3 x 200 pl
Kirmizi Hepatitis C Virus RG QS 1 (10* 1U/ul) 200 pl
Kirmizi Hepatitis C Virus RG QS 2 (102 1U/ul) 200 pl
Kirmizi Hepatitis C Virus RG QS 3 (102 1U/ul) 200 pl
Kirmizi Hepatitis C Virus RG QS 4 (10 1U/pl) 200 pl
Yesil Hepatitis C Virus RG Internal Control 2 x 1000 pl
Beyaz Su (PCR sinift) (Water (PCR grade)) 1900 pl

El Kitabi (Handbook) 1

QS: kantifikasyon standardi.

Reaktif hacimleri, kantifikasyon standartlari (QS 1 ila 4) ve sablonsuz kontrol (no template
control, NTC) dahil olmak Uzere, 24 6rneklik gruplar igin optimize edilmistir.

Daha az veya daha c¢ok drnek caligilabilir ancak QIAsymphony SP/AS icin 6li hacim dahil
etme gerekliliinden 6tirt ana karigsim kullanimi, optimum seviyenin altinda olacaktir.
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Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller

Kullanim 6ncesinde cihazlarin dreticinin 6nerilerine gore kontrol edildigi ve kalibre
edildiginden emin olun. Bu kit, QIAsymphony SP/AS ve uygun yazilima sahip Rotor-Gene Q
MDx 5plex HRM cihazi” gerektirir (ayrintilar igin agagiya bakin).

Ornek hazirlama

® QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi Kiti) (kat. no. 937055)

QIAsymphony SP Adaptorleri

e Elution Microtube Rack QS (Elisyon mikrotlp askisi QS) (Cooling Adapter
(Sogutma adaptorl), EMT, v2, Qsym, kat. no. 9020730)

e Tube Insert 3B (Tiip inserti 3B) (Insert, 2.0ml v2 (insert, 2,0 ml v2), samplecarr.
(24), Qsym, kat. no. 9242083)

QIAsymphony SP reaktifleri ve sarf malzemeleri

® Sample Prep Cartridges, 8-well (8 kuyucuklu érnek hazirlama kartuglar)
(kat. no. 997002)

® 8-Rod Covers (8 rod kiliflari) (kat. no. 997004)

e Filter-Tips (Filtre uglar), 1500 ul (kat. no. 997024)

e Filter-Tips (Filtre uglar), 200 pl (kat. no. 990332)

® Elution Microtubes CL (Elusyon mikrotiipleri CL) (kat. no. 19588)

* Varsa Ocak 2010'da veya daha sonra (retiimis Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazlari, Rotor-Gene Q MDx 5plex
HRM cihazlarina alternatif olarak kullanilabilir. Uretim tarihi bilgisi, cihazin arkasindaki seri numarasindan elde
edilebilir. Seri numarasi, "mm" ibaresinin basamak olarak tretim ayini, "yy" ibaresinin tretim yilinin son iki
basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz tanimlayiciy gésterdigi "mmyynnn" bigimindedir.
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e Tip disposal bags (Ug atik torbalari) (kat. no. 9013395)
® Microtubes 2.0 ml Type H (Mikrotupler 2,0 ml Tip H) veya microtubes 2.0 ml Type |

(mikrotupler 2,0 ml Tip 1) (Sarstedt®, kat. no. 72.693 ve 72.694,
www.sarstedt.com), érnekler ve dahili kontrollerle kullanim igin

BD tubes 14 ml, 17 x 100 mm polystyrene round-bottom (BD tipleri, 14 ml,
17 x 100 mm polistiren yuvarlak altli) (Becton Dickinson, kat. no 352051),
dahili kontrol hazirligi igin

QIAsymphony AS Adaptorleri

Reagent holder 1 QS (Reaktif tutucu 1 QS) (Cooling Adapter (Sogutma adaptoéru),
Reagent Holder 1 (Reaktif tutucu 1), Qsym, kat. no. 9018090)

RG Strip Tubes 72 QS (RG serit tipler 72 QS) (Cooling Adapter (Sogutma
adaptérl), RG Strip Tubes 72, Qsym (RG serit tipler 72, Qsym) kat. no. 9018092)

QIAsymphony AS reaktifleri ve sarf malzemeleri

Strip Tubes and Caps, 0.1 ml (Serit tipler ve kapaklari, 0,1 ml) (kat. no. 981103)

Tubes, conical, 2 ml, Qsym AS (Tupler, konik, 2 ml, Qsym AS) (kat. no. 997102) veya
Microtubes 2.0 ml Type | (Mikrotiipler 2,0 ml Tip I) (Sarstedt, kat. no. 72.694.005)

Tube, conical, 5 ml, Qsym AS (Tup, konik, 5 ml, Qsym AS) (kat. no. 997104) veya
Tubes with flat base from PP (PP duz tabanl tipler) (Sarstedt, kat. no. 60.558.001)

Reagent Bottles, 30 ml, Qsym AS (Reaktif siseleri, 30 ml, Qsym AS) (kat. no. 997108)
Elution Microtubes CL (Elisyon mikrottpleri CL) (kat. no. 19588)

Filter-Tips (Filtre uclart), 1500 pl (kat. no. 997024)

Filter-Tips (Filtre uglari), 200 ul (kat. no. 990332)

Filter-Tips (Filtre uglan), 50 ul (kat. no. 997120)

Tip disposal bags (Ug atik torbalari) (kat. no. 9013395)
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Ekipman

Pipetler (ayarlanabilir)* ve filtreli steril pipet uglari

Vorteks karistiricr*

2 ml reaksiyon tiipleri igin rotorlu ve 6800 x g hizinda santrifiijleme yapabilen
tezgah santrifju*

Rotor-Gene Q MDx 5plex HRM*T-(kat. no. 9002032) ve Rotor-Gene Q yazilim
sirumu 2.3 veya usti

QIAsymphony SP cihazi (kat. no. 9001297)*, QIAsymphony AS instrument
(kat. no. 9001301)* ve QlAsymphony yazilim strimu 4.0.3 veya ustu

Harici Tam Sure¢ Kontrolleri

Harici tam sire¢ kontrolleri (full process controls, FPC), artus HCV QS-RGQ testinin
gerceklestiriimesi igin gerekli degildir ancak pozitif ve negatif kontroller; yerel, bdlgesel

ve/veya federal dlzenlemelerin veya akreditasyon kuruluslarinin yonergeleri

gereklilikleri dogrultusunda, her bir laboratuvar tarafindan rutin olarak test edilmelidir.

Yiksek pozitif bir tam sire¢ kontroli (high positive full process control, H-FPC) ile duslk
pozitif bir tam sire¢ kontroliniin (full process control, L-FPC) amaci, siirecin tamamini

izlemektir. Negatif bir tam stire¢ kontrolu (negative full process control, N-FPC), HCV'ye bagli

reaktif kontaminasyonunu veya gevresel kontaminasyonu saptar.

*

-+

Cihazlarin Ureticinin dnerilerine goére kontrol edildigi ve kalibre edildiginden emin olun.
Varsa Ocak 2010 veya daha sonra lretiimis Rotor-Gene Q 5plex HRM cihazi. Uretim tarihi bilgisi, cihazin arkasindaki
seri numarasindan elde edilebilir. Seri numarasi, "mm" ibaresinin basamak olarak tretim ayini, "yy" ibaresinin tretim

yilinin son iki basamagini ve "nnn" ibaresinin benzersiz cihaz tanimlayiciyr gésterdigi "mmyynnn" bigimindedir.t

International Air Transport Association (Uluslararasi Hava Tasimaciliyi Dernegi). Dangerous Goods

Regulations (Tehlikeli Mallar Duzenlemesi).
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Her PCR calismasinda, negatif ve pozitif stire¢ kontrollerinin HCV bakimindan test edilmesi
oOnerilir. Streg kontrolleri drnekler gibi islem gérmeli ve ayni RNA izolasyon prosediiriine tabi
tutulmahdir. Bu amag dogrultusunda, énceden karakterize edilmis 6rnekler kullanilabilir.

Uyarilar ve Onlemler

in vitro tani amagh kullanim igindir.
Testi kullanmadan 6nce tim talimati dikkatle okuyun.

Daha fazla bilgi i¢in litfen uygun glvenlik veri sayfalarina (safety data sheets, SDS'ler)
basvurun. Bunlar, her bir QIAGEN kiti ve kit bilesenlerine ait SDS'yi bulabileceginiz,
goruntileyebileceginiz ve yazdirabileceginiz www.qiagen.com/safety adresinde g¢evrimici

olarak uygun ve kompakt PDF biciminde mevcuttur.

Kullanilan saflagtirma kiti icin glivenlik bilgisi acisindan ilgili kit el kitabina bakin. Cihazlar ile

ilgili gtivenlik bilgisi igin ilgili cihaz kullanim kilavuzuna bakin.

Uyarilar

e Kimyasallar ile galigirken, her zaman uygun laboratuvar 6nligu, tek kullanimhk

eldiven ve koruyucu g6zlik kullanin.

® Bu Urtinin kullanimi 6zellikle RT (gergek zamanlh) PCR teknikleri ve in vitro
diagnostik islemler konusunda talimat almis ve egitimli personelle sinirlidir.

® Numunelere daima guvenli laboratuvar islemleriyle uyumlu olarak bulasici ve/veya
biyolojik olarak tehlikeli gibi muamele edilmelidir.

® Numuneleri veya kit bilesenlerini kullanirken koruyucu tek kullanimlik pudrasiz

eldiven, laboratuvar 6nligu ve géz korumasi kullanin.
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® Numune hazirligi ve test kurulumunu amplifikasyondan ayiran 2 odali bir ydéntem
izlenerek, numune hazirlama, reaksiyon kurulumu ve amplifikasyon/saptama
aktiviteleri icin ayrilmis ve birbirinden izole ¢alisma alanlarinin kullaniimasi dnerilir.
Laboratuvardaki is akisi tek yonli bir sekilde ilerlemelidir. Her bélgede daima tek
kullanimlik eldivenler kullanin ve farkh bélgelere girmeden dnce bunlari degistirin.

® Ayri bélge alanlarina 6zel malzeme ve ekipman ayirin ve bunlari bir bélgeden

digerine tagimayin.

e Numune ve kit bilegenlerinin mikrobiyal ve nikleaz (DNaz/RNaz)

kontaminasyonundan kaginin.
® Daima aerosol bariyerli, DNaz/RNaz icermeyen tek kullanimlik pipet uglari kullanin.
® Pozitif ve/veya pozitif olabilecek materyali kitteki tiim diger bilesenlerden ayri saklayin.

e Amplikonlarla kontaminasyondan kaginmak igin amplifikasyon sonrasinda

reaksiyon tiplerini agmayin.
® Farkli lot numaralarina sahip kitlerden bilesenleri karigtirmayin.
® Son kullanma tarihini ge¢gmis kit bilesenlerini kullanmayin.

e Ornek ve test atigini yerel giivenlik diizenlemelerinize uygun olarak atin.

Genel 6nlemler

Her zaman asagidakilere dikkat edin:

e Manuel adimlar sirasinda miimkiinse tipleri kapali tutun ve kontaminasyondan kaginin.
e Bir teste baslamadan 6nce tim bilesenleri oda sicakliginda (15-25°C) iyice ¢dzin.

e (Co6zindugunde, bilesenleri karistirin (tekrar tekrar yukari ve agsagi pipetleyerek veya

puls vortekslemeyle) ve kisa siire santrifiije edin.
Not: Reaktif tiplerinde kdplk veya kabarcik olmadigindan emin olun.

e Gerekli adaptorlerin 2—-8°C'ye 6nceden sogutuldugundan emin olun.
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e Hizli galisin ve yuklemeden 6nce PCR reaktiflerini buz tUzerinde veya sogutma

blogunda tutun.

e s akisinin bir kismindan digerine siirekli olarak ilerleyin. Her modiil arasinda
(QlAsymphony SP/AS'den ve Rotor-Gene Q cihazina) 30 dakika transfer siresini

asmayin.

Reaktif Saklama ve Kullanma

artus HCV QS-RGQ Kitinin bilesenleri, —15 ila —30°C sicaklikta saklanmalidir. Master A ve
Master B tekrar kullanilabilir ancak en fazla iki dondurma - ¢6zdirme déngusi uygulanabilir.

Tup hacimleri, 24 reaksiyonluk gruplara gore optimize edilmigtir.
QS 1-4 ve IC'nin, alti dondurma/¢dzdirme déngusune kadar stabil kaldigi dogrulanmistir.

Reaktiflerin, QlIAsymphony SP/AS Uzerinde yerlesik olarak, bir calisma iginde maksimum
ornek sayisi test edilirken (3 tasiyicili galisma) 6rnek hazirlama siresince stabil oldugu

dogrulanmistir.

Prosedur

Numune toplama

1. Kan, EDTA igeren standart numune toplama tiipleri igine alinmalidir.

2. Tup, plazmayi ayirma amagl santrifiijleme isleminden dnce, 6érnegi ¢calkalamadan, 8

kez bas asagi cevrilerek karistiriimalidir.

Onemli: Heparinize insan 6rnekleri, bu testte etkileyen madde olarak davranabilir ve
heparin olarak kullanilmamalidir. Buna, heparin ile tedavi edilen hastalardan alinan
orneklerin yani sira heparin iceren tiiplere alinan érnekler de dahildir.
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Numune tasima ve saklama

Numuneleri, toplanmasindan itibaren 24 saat icinde, kirllmaz bir nakil kabi icinde 2—-8°C
arasi sicaklikta, patojen materyal tasinmasina iligkin yasal talimatlar dogrultusunda

gonderin.”

Tam kan orneklerinin (santrifijlemeden 6nce) asagidaki saklama kosullarinda stabilitesi

dogrulanmigtir:

e 24 saate kadar oda sicakhginda (15-25°C).

EDTA plazma o6rneklerinin (santrifijlemeden sonra) asagidaki saklama kosullarinda

stabilitesi (tasima igin gerekli stire dahil olmak tzere) dogrulanmistir:

e 24 saate kadar oda sicakhginda (15-25°C).
e 3 gline kadar 2-8°C

e 6 haftaya kadar —15 ila —30°C (veya daha dlsuUk sicaklikta), 3 dondurma/¢ézdirme
dongisiine kadar dahil olmak tGizere

Numune hazirlama

1. Etekli tabansiz bir Sarstedt 2.0 ml Microtube Type H (kat. no. 72.693) veya etekli
tabanlh bir Sarstedt Microtube 2.0 ml Type | (kat. no. 72.694) icine 1200 ul EDTA

plazma koyun.

2. Koptuk olusmasindan kacinarak QIAsymphony SP/AS'ye yukleyin.

* International Air Transport Association (Uluslararasi Hava Tasimaciligi Dernegi). Dangerous Goods Regulations
(Tehlikeli Mallar Dizenlemesi).
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HCV-spesifik RNA'nin saptanmasi

Tablo 1. artus HCV QS-RGQ Kiti hakkinda genel bilgiler

Kit artus HCV QS-RGQ Kiti
(kat. no. 4538366)

Ornek materyali EDTA plazma

On ug saflagtirma QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit (QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi Kiti) (kat. no. 937055)

Ornek hacmi (fazla hacim dabhil) 1200 pl

Test parametresi seti 170221 _APS_HCV_v2_plasmal000_V2

Varsayilan test kontrol seti ACS_Cellfree1000_V7_DSP_artus_HCV_v2

Eltsyon hacmi 90 ul

Ornek bagina Dahili Kontrol (IC) hacmi 9 ul

QIAsymphony yazilim stirimu Siuriim 4.0.3 veya Ustl

Ana karigim hacmi 25 pl

$ablon hacmi 25 pl

Reaksiyon sayisi 24-72" (QIAsymphony SP ve QIAsymphony AS (izerine yiiklenecek

tim kontroller dahil; bu sayi, 19-67 klinik drnege karsilik gelir)
QIAsymphony SP/AS igin galisma suresi 48 reaksiyon igin: yaklasik 205 dakika
Rotor-Gene Q cihazinda calisma slresi Yaklasik 105 dakika

*

72 reaksiyon ve 1 test askisi adaptori sinirinin agilmadigindan emin olun. Test kurulumunun tamamlanmasiyla
Rotor-Gene Q cihazina aktarma arasinda uzun inkiibasyon siiresinden (>30 dakika) kaginin.
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Prosedur

Taslyict RNA'nin hazirlanmasi ve érneklere dahili kontrolin eklenmesi

QIAsymphony DSP Virlis/Patojen Midi Kitinin artus HCV QS-RGQ Kitiyle kombinasyon
halinde kullaniimasi dahili kontrolin (Hep. C Viris RG IC) saflastirima islemine drnek
hazirlama ve asagi dogru testin etkinligini izlemek i¢in eklenmesini gerektirir.

Dahili kontrol (Hep. C Virus RG IC) (artus HCV QS-RGQ Kitiyle saglanan), tasiyici RNA
(CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisimina eklenmelidir. Dahili kontrol-tasiyici RNA
(CARRIER)-Tampon AVE (AVE) karisiminin toplam hacmi érnek basina 120 pl olarak kalir.

Tablo 2 1 pl elisyon hacmi basina 0,1 pl oraninda o6rnek icin dahili kontrol reaksiyon
karisimini belirtmektedir. Her calisma icin kullanimdan hemen 6nce taze karisimlarin
hazirlanmasini éneriyoruz.
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Tablo 2. Tagtyici RNA ve dahili kontroliin hazirlanmasi (Hep. C Virus RG Internal Control)

Bilesen Reaksiyonlar
n<s13 igin hacim (pl) n>13icin hacim (ul)
Sarstedt tUplerinde* Corning® tuplerinde®

Stok tastyict RNA (CARRIER) 5 5

Dahili Kontrol 9 9

(Hep. C Virus RG Internal Control)

Tampon AVE 106 106

Ornek basina son hacim (6li hacim harig) 120 120

n érnek icin toplam hacim (n x 120) + 360 (n x 120) + 600

*

Microtubes 2.0 ml Type H ve Microtubes 2.0 ml Type | (Sarstedt, kat. no. 72.693 ve 72.694). 3 ek drnege karsilik
gelen dabhili kontrol karigimi (yani, 360 pl) gereklidir. 1,92 ml toplam hacimden daha fazla doldurmayin
(maksimum 13 érnege karsilik gelir). 13'in tizerinde reaksiyon kullaniliyorsa istege bagl olmak tizere, dahili
kontrol karisimini daha buyik bir tipte hazirlayin ve 2,0 ml'lik mikrotiiplere yikleyin. Her tiip igin gereken 3 ek
reaksiyonluk fazla hacmin eklenmesini saglayin.

T 13'lin Gizerinde reaksiyon hazirliyorsaniz IC karigimini daha biyiik bir tiipte (14 ml, 17 x 100 mm polystyrene
round-bottom, Corning, kat. no. 352051) hazirlayin. 5 ek érnege karsilik gelen IC karigimi (yani, 600 pl)
gereklidir. 13,92 ml toplam hacimden daha fazla doldurmayin (maksimum 111 6rnege karsilik gelir).

QIAsymphony SP/AS cihazlariyla baslama

1. Tum gekmeceleri ve kapaklari kapatin.
2. QIAsymphony SP/AS cihazlarini agin ve "Sample Preparation” (Ornek Hazirlama)

ekrani belirip kullanmaya hazirlama islemi bitinceye kadar bekleyin.

3. Cihazda oturum agin (gekmecelerin kilidi agilir).

Viral RNA saflastirma

artus HCV QS-RGQ Kiti bir QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kiti kullanilarak
QlAsymphony SP Uzerinde yapilan bir viral RNA saflastirma adimiyla dogrulanmistir.
QIAsymphony SP Uzerinde Ornek saflastirma adimi igin reaktif kartusunun nasil
hazirlanacadi konusunda bilgiler icin bkz. QIAsymphony DSP Virus/Pathogen EI Kitabi
(QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Handbook).
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Test kontrol setlerive test parametre setleri

Test kontrol setleri, QIAsymphony SP Uzerinde drnek saflastirma igin IC gibi ek parametreler
ile bir protokolliin kombinasyonudur. Her protokol icin varsayilan bir test kontrol seti nceden
kuruludur.

Test parametre setleri bir test taniminin QIAsymphony AS lzerinde test kurulumu igin
replikat sayimi ve test standartlar sayisi gibi ek parametrelerle kombinasyonudur.

QlAsymphony SP/AS Uzerinde entegre calismalar icin test parametre seti, iliskili 6rnek
saflastirma sirecini belirten baslangig test kontrol setiyle dogrudan baglantihdir.
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Protokol: QIAsymphony SP/AS lzerinde RNA
izolasyonu ve test kurulumu

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

¢ QIAsymphony SP/AS cihazlarini ¢alistirmaya asina oldugunuzdan emin olun. Cihaz ile
birlikte verilen kullanim kilavuzlarina bagvurun ve surimlerin, calisma protokoliinde
belirtildigi gibi oldugundan emin olun.

o Bir reaktif kartusunu (reagent cartridge, RC) ilk kez kullanmadan dnce RC icinde
Tampon QSL2 ve QSB1'in herhangi bir presipitat icermedigini kontrol edin. Gerekirse
QSL2 ve QSB1 Tamponlari iceren tekneleri RC'den gikarin ve 30 dakika boyunca
37°C'de arada ¢okeltiyi cozdirmek icin ¢alkalayarak inkiibe edin. Teknelerin dogru
pozisyonlara yerlestirildiginden emin olun. RC halihazirda delinmigse teknelerin, Tekrar
Kullanilabilir Mihirleme Stripleri ile kapatildigindan emin olun ve tam RC'yi bir su
banyosunda 30 dakika boyunca 37°C'de arada calkalayarak inklbe edin.”

e RC'nin kuvvetli sallanmasindan kaginmaya galisin. Aksi takdirde, kopuk olusabilir ve
SIvI seviyesi saptama problemlerine neden olabilir.

e Hizli galisin ve yiiklemeden 6nce PCR reaktiflerini buz izerinde veya sojutma
blogunda tutun.

¢ Reaktif hacimleri kit basina 3 x 24 reaksiyon icin optimize edilmistir. Daha az veya daha
¢cok sayida ornek ¢alisilabilir ancak QIAsymphony icin gerekli olan hesaplanmis 6li
hacimden 6tlrt ana karisim hacminin kullanimi, optimum seviyenin altinda olacaktir.

e Her kullanimdan 6nce tim reaktiflerinin tamamen ¢oéziinmesi, karistirimasi (tekrarlanan
yukari ve asagi pipetleme, bas asagi cevirme veya hizl vorteksleme ile) ve 6800 x g
hizinda en az 3 saniye santrifijlenmesi gerekir. Reaktiflerde kdpuk olusmasindan kaginin.

* Cihazlarin Ureticinin talimatina gére diizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve kalibre
edildiginden emin olun.
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Ornek hazirlamadan elde edilen eliitlerin ve artus HCV QS-RGQ Kitinin tiim bilesenlerinin,
cihaz Gizerinde QIAsymphony SP/AS'den Rotor-Gene Q cihazina 30 dakikaya kadar
aktarma suresi dahil olmak Uizere 67 6rnek icin drnek saflastirma ve 72 reaksiyonun test

kurulumu igin en azindan gereken normal siire boyunca stabil oldugu gésterilmistir.

Baslamadan once yapilacaklar

Tum gerekli karisimlari hazirlayin. Gerekirse baglamadan hemen dnce tasiyici RNA
(CARRIER) ve dahili kontroller iceren karnigimlar hazirlayin.

Prosedire baslamadan 6énce manyetik pargaciklarin tamamen yeniden asih
kaldiklarindan emin olun. ilk kullanimdan énce manyetik parcaciklari icerek oluga en
az 3 dakika boyunca siddetli bicimde vorteks yapin.

RC'yi yuklemeden dnce kapagdi manyetik partikiller iceren tekneden ¢ikarin ve enzim
tuplerini agin. Enzim askisinin oda sicakligina (15-25°C) dengelendiginden emin olun.
Delici kapagin (piercing lid, PL) RC'ye yerlestirildiginden ve manyetik partikul
teknesinin kapaginin gikarildigindan veya kismen kullaniimis bir RC kullaniliyorsa

Tekrar Kullanilabilir Mihirleme Striplerinin ¢ikarildigindan emin olun.

Ornekler barkodluysa érnekleri tiip tastyicida barkodlar QIAsymphony SP sol tarafinda
"Sample" (Ornek) cekmecesi icinde barkod okuyucuya bakacak sekilde yonlendirin.

QIAsymphony SP kurulumu

"Waste" (Atik) gekmecesi

Unite kutusu tutucu 1-4 Bosg Unite kutulari
Atik torbasi tutucu Atik torbasi
Sivi atik sisesi tutucu Sivi atik sisesini bosaltin ve kurun
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"Eluate" (Elut) cekmecesi

Eliisyon askisi Yuva 1, sogutma pozisyonunu kullanin

Elisyon hacmi* Onceden segili eliisyon hacmi: 60 pl
Baslangig eliisyon hacmi: 90 pl

* Protokol igin eliisyon hacmi énceden segilir. Bu son eliisyon tipiinde minimum erisilebilir ellit hacmidir. Eltisyon
sollisyonunun baslangi¢ hacmi gergek eliit hacminin dnceden segili hacimle ayni olmasini saglamak icin gereklidir.

"Reagents and Consumables" (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) cekmecesi

Reaktif kartusu (RC) pozisyon 1 ve 2 48 ornege kadar 1 reaktif kartusu (RC) veya
67 ornege kadar 2 yeni reaktif kartusu (RC)
yukleyin

Ug aski tutucu konum 1-4 Yeterli sayida tek kullanimlik 200 pl filtre ucu ylkleyin

(izleyen sayfada bulunan tablodan gerekli plastik
malzemeye bakin)

U¢ aski tutucu konum 5-18 Yeterli sayida tek kullanimlik 1500 pl filtre ucu yikleyin
(izleyen sayfada bulunan tablodan gerekli plastik
malzemeye bakin)

Unite kutusu tutucu pozisyonu 1-3 Ornek hazirlik kartuglar igeren 3 tinite kutusu yikleyin

Unite kutusu tutucu pozisyonu 4 8 Rod Kilifi igeren 1 Unite kutusu yikleyin

"Sample" (Ornek) gekmecesi

Ornek tipi EDTA plazma
Ornek hacmi (fazla hacim dahil) 1200 pl
Ornek tipleri Microtubes 2.0 ml Type H veya Microtubes 2.0 ml

Type | (Sarstedt, kat. no. 72.693 ve 72.694)
insert Tube Insert 3B (kat. no. 9242083)
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1-3 6rnek gruplari igin gereken plastik malzeme

Bir grup, iki grup, Ug grup,

24 6rnek* 48 ornek* 67 6rnek*
Tek kullanimlik filtre uglari, 200 ul™ 28 52 76
Tek kullanimlik filtre uglari, 1500 pl'™* 113 206 309
Ornek hazirlama kartuglari® 21 42 54
8-Rod Kiliflari" 3 6 9

* Grup basina birden fazla dahili kontrol tipl kullaniimasi ve birden fazla envanter taramasi yapilmasi ek tek
kullanimlik filtre uglari gerektirir.

T Ug askisi basina 32 filtre ucu vardir.

+ Gereken filtre ucu sayisina reaktif kartusu basina 1 envanter taramasi icin filtre uclari dahildir.
§ Unite kutusu basgina 28 érnek hazirlama kartusu vardir.

1 Unite kutusu basina on iki 8 Rod Kilifi vardir.

QIAsymphony SP/AS kullanilarak prosedur
QIAsymphony SP'de viral RNA saflastirma

1. QIlAsymphony SP/AS cihazinin tim ¢ekmecelerini ve kapaklarini kapatin.

2. Cihazi agin ve "Sample Preparation" (Ornek Hazirlama) ekrani belirip kullanmaya
hazirlama iglemi bitinceye kadar bekleyin.

Gl¢ anahtari QlIAsymphony SP'nin sol alt kdsesinde bulunur.

3. Cihazda oturum agin.

4. Asagidaki cekmeceleri, "QIAsymphony SP kurulumu", sayfa 22bdliminde aciklandigi

sekilde hazirlayin.
o "Waste" (Atik) cekmecesi; hazirlandiginda bir envanter taramasi yapin.
e "Eluate" (Elit) cekmecesi; hazirlandidinda bir envanter taramasi yapin.

e "Reagents and Consumables" (Reaktifler ve Sarf Malzemeleri) cekmecesi;

hazirlandiginda bir envanter taramasi yapin.

e "Sample" (Ornek) cekmecesi
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QIAsymphony dokunmatik ekraninda "Integrated run" (Entegre ¢alisma) kurulumunu
kullanarak islenecek her drnek grubu igin gerekli bilgileri girin. Calisma igin bir Test
Parametre Seti secin ve bunu, 6rneklere karsilik gelen test kurulumu (assay set up, AS)

grubuna atayin.

Test Parametre Seti ve 6nceden secilen elisyon hacmi hakkinda bilgiler, Tablo 2

icinde saglanmaktadir.

QlAsymphony SP Uzerinde entegre galismalar gerceklestirme hakkinda daha fazla
bilgi icin cihaz kullanim kilavuzuna bakin.

Entegre bir calisma kurulumu yaparken érnek laboratuvar malzemesi, 6rnek tipi ve
hacimlerin dogru sekilde atandigini kontrol edin.

Her cekmeceye yiiklenmesi gereken sarf malzemeleri ve bilesenler hakkinda bilgiler,
yukaridaki bélimde saglanmaktadir.

Entegre galismada tim gruplar hakkinda bilgi girildikten sonra "Integrated run" (Entegre
Calisma) kurulumundan gikmak igin "Ok" (Tamam) digmesine tiklayin. Entegre
calismanin genel bakisi igindeki tiim gruplarin durumu "LOADED" (YUKLU) durumundan
"QUEUED" (SIRALI) durumuna degisir. Bir grup siraya konur konmaz "Run" (Calistir)
dugmesi belirir. Prosediri baslatmak icin "Run” (Calistir) diigmesine basin.

Tidm isleme adimlari tamamen otomatiktir.

25
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QIAsymphony AS kurulumu

Sarf Malzemeleri

Kurulum sirasinda her sarf malzemesi icin QIAsymphony AS moduli Uzerinde uygun
pozisyonlar cihaz tzerindeki dokunmatik ekran tzerinde belirtilir.

Sarf Malzemeleri Dokunmatik ekrandaisim Adaptor/reaktif tutucuyla
kullanilmak igindir

Serit Tlpleri ve Kapaklari, QIA#981103 Strip Tubes 0.1 RG Serit Tupleri 72 QS

0,1 ml (250)

Tipler, konik, 2 ml, QIA#997102 T2.0 Screw Skirt's Reaktif tutucu 1 QS

Qsym AS (500)*

Tup, konik, 5 ml, QIA#997104 T5.0 Screw Skirt's Reaktif tutucu 1 QS

Qsym AS (500)"*

Eltsyon Mikrotuipleri CL QIA#19588 EMTR" Elisyon Mikrotiip Askisi QS

(24 x 96)

*

Barkodlu bir sogutma adaptori kullanilarak sogutulabilecek laboratuvar gereglerine isaret eder.

T Ana karigim bilesenleri, sistem tarafindan hazirlanan ana karigim, test standartlari ve test kontrolleri igin.

T Alternatifolarak, "Gerekli Olan Ancak Saglanmayan Materyaller”, sayfa 10 iginde agiklanan Sarstedt tiipleri
kullanilabilir.

§ Dokunmatik ekranda "(m)" 6n eki ilgili tiip i¢in sivi seviyesi hesaplamalarini konkav bir meniskis olusturan

reaktifler igin optimize edildigine isaret eder.
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Adaptorler ve reaktif tutucular

Aski/reaktif tutucu Ad Gereken say!
Ornek askisi Elisyon Mikrotiip Askisi QS 1
Reaktif tutucular Reaktif tutucu 1 QS 1
Test askilari RG Serit Tupleri 72 QS 1

* Grup basina birden fazla dahili kontrol tipl kullaniimasi ve birden fazla envanter taramasi yapilmasi ek tek
kullanimlik filtre uglari gerektirir.

Filtre uglari

Ug lotlar 1, 2 ve 3 ile baglayarak "Eluate and Reagents" (Elut ve Reaktifler) cekmecesine ug
askilarini yikleyin ve sonra ug askilarini "Assays" (Testler) cekmecesinde ug yuvalar 7, 8

ve 9'a yukleyin.

Sarf Malzemesi Dokunm_at_ik ekranda 24 reaksiyon igin 72 reaksiyon igin
isim minimum sayi minimum sayi

Filtre Uglari, 1500 pl (1024) 1500 pl 5 6

Filtre Uglari, 200 pl (1024) 200 pl 10 10

Filtre Uglari, 50 pl (1024) 50 pl 25 73

Ug Atik Torbalari - 1 1

Test kurulumu icin QIAsymphony AS cekmecelerini yiikleme

1. Bir entegre calismayi siraya koyduktan sonra QIAsymphony AS ¢cekmecelerini agin.
Yiklenecek gerekli bilesenler dokunmali ekranda gésterilmistir.

2. Daima entegre galisma 6ncesinde sunlari yaptiginizdan emin olun.
e Uc kizagini yerlestirin

e Ug atma torbasini atin
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e Bos ug atma torbasi takin

3. Test askisini/askilarini tanimlayin ve yiikleyin. Onceden sogutulmus
adaptorde/adaptorlerde test askisi/askilarl "Assay" (Test) yuvasina/yuvalarina

yiklenir. Test askilari hakkinda bilgiler, dnceki bolimde bulunmaktadir.
4. Sogutma pozisyonlarinin sicakliklarini kontrol edin.

Hedef sogutma sicakliklarina ulasildiginda her yuva yanindaki kicik yildiz yesil
gOriinecektir.

5. Her reaktif tiplni cihaz yaziliminda verilen yikleme bilgisi uyarinca uygun reaktifin
gereken hacmiyle doldurun.

Not: Her kullanimdan 6nce, Master Mix B hari¢ tim reaktiflerinin tamamen ¢éziinmesi,
karistiriimasi (tekrarlanan yukari ve asagi pipetleme, bas asagi ¢cevirme veya hizli
vorteksleme ile) ve 6800 x g hizinda en az 3 saniye santriflijlenmesi gerekir.
Kabarciklar veya kopik olusumu saptama hatalarina yol acabileceginden bunlarin
olusumundan kaginin. Hizh ¢alisin ve yiklemeden 6nce PCR bilesenlerini buz
Uzerinde veya sogutma blogunda tutun.

Not: Viskoz reaktifleri manuel pipetlerle kullanmak zor olabilir. Tlipteki istenen Master
Mix hacmini aktardiginizdan emin olun.

6. Optimum reaktif izlenebilirligi saglamak adina test kiti bilgilerinin taranmasi dnerilir.
Bunun i¢in agagidaki adimlari izleyin:

o Dokunmatik ekranda "Scan Kit Barcode" (Kit Barkodunu Tara)
dugmesine basin ve agik mavi kit barkodu ¢izgisine basin.
o Metin alanina basin ve elle tutulan barkod tarayiciyi kullanarak, artus
HCV QS-RGQ Kitinin st kisminda yer alan kit barkodunu tarayin.
7. Reaktif tutucuyu yukleyin ve reaktif tiplerini, kapaklari olmadan, reaktifler igin dnceden
sogutulmus adapt6rlerin uygun pozisyonlari icine yerlestirin.
8. Tek kullanimlik filtre uglarini her ug tipi icin gerekli sayiya gore "Eluate and Reagents”
(Elut ve Reaktifler) ve "Assays"(Testler) cekmecelerine yikleyin.

9. "Eluate and Reagents" (Ellt ve Reaktifler) ve "Assays" (Testler) cekmecelerini kapatin.

artus HCV QS-RGQ Kiti El Kitabi 01/2019 28



10.

11.

12.
13.

14.

15.

Her cekmece kapatildiginda, her cekmece i¢in envanter taramasini baglatmak icin
"Scan" (Tara) kismina basin.

Envanter taramasi yuvalari, adaptérleri, filtre uglarini ve u¢ olugunu ve ayrica spesifik

reaktif hacimlerinin dogru yiiklenmesini kontrol eder. Hatalari gerekirse diizeltin.

Test kurulumu QIAsymphony SP (izerinde saflastirma adimi tamamlandiktan sonra ve
elut askilar QIAsymphony AS'ye aktarildiktan sonra otomatik olarak baslar.

Caligma bittikten sonra test kurulumu "Overview" (Genel Bakis) ekraninda "Remove"
(Cikar) kismina basin. "Assays" (Testler) gekmecesini agin ve test askisini/askilarini

cikarin.

Kalan artus HCV QS-RGQ reaktiflerini QIAsymphony AS'den ¢ikarin ve yerel

gereklilikler dogrultusunda imha edin.
Sonug ve donguleyici dosyalarini indirin (istege bagl).

Calisma dongtileyici dosyasini, QIAsymphony Management Console'u (QMC)
kullanarak veya USB bellege indirerek Rotor-Gene Q cihazina aktarin.

o  Ornek hazirlama kullanici arayiiziinde "In-/Output Files" (Girdi/Cikti Dosyalari)
sekmesini segin.

e USB bellegi takin, "Cycler files" (D6nguleyici dosyalari) 6gesini segin ve aktarin.

e  Ekrandaki komut, aktarimi onaylayacaktir. Ok (Tamam) 6gesini sec¢in ve indirilmis
dosyalarin bulundugu USB bellegi ¢ikarin.

Sonraki sayfada yer alan "Protokol: Rotor-Gene Q cihazinda RT-PCR" bélumine

ilerleyin.

QIlAsymphony AS normal bakimini RotorGene Q cihazi lizerinde PCR galismasi

sirasinda veya sonra yapin.

is akisI entegre bir caligma oldugundan tiim cihazlar tamamlanmis is akiginin

sonunda temizleyin.

"QIAsymphony SP/AS Kullanici Kilavuzu — Genel Tanim" (QIAsymphony SP/AS User

Manual — General Description) icindeki bakim talimatlarini izleyin. Capraz

kontaminasyon riskini minimuma indirmek igin bakimin duzenli olarak yapildigindan

emin olun.
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Protokol: Rotor-Gene Q cihazinda RT-PCR

Baslamadan 6nce dnemli noktalar

Protokole baslamadan 6nce Rotor-Gene Q cihazina asina hale gelmek igin zaman
ayirin. Cihaz kullanim kilavuzuna bakin.

Test kurulumu, en az bir negatif kontroliin (PCR sinifi su) yani sira dort kantitasyon
standardinin her bir PCR ¢alismasina eklenmesini gerektirir.

Rotor-Gene Q cihazi kullanilarak prosedur

N o g M w

"New Run Wizard" (Yeni Calisma Sihirbazi) penceresinde 72 kuyulu rotoru secin.

Kurulum sayfasindaki "Locking ring attached" (Kiliteme halkasi takil) onay kutusuna

tiklayin.

"Next" (Sonraki) dugmesine tiklayin ve ¢alisma parametrelerini dogrulayin.
Kazanim optimizasyonunun QS1 olarak ayarlandigindan emin olun.

Operator Kimligi ayrintilarini ve reaksiyon hacmini (50 pl) girin

PCR caligsmasini baglatmak icin "Start" (Baslat) digmesine tiklayin.

Ornekleri adlandirin

Not: Ornek Kimligi listesinin, veri girigi hatalarini 6nlemek adina QIAsymphony
SP/AS'den Rotor-Gene Q cihazina elektronik olarak aktariimasi énerilir.

llgili dénguleyici dosyasini, bilgisayar icindeki yerel bir alana aktarin.

Ornek adlandirma komutunda yer alan "Open file" (Dosya ag) simgesini segin (izleyen
sayfadaki ekran gortintiisiine bakin) ve ardindan, ilgili dénglleyici dosyasinin yerini

bulun ve agin.
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New Run Wizard 8
i Settings
Given Conc. Format: [123456.789123467 | una: flund =] More Options |
Samples
W | Ect | ResetDefsut| Gradent (D] E‘ EIRE
C |ID |Name | Type | Groups | Given Conc |Se A! ‘
1 Unknown Ye_i
2 Unknown Ye
3 Unknown Ye
4 Unknowm Ye
5 Unknown Ye
3} Unknown Ye
7 Unknown Ye
8 Urknown Ye
9 Unknown Y l;
pill b
Page
Name : |Page1 _J _I New E [~ Synchronize pages
SkipWizard | <<Back | Einish | Finish and Lock Samples |
L

10. Ornekler adlandinldiktan sonra "Finish" (Bitir) 6gesine tiklayin.
11. PCR tiplerini kapatin ve tipleri Rotor-Gene Q 72 kuyulu rotoruna yerlestirin.

Rotor-Gene Q 4 serit tiplerinin, sogutma adaptoérii ve rotorun pozisyonlari eslesecek
sekilde dogru oryantasyonda aktarildigindan emin olun.

Not: Rotor-Gene Q cihazinin bir aksesuari olan kilitteme halkasinin, tiplerin calisma
sirasinda yanhislikla agiimasini énlemek Uizere rotorun en Ustlne yerlestirildiginden emin
olun.

12. HCV RNA'sI saptama icin Tablo 3 icinde aciklandi§i sekilde bir sicaklik profili
olusturun.

13. Kazanim optimizasyonu ayarlarinin, Tablo 4 icinde verilenler ile eglestiginden ve QS1
bulunduran tiip pozisyonuna (bu, QIAsymphony SP'den gelen son test érneginden

sonraki tipudir) uygulandigindan emin olun.

14. Calismayi baglatin.
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Tablo 3. Rotor-Gene Q cihazinin galigma parametreleri

Dabhili kontrol: Turuncu

Adim Sicaklik (°C) Sire Edinim kanallari Dongii sayisi
Ters transkripsiyon
(Reverse transcription, 50 10 dk n/a 1
RT) adimi
Baslangic
denattirasyonu/ 95 2 dk n/a 1
enzim aktivasyonu
Denaturasyon 95 10sn n/a
Baglanma 55 20 sn n/a
45
Hedef: Yesil
Uzama 72 20 sn

Tablo 4. Kazanim optimizasyonu ayarlari

Sicakhgi agsagidaki  72°C
degere ayarlayin:

Optimizasyonu ilk edinimden énce gergeklestirin (isaretli oldugundan emin olun)

Otomatik kazanim optimizasyon kanali ayarlari

Kanal Tup pozisyonu Min. deger
Yesil Qs1 5Fl
Turuncu QSs1 5F

Maks. deger
10 FI
10 FI

Min. kazanim
-10
-10

Maks. kazanim
10
10
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Analiz Ayarlari

Bu bélimde, ¢alisma tamamlandiktan sonra Rotor-Gene Q yazilimindaki (2.3 veya Ustu)
analiz ayarlari agiklanmaktadir. Ayni analiz ayarlarinin kullaniimasi, tutarli bir test
performansi saglar ve farkh calismalar arasinda sonu¢ karsilastiriimasinin yapilmasina
olanak tanir.

Tablo 5. artus HCV QS-RGQ Kiti i¢in caligma analizi parametreleri

Kanal Lineer Dinamik tap Esik ilkini Egim Disarida kalan

Olcek goéz ardiedin  dizeltme degeri gikarma
(reaksiyon
etkinlik esigi)

Yesil Segili Segcili 0,02 10 kapali N/A

(FAM)

Turuncu Segili Segili 0,02 15 kapal N/A

(Texas Red)

N/A: uygun degil

Calisma ve ornek gecerlilik kriterleri

Sonuglarin yorumlanmasi, Rotor-Gene Q yaziliminin kullanildigi tim PCR c¢alismalarinda
gerceklestirilir. Calisma ve 6rnek gecerliligi, Rotor-Gene Q cihazindan alinan degerler
incelenerek, Tablo 6, Tablo 7 ve Tablo 8 iginde agiklandigi sekilde degerlendirilir. Sonraki
analizlerde vyalnizca, gecerli calismalardan elde edilen gecerli 6rnek sonuclari
kullanmimahdir.
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Tablo 6. Galisma gecerliligi kriterleri

Kontrol parametresi Yesil (FAM) kanal kriterleri Turuncu (Texas Red) kanal
kriterleri

Sablon kontrolii yok (NTC) Amplifikasyon yok Ct 26.30-33.60

QSs1 Amplifikasyon Amplifikasyon”

QSs2 Amplifikasyon Amplifikasyon

QS3 Amplifikasyon Amplifikasyon

Qs4 Amplifikasyon Amplifikasyon

*

Nadir durumlarda, ¢ok yiiksek HCV viral yik, dahili kontroliin (IC) hata vermesine neden olabilir. QS1'in IC'si
amplifikasyonda basarisiz olur anca testteki diger gegerlilik kriterleri karsilanirsa calisma, gecerli olarak ele alinir.

Tablo 7. Standart egri icin ¢caligma gegcerliligi parametreleri

Kontrol parametresi Kriterler
R2 20.990
Kesisim ("B") Ct 30.75-34.43

Tek bir rnegin gegerliligi Tablo 8 iginde gdsteriimektedir ve bu durum, ¢alismanin Tablo 6
ve Tablo 7 iginde yer alan kriterlere gbére gecerli oldugunun belirlenmesinden sonra da

gecerlidir.
Tablo 8. Ornek gegerliligi kriterleri
Ornek Yesil (FAM) kanal kriterleri Turuncu (Texas Red) kanal kriterleri
HCV saptanmadi Amplifikasyon yok 225,00 C"
HCV saptandi <2000 1U/ml Amplifikasyon 225,00 C¢"
HCV saptandi >2000 1U/ml Amplifikasyon 225,00 C;"

*

Sablonsuz kontroliin (no template control, NTC) dahili kontrolii (internal control, IC) ile 6rnegin dahili kontrol (IC)
arasindaki fark <3,50 Ct olmalidir (ACtIC = Ct IC6mek — Ct ienTe).

Nadir durumlarda, ¢ok yiiksek HCV viral yik, IC'nin basarisiz olmasina neden olabilir ancak belirlenen HCV
konsantrasyonu test igin lineer aralik (1 x 108 IU/ml) iginde kaliyorsa érnek, gegerli olarak degerlendirilir.

-+
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Tam sureg kontrolU sonuglari

Harici tam sure¢ kontrolleri (FPC) istege bagldir ancak oOnerilir. FPC'ler dérnek olarak
siniflandirilacagindan ve yerel, bolgesel ve federal diizenlemeler dogrultusunda saglanip
dahil edileceginden artus HCV QS-RGQ testi, FPC analizi igin sabit kurallar sunmaz.

Bunlarin sunulmasi durumunda asagidaki kogullarin kargilandigindan emin olun:

e Yiksek FPC (H-FPC), 6nceden tanimlanmis spesifikasyonlar dahilinde bir HCV pozitif
ornegi raporlamahdir

e Dusik FPC (K-FPC), dnceden tanimlanmis spesifikasyonlar dahilinde bir HCV pozitif
ornegi raporlamahidir

e Negatif FPC (N-FPC), bir HCV negatif érnek sonucu dogrulamaldir

H-FPC, L-FPC veya N-FPC sonuglarinin, laboratuvar tarafindan énceden tanimlanmis
spesifikasyonlarin disinda kalmasi durumunda temel neden analizi ile 6érnek ve cgalisma
gegcerlilik durumunun uygun sekilde degerlendiriimesine yonelik standart proseddrleri izleyin.
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Kantifikasyon

Kantifikasyon standartlari (Hep. C Virus RG QS 1-4) artus HCV QS-RGQ Kitinde dnceden
saflastinimig érnekler olarak ele alinir ve 25 pl 6rnek hacmi kullanilir. Rotor-Gene Q Cihazlari
Uizerinde standart bir egri olusturmak icin dort kantifikasyon standardinin hepsi kullaniimall
ve bunlar, Rotor-Gene Q cihazi (izerindeki "Edit Samples" (Ornekleri Diizenle) iletigim
kutusunda, belirtilen konsantrasyonlardaki standartlar olarak tanimlanmalidir (daha fazla

ayrinti igin cihaz kullanim kilavuzuna bakin).

Not: Kantifikasyon standartlari, Diinya Saglik Orgiiti (World Health Organization, WHO)
tarafindan belirlenen, HCV Uluslararasi Standardina gore kalibre edilmigtir. Tirnak igindeki
degerler IU/ul birimindedir ve 6rnek igindeki HCV konsantrasyonunu raporlamak igin standart
egriden elde edilen 1U/ul degerlerini 1U/ml degerlerine donlstirmek adina asagidaki

denklem kullaniimalidir.

Sonug (IU/ul) x Baglangi¢ eliisyon hacmi (90 pl)

Ornek hacmi (1 ml)

Sonug (IU/ml) =
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Sonuclarin Yorumlanmasi

artus HCV QS-RGQ Kit testinin, hastanin klinik sunumu ve diger laboratuvar isaretleriyle
birlikte kullanilmasi amaclanmistir. Bu kit, hastalik prognozunu belirlemede ve ayrica,
antiviral tedaviye verilen yanitin, insan EDTA plazmasinda bazal olarak, tedavi sirasinda ve
tedavi sonundaki HCV RNA'si seviyelerindeki degisikliklerle  dlguldugi  gibi

deg@erlendiriimesinde yardimci olarak kullanilabilir.

Tablo 9. artus HCV QS-RGQ Kiti ile test sonuglarinin yorumlanmasi

Yesil kanalda Turuncu kanalda  Kantitatif sonug Yorumlama
saptanan sinyal saptanan sinyal (IU/ml)
Evet 225,00 <15 Gegerli sonug: <15 IU/ml HCV RNA's|

saptandi, Kantitasyon mimkin degil cuinku
kantitatif sonug testin lineer araliginin altinda.

Evet 225,00 215 ve <2000 Gegerli sonug: Hesaplanan konsantrasyonda
HCV RNA'sI saptand. Kantitatif sonug, testin
lineer araliginin iginde.

Evet 225,001 >2000 ve <1 x 108 Gecerli sonug: Hesaplanan konsantrasyonda
HCV RNA's| saptandi. Kantitatif sonug, testin
lineer araliginin iginde.

Evet Evet/Hayir >1 x 108 Gegerli sonug: HCV RNA'si saptandi.
Kantitasyon mumkun degil ¢linki
kantitasyon, testin lineer araliginin tizerinde.

Hayir 225,00 0 Gegerli sonug: HCV RNA's| saptanmadi.

Hayir Hayir - Gegersiz sonug: Bir sonuca varilamaz.

Sablonsuz kontroliin (NTC) dahili kontrol (IC) ile 6rnegin IC'si arasindaki fark <3,50 Ct olmalidir

(ACtic = Ct IC0omek — Ct ICntc).

Nadir durumlarda, ¢ok yiksek HCV viral yik, IC'nin hata vermesine neden olabilir. Belirlenen HCV konsantrasyonu
testin lineer araligi igindeyse 6rnek, gegerli olarak degerlendirilir.

-+
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Performans Ozellikleri
Bos ornek limiti ve 6zgulluk

Bos 6rnek limiti (limit of blank, LOB), bos bir 6rnek igin gdézlenmesi muhtemel olan en yliksek
Olcim sonucu olarak tanimlanir. artus HCV QS-RGQ Kiti kullanildiginda, Test Kanalindaki
son nokta floresans siddeti, LOB bakimindan analiz edilecek uygun bir parametredir. Negatif
orneklerin floresans seviyeleri, "HCV RNA Not Detected" (HCV RNA'si Saptanmadi)
bulgusunu elde etmek i¢in belirli bir esik degerin (6rn. 0.02) altinda kalmalidir.

Negatif érneklerin kullanildidi testin performansi, potansiyel yanlis pozitif sonuglar elde etme

olasiligini belirler.

Ayri dondrlerden alinan toplam 120 adet HCV sero negatif EDTA plazma érnegi, artus HCV
QS-RGQ is akisi kullanilarak analiz edilmistir. 120 6rnekten hicbiri, dongi 45'ten 6nce bir Ct
olugturmamig ve drneklerin timundn "HCV RNA Not Detected" (HCV RNA's1 Saptanmadi)
durumunda oldugu belirlenmigtir. artus HCV QS-RGQ Kitinin HCV sero negatif érnekler
bakimindan 6zgilligu boéylece, 0,02 degerine ayarlanan bir esik deger kullanildiginda,
dongl 45'te LOB ile %100 olmustur.

Saptama limiti (LOD)

artus HCV QS-RGQ Kitinin LOD'si, 5. WHO Uluslararasi HCV Standardi (NIBSC kodu
14/150) kullanilarak belirlenmis ve limitin belirlenmesinde, Klinik Laboratuvar Standartlari
Enstitisunin (CLSI) EP17-A2 Yonergesi izlenmistir (5). LOD, bir 6érnekte %95 olasilikla
saptanan en disik analit miktari olarak tanimlanir. 5. WHO Uluslararasi HCV Standardi,
69,5 IU/ml EDTA plazma araliginda alti set seri dilisyon hazirlamak igin kullaniimigtir. HCV
sero negatif drnekler Gzerinde yapilan bir analiz tarafindan belirlendigi gibi, LOB'nin 0 1U/ml

oldugu dogrulanmistir.
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Konsantrasyon seviyesi bagina 102 tekrar (9 IU/ml ve 15 [U/ml i¢in 101'er tekrar), yedi adet

QIAsymphony cihazi ve yedi adet Rotor-Gene Q cihazindan (¢ ¢alisma giinu boyunca test

edilmistir. Her bir dilisyonun tim tekrarlari, tek bir PCR c¢alismasinda test edilmistir. Test,

artus HCV QS-RGQ Kitinin tg farkh lotu kullanilarak gergeklestirilmis ve her bir lot, tg farkh

gunde ug farkli operatér tarafindan kullaniimistir.

SAS® Yazilimi ile bir probit regresyonu gergeklestirilmis ve 15 IU/ml'de dogruluk oranlarinin

yani sira %95 LOD degeri elde edilmistir. Sonuglar Tablo 10 ve Tablo 11 iginde

gosterilmektedir.

Tablo 10. iki tarafli %95 giiven araligi limiti ile probit analizi kullanilarak saptama limiti kestirimi

Saptama limiti (LOD) iki tarafli %95 giiven

iki tarafli %95 giiven

kestirimi araliginin alt limiti arahiginin iist limiti
10,66 8,90 14,21
Tablo 11. Tek tarafli %95 giiven araligi limiti ile dogruluk orani 6zeti

Nominal Siklik Dogruluk Tek tarafli Ortalama  Ortalama SD Sapma FDD TAE
1U/ml belirle-  orani (%) %95 hesapl. hesapl. hesapl.

meleri/ given IU/ml log10 log1o

toplam araliginin 1U/ml 1U/ml

tekrar ast limiti

sayisi dogruluk

orani (%)

5,40 84/102 82,35 88,27 7,87 0,90 0,243 0,16 486 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

Hesapl.: hesaplanan; FFD (fold detectable differenc, FFD): katli saptanabilir fark; tekr.: tekrarlar; SD (standard
deviation, SD): standart sapma; TAE (total analytical error, TAE) : toplam analitik hata.
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Hepatit C virlist genotipleri 2 ila 6 icin saptama limiti

Dogrulama stratejisinde, CLSI yonergesi EP17-A2'de verilen yonerge temel alinmigtir (5).
15 IU/ml'de LOD'yi ve alt kantifikasyon limitini (lower limit of quantification, LLOQ)
dogrulamak i¢in 2 ila 6 arasi HCV genotiplerinden her biri, 15 IU/ml konsantrasyonda 60
tekrarla test edilmistir. Her bir genotipi temsil eden klinik érnekler, artus HCV QS-RGQ Kiti
ile test edilmeden 6nce, istenen konsantrasyonu elde etmek icin seyreltilmistir. Bu test, ¢
farkli QIAsymphony ve Rotor-Gene Q cihaz sistemi kullanilarak, artus HCV QS-RGQ Kiti
sisteminin Ug farkli lotuyla gerceklestiriimistir. 15 IU/ml nominal konsantrasyonda 2 ila 6 arasi
HCV genoatipleri igin dogruluk oranlari ve tek tarafli %95 giiven araliginin ust limiti Tablo 12
icinde gosterilmektedir.

Tablo 12. Tek tarafli %95 giiven araliginin ist limiti dahil olmak iizere, 15 IlU/ml'de 2 ila 6 arasi hepatit C
genotiplerinin dogruluk orani 6zeti.

Hepatit C virisi  Nominal IU/ml Siklik belirlemeleri/ Dogruluk orani Tek tarafli %95
genotipi toplam tekrar sayisi (%) giiven araliginin
ast limiti
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: hepatit C virusu.

Lineer aralik ve kantitasyon limiti

artus HCV QS-RGQ Kitinin lineer araligi, CLSI Yonergesi EP06-A'da yer alan 6neriler
izlenerek belirlenmistir (6). Bu islemde, HCV genotipleri 1 ila 6'y1 temsil eden, i¢i kaplanmis
in vitro transkripsiyon (IVT) RNA yapilarinin 10 seri dilisyonu hazirlanmistir. Her bir yapi,

testin lineer calisma araligini test etmek adina negatif EDTA plazmada seri olarak
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seyreltilmistir. Test edilen konsantrasyonlar, 15 |U/ml ila 1 x 108 IU/ml araliginda olmustur.
Ornekler artus HCV QS-RGQ Kiti kullanilarak test edilmis ve her bir diliisyon seviyesi alti
tekrarla test edilmistir. HCV genotipi 1, Avrupa populasyonunda en yaygin genotip
oldugundan Sekil 1'de, bu genotipin grafiksel sonucu ve regresyon grafigi gosterilmektedir.

Hesaplanan Log10 IU/ml
\

Regresyon Denklemi: Log10 Nominal Konsantrasyon IU/ml

calc_conc_log10_iu_ml = -0.264547 + 1.003622*mac_log

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

Sekil 1. HCV genotipi 1 igin hesaplanan log10 IU/ml / log10 IU/ml nominal
konsantrasyon. Kirmizi strekli gizgi lineer regresyon gizgisini, mavi kesikli ¢izgi ise karesel

regresyon cizgisini temsil etmektedir.

artus HCV QS-RGQ V2 Kitinin lineer araligi, 1-6 genotipleri icin EDTA plazmada bulunan
HCV'nin 15 IU/ml ila 1x108 IU/ml arasi konsantrasyonlarini kapsayacak sekilde belirlenmistir.
LLOQ, lineer aralik dahilinde bulunan ve toplam analitik hatasi (TAE; 2 x standart sapma
[SD] + [Sapma]) £1,0 logio IU/ml olan en disik konsantrasyon olarak tanimlanmistir.
Testteki LOD'nin dogrulanmasi i¢in olusturulan veriler, kath saptanabilir farki [(FDD):
107 ((Toplam SD)*karekok(2)*2))] ve ayrica 15 IU/ml'de TAE'yi hesaplamada kullaniimistir.
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Tablo 13 iginde gosterildigi sekilde, 1 ila 6 arasi HCV genotipleri, 15 IU/ml'de 1,0 Logio
IU/ml degerinde bir TAE sergilemistir.

Tablo 13. Dogruluk orani, hesaplanan hepatit C viriisii konsantrasyonu (IU/ml), katl saptanabilir fark (FDD) ve
15 IU/ml'de toplam analitik hata (TAE)

HCV Nominal Sikhk Ortalama Ortalama SD Sapma FDD TAE
genotipi 1U/ml belirle- hesapl. hesapl. hesapl.

meleri/ 1U/ml log1o log1o

toplam (Geometrik 1U/ml 1U/ml

tekrar ortalama)

sayis|
1 (WHO*) 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

* 5. Diinya Saglik Orglitil (WHO) Uluslararasi HCV Standardi (NIBSC kodu 14/150).
FDD: kath saptanabilir fark; HCV: hepatit C virlisi; SD: standart sapma; tekr.: tekrarlar; TAE: toplam analitik hata.

Kesinlik, tekrarlanabilirlik ve lotlar arasi degisim

artus HCV QS-RGQ Kitinin kesinligi, CLSI Yonergesi EP05-A3'te yer alan 6neriler izlenerek
degerlendirilmistir (7). Bu islemde; bir negatif érnek, 3 x LOD konsantrasyona sahip bir
ornek, EDTA plazma icinde 1:100 oraninda seyreltilmis bir klinik 6rnek ve testin lineer araligi
dahilinde bulunan ve klinik performansi olusturulmus iki érnek bulunduran beg Uyelik bir
panel test edilmistir. Klinik olarak performansi olusturulmus érnekler, HCV genotipi 3'li temsil
eden, i¢i kaplanmis bir IVT RNA yapisi bulundurmaktadir. Tim &rnekler EDTA plazma
icindedir. Her bir operatdr tarafindan, sekiz birbirini izlemeyen giin boyunca, ¢alisma basina
panel Uyesi bagina dort tekrarla, bir adet entegre QS-RGQ calismasi gergeklestirilmistir. Bu
da, bu galisma icin toplam 24 ¢alisma (8 giin x 3 operatér x glinde operatér basina 1 calisma)
gerceklestirilerek, artus HCV QS-RGQ Kitinin g farkh lotunda, test paneli liyesi basina 96
veri noktasi olusturuldugu anlamina gelmektedir. Bunlara ek olarak, DSP Virus/Pathogen
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Midi Kitinin Gg farkh lotunda oldugu gibi, test igin ¢ farkh QS-RGQ platform kullaniimistir ve

test, Ui¢ farkl operator tarafindan gergeklestirilmigtir.

Bu calismaya ait varyans bilesenleri, Tablo 14 icinde gosterilmektedir. Log10(1U/ml) igin
toplam SD raporlanmigtir ve bu kestirim, laboratuvar degiskenligi (yani ara kesinlik) iginde
temsil etmektedir. Tablo 14, SD'nin, test edilen en yiiksek konsantrasyonda (5 x 108 1U/ml)
0,131 ile test edilen en disiuk konsantrasyonda (45 IU/ml) 0,222 degerleri arasinda

degistigini gdstermektedir.

Tablo 14. Logio hesaplanan IU/ml varyans bilesenlerinin standart sapmasi (SD) ve log-normal ylzde
degiskenlik katsayisi (%CV)

Nominal Gozlem  Caligma- Gunler Opera- Kit lotlari Ekstra- Calisma Toplam
kons. sayisi lar arasi arasi torler arasi ksiyon ici SD SD
1U/ml SD SD arasi SD lotlari (%CV) (toplam
(%CV) (%CV) SD (%CV) arasl %CV)
(%CV) SD
(%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
(klinik (21,97) (11,24) (10,46) (7,96) (0,00) (14,69) (30,74)
ornek)

Kons.: konsantrasyon; CV: degiskenlik katsayisi; SD: standart sapma.

Tepki degiskeni olarak logio IU/ml ve kategorik sabit etki olarak kit lotu ile, verilerden bir
model olusturulmustur. Her bir kit lotu cifti arasindaki ortalama logio IU/ml farki (yani
toplamda Ug fark degeri), karsilik gelen standart hata (standard error, SE) ve %95'lik giiven
araligi (confidence interval, Cl) ile birlikte raporlanmistir. Sonuglar Tablo 15 icinde
gosterilmektedir.
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Tablo 15. Her bir érnek galigmasi igin kit lotlari arasindaki ortalama hesaplanan logio 1U/ml farki

Nominal Toplam Kit lotlari Ortalama Standart Alt %95 Ust %95 p
kons. IU/ml gOzlem arasindaki  logio IU/ml  hata (SE) glven glven degeri
sayisi fark farki limiti limiti
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
(klinik 6rnek)
1-3 -0,104 0,031 -0,166 -0,042 0,001
2-3 -0,034 0,031 -0,096 0,028 0,278

Kons.: konsantrasyon.

Kullanilan farkli
0,130 olmustur.

kit lotlari arasindaki

Yeniden uretilebilirlik

Bu calismanin tasarlanmasinda CLSI ydénergesi EP05-A3 temel alinmigtir (7).

maksimum mutlak fark, ortalama logio IU/ml'de

Kesinlik,

"belirlenen kosullar altinda ayni veya benzer nesneler (izerinde yapilan tekrar élgiimlerinden

elde edilen dlglimus degerler arasindaki uyugsmanin yakinhgi" olarak tanimlanmigtir. Yeniden

Uretilebilirlik, EP05-A3'e gore ¢ok sahali kesinliktir. Bu galismada laboratuvar kosullari; gin,

artus HCV QS-RGQ Kiti El Kitabi 01/2019




galisma ("gun" ve "calisma" etkileri karistiriimistir) ve g farkli test yerinin kullanimi (bir dahili

ve bir harici test konumu) bakimindan degiskenlik gdstermistir.

Her bir harici test yerinde, ¢alisma basina 6rnek basina dort tekrar ile, sekiz birbirini
izlemeyen gin boyunca, giinde bir adet entegre artus HCV QS-RGQ Kiti galismasi
gerceklestiriimistir. Bu calismada, iki harici test sahasinin her birinde, dahili olarak
olugturulan verilere ek olarak toplam 16 calisma (8 giin x glinde 1 calisma x 2 test sahasi)
icin tek bir cihaz kullaniimigtir. Kesinlik ve tekrarlanabilirlik galismasi igin olusturulan verilerin,
kit lotlari bu g¢alismada kullanilanlar ile eslesen alt seti (bkz. sayfa 42), bu yeniden
Uretilebilirlik galismasina dahil olan Uglncu test sahasi i¢in hesaba katilmistir.

Tablo 16. Ug test sahasinin tiimii icin nominal 6rnek konsantrasyonuna gére hesaplanan logio IU/ml igin ézet
istatistigi

Nominal Nominal Tekrar Ortalama Medyan Standart Minimum Maksimum
kons. log10 sayisi sapma

IU/ml IU/ml (SD)

5x10° 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
(klinik

ornek)

Kons.: konsantrasyon.

Tablo 16 icinde gosterildigi gibi, G¢ test sahasinda maksimum SD, bu ¢alismada test edilen

en dusuk konsantrasyonda, yani 45 IU/ml'de (3 x LOD) 0,214 log1o olmusgtur.

Capraz reaktivite ve mikst enfeksiyonlar

Bu galismada, artus HCV QS-RGQ Kiti kullanilarak HCV'nin saptanmasinda, HCV ile iliskili
veya HCV'ye benzer patojenler ile capraz reaktiviteden kaynakli her tirlu etkilesimi test
etmek amaglanmistir. HCV pozitif olan 6rneklerde etkilesim yoklugu, kontrollerden ve
patojen eklenmis érneklerden elde edilen sonuclar arasinda kayda deger bir logio IU/ml farki

45 artus HCV QS-RGQ Kiti El Kitabi  01/2019



bulunmamasi olarak tanimlanmistir. Ornekler arasinda kayda deger bir fark gézlemlenirse
bu fark, testin ara kesinliginin iki katindan daha diglk olmalidir. Buna ek olarak, HCV negatif

olan érnekler, patojenlerin varliginda HCV negatif sonucu vermelidir.

HCV pozitif 6rnekler, HCV genotipi 1a'y1 temsil eder nitelikte i¢i kaplanmis IVT materyali
kullanilarak, 45 1U/ml konsantrasyonda Uretilmistir. HCV negatif érneklerin yani sira, retilen
HCV pozitif 6rneklere de toplamda 34 farkli patojen ayr ayri eklenmistir. Ardindan RNA,
ekstraksiyonu yapildiktan sonra, QIAsymphony SP/AS cihazi ve Rotor-Gene Q 5Plex HRM
cihazlari kullanilarak alti tekrarda test edilmistir. Bu calismada kullanilan kontroller,
patojensiz HCV negatif plazma (kontrol negatif) ve 45 IU/ml konsantrasyona sahip,
patojensiz HCV pozitif plazma (kontrol HCV 45) olmustur.

Patojenler, analiz sertifikasinda belirtildigi gibi (6rn., 1U, kopyalar, partikiller, %50 enfekte
edecek doku kilturt enfeksiydz dozu (TCIDso), koloni olusturan birimler [colony forming
units, CFU], virls partikulleri [virus particles, VP]), kendi birimlerinde 1 x 10° degerinde bir
nihai konsantrasyon elde etmek adina orneklere eklenmistir. Ornekte bu nihai
konsantrasyonu elde etmek igin yeterince konsantre olmayan patojenler, mimkin olan en

yuksek konsantrasyonda hazirlanmistir.

artus HCV QS-RGQ Kiti El Kitabi 01/2019 46



Tablo 17. Hepatit C viriisii bakimindan negatif olan kontrol 6rnekleri ve hepatit C viriisii bakimindan 45 I[U/ml'de
pozitif olan ornekler ile capraz reaktivite yoninden test edilen patojenler

Nihai test
kons.

1 x 10° (IU/ml)
Seyreltiimemis
(stok kons.
verilmemis)

1 x 105 CFU/ml

1 x 10% IFU/mI

1x10°
kopya/ml

1x10°
kopya/ml

1x10°
kopya/ml

1x10°
kopya/ml

1x10°
kopya/ml

5x10°
TCIDso/ml

1x10°
TCIDso/ml

1x10% U/ml
1x10°
TCIDso/ml

5x10%
TCIDso/ml

1x10°
PFU/mI -

1x10°
CFU/sise (/ml)

Tur

Adenoviris tip 5
BK insan polyoma
virtist

Candida albicans

Chlamydia
trachomatis

Sitomegaloviris
Dengue virlist 1
Dengue virlist 2
Dengue virtst 3
Dengue virlist 4
Epstein-Barr
virtst

Hepatit A virisi
Herpes simpleks
virtist tip 1

Herpes simpleks
virtsi tip 2

Insan herpes
virtist tip 8

Influenza A

Mycobacterium
gordonae

HCV negatif

Negatif
sonuglarin
sikligi/negatif
orneklerin
toplam sayisi

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

Ortalama
logo
1U/ml
farki

0,251

0,022

0,148

0,348

-0,079

-0,170

0,149

-0,044

0,126

-0,209

-0,275

0,036

0,332

0,265

0,152

-0,143

HCV 45 IU/ml
Standart  Alt
hata %95
(SE) gliven

limiti
0,182 -0,123
0,182 -0,353
0,182 -0,227
0,182 -0,026
0,161 -0,410
0,160 -0,499
0,160 -0,180
0,160 -0,373
0,160 -0,203
0,161 -0,540
0,161 -0,606
0,161 -0,295
0,146 0,027
0,146 -0,040
0,139 -0,136
0,139 -0,431

Ust
%95
gliven
limiti

0,626

0,397

0,522

0,723

0,253

0,159

0,478

0,285

0,455

0,122

0,057

0,367

0,637

0,570

0,440

0,145

p degeri

0,179

0,905

0,425

0,067

0,630

0,297

0,361

0,786

0,438

0,205

0,100

0,823

0,034

0,085

0,286

0,315
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1x10*
CFU/sise (/ml)

1x10*
CFU/sise (/ml)

1x10°
CFU/sise (/ml)

1x10°
CFU/sise (/ml)

1x10°
CFU/sise (/ml)

5x10%
TCIDso/ml

1x10° IU/ml
1 x105 IU/ml
1 x 10° U/ml

1x10°
hucre/ml

1 x10° hiicre/ml

1 x 10° cp/ml

1 x 10° vp/ml

1 x 10° vp/ml

1 x 10° U/ml-

1 x 10°% U/ml

1 x 10° U/ml

8,13 x 10* U/ml

Mycobacterium
smegmatis

Neisseria
gonorrhoeae

Propionibacterium
acnes

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
epidermidis

Varicella-zoster
virtisti (VZV)

Hepatit B virlist
HIV-111B

HIV-2 NIH-Z
HPV16 CaSki

HPV18 HelLa

Insan Herpes
Virusi tip 6A GS

Insan T Hiicreli
Lenfotropik virlisu
tip1

Insan T Hiicreli
Lenfotropik virlist
tip 2

St. Louis Ensefalit
Virusiu

Bati Nil Virisi NY
2001-6263

Sari Humma
Virtsi 17-D

Zika Virisu
MR 766

HCV negatif

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6
6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

6/6

0,150

-0,173

0,042

0,133

-0,156

-0,188

-0,138
0,042

0,097

0,270

0,385

-0,436

-0,154

0,209

0,148

-0,018

0,208

0,164

0,119

0,119

0,119

0,119

0,186

0,186

0,186
0,186

0,158

0,146

0,230

0,170

0,170

0,230

0,164

0,164

0,230

0,164

HCV 45 1U/ml

-0,095

-0,418

-0,203

-0,112

-0,539

-0,571

-0,521
-0,341

-0,241

-0,035

-0,093

-0,787

-0,504

-0,269

-0,190

-0,356

-0,270

-0,174

0,395

0,072

0,287

0,378

0,227

0,195

0,245
0,424

0,434

0,575

0,864

-0,085

0,197

0,688

0,486

0,320

0,687

0,501

0,220

0,158

0,728

0,275

0,409

0,321

0,464
0,825

0,551

0,080

0,109

0,017

0,376

0,373

0,376

0,913

0,375

0,328
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Tablo 17 icinde gosterildigi gibi, test edilen patojenlerin hicbiri, artus HCV QS-RGQ Kiti ile
capraz reaktivite sergilememistir. Bu durum, kontrollerden ve patojen eklenmis HCV 45
orneklerinden elde edilen sonuglar arasinda kayda deger bir logio IU/ml farki bulunmamasi
olarak tanimlanmistir. Kayda deger farklarin gézlemlendigi durumda bu farklar, 2 x testin
toplam SD'si (<0,444 Logio IU/ml, Tablo 17) degerinden duslk olmustur. Buna ek olarak,

patojenlerin varliginda test edilen HCV negatif 6rneklerin %100'l, negatif sonuglar getirmistir.

Olumsuz etkileyen maddeler

Etkileme testi, insan EDTA plazmasina bulunabilecek olumsuz etkileme potansiyeli bulunan
maddelerin, artus HCV QS-RGQ Kitinin test performansi tzerindeki etkisini sergilemektedir.
Bu etkileme testi caligmasi tasarlanirken CSLI yonergesi EP7-A2 (8) kullaniimigtir. Bu
galismada, olumsuz etkileme potansiyeli bulunan maddeler, HCV enfeksiyonlarinin
tedavisinde kullanilan ilaglarin (6rn. eksojen maddeler, Tablo 18 ve Tablo 19) yani sira, kan
bilesenleri ve hormonlar (6rn. endojen maddeler, Tablo 20) olmustur. Eksojen maddeler, s6z
konusu ilag igin maksimum plazma seviyesinin (Cmaks.) U¢ kati miktarda 6rnege eklenmistir.
Endojen maddeler, CSLI ydnergesi EP7-A2'de (8) verilen konsantrasyonlarda eklenmigtir.
Madde etkilesimi, HCV negatif olan insan EDTA plazmasinda ve HCV genotip 1a'yl temsil eden
ici kaplanmig IVT RNA kullanilarak, 45 IU/ml (3 x LOD) konsantrasyonda HCV eklenmis negatif
bir 6rnek matriksinde test edilmistir.

On farkli eksojen madde havuzu, iki farkli deneysel konsantrasyona (HCV negatif ve 45
IU/ml konsantrasyonda HCV) eklenmistir. Eksojen maddelerin gruplandirmalarinda,
restspansiyon igin kullanilan solvent tipi temel alinmigtir (Tablo 18).
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Tablo 18. Eksojen maddeler ve test igin olusturulan gruplandirmalari

Eksojen madde havuzu/restispansiyon Test edilen eksojen maddeler
icin kullanilan solvent
DMSO 1 Boceprevir, efavirenz, emtrisitabin, raltegravir, zidovudin
2 Asiklovir, atazanavir, darunavir, fosamprenavir, indinavir
3 Azitromisin, elbasvir, paritaprevir, sakinavir, tenofovir
4 Klaritromisin, gansiklovir, lopinavir, telaprevir
Nikleaz icermeyen su 5 Abakavir, siprofloksasin, enfuvirtid, telbivudin, valgansiklovir
6 Adefovir, fluoksetin, interferon alfa 2a, interferon alfa 2b, stavudin
7 Daklatasvir, didanozin, lamivudin, ribavirin, sofosbuvir
Etanol 8 Entekavir, grazoprevir, ombitasvir, paroksetin, zalcitibine (DMSO)
9 Amprenavir, nelfinavir, simeprevir, tipranavir
10 Ledipasvir, ritonavir, sertralin, valasiklovir
DMSO N/A Nevirapin

DMSO: dimetil silfoksit; N/A: uygun degil.
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Tablo 19. Test edilen eksojen maddelerin 6zet istatistikleri

Kontrol maddesi ve olumsuz Ortalama Standart Alt %95 Ust %95 p degeri
etkileyen madde arasindaki hesaplanan logio  hata (SE) glven glven

fark 1U/ml farki limiti limiti

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

SE (standard error, SE): standart hata.

Tablo 19 iginde de goruldigi gibi, bu galismada test edilen eksojen maddelerin higbiri,
kontrol érnekleriyle (p degeri >0,05) karsilastirildiginda, logio lU/ml bakimindan kayda deger
bir farklihk gostermemigstir. Buna ek olarak, HCV negatif 6rneklerde, bu negatif drneklere
eksojen bir madde veya madde grubu eklendiginde (veriler gosteriimemektedir)

amplifikasyon gorilmemistir.
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Tablo 20. Endojen maddelerin dzet istatistikleri

Kontrol maddesi ve olumsuz Ortalama Standart Alt %95 Ust %95 p degeri
etkileyen madde arasindaki fark hesaplanan hata (SE) glven gliven

logio 1U/ml limiti limiti

farki

Trigliseritler - KONTROL 0,373 0,125 0,115 0,631 0,006
Konjuige bilirubin - KONTROL 0,277 0,119 0,033 0,521 0,028
Hemoglobin - KONTROL 0,297 0,119 0,053 0,541 0,019
Konjlige olmayan bilirubin - 0,300 0,061 0,163 0,4370 < 0,001
KONTROL
EDTA - KONTROL 0,005 0,144 -0,321 0,331 0,973
Globulin - KONTROL 0,256 0,058 0,124 0,387 0,002
hDNA - KONTROL 0,066 0,079 -0,112 0,244 0,425
hRNA - KONTROL 0,019 0,171 -0,368 0,405 0,915
Alblimin - KONTROL -0,080 0,162 -0,442 0,281 0,631

Tablo 20; konjlige ve konjlge olmayan bilirubin, hemoglobin ve globulinin (sirasiyla p=0,028,

p<0,001 p=0,019 ve p=0.002), kontrol érneklerinden istatistiksel olarak kayda deger olglide

farkl oldugunu ancak ortalama hesaplanan logio IU/ml degerindeki farkin sirasiyla 0,277,

0,300, 0,297 ve 0,256 oldugunu gostermektedir. Bu sonug, bu maddelerin, ¢alismanin <0,5

logio IU/ml degerindeki kabul kriterlerini gectigi anlamina gelmektedir. Buna ek olarak, HCV

negatif orneklerde, bu negatif Orneklere endojen maddeler eklendiginde (veriler
g6steriimemektedir) amplifikasyon gérilmemistir.
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Capraz kontaminasyon

Capraz kontaminasyon g¢alismasi, artus HCV QS-RGQ is akiginin kullanildigi entegre
QIAsymphony SP/AS calismalari arasindaki ¢apraz kontaminasyonu test etme amachdir.
Capraz kontaminasyon, otomatik calismalar sirasinda, komsu kuyular arasinda tasinan
analit miktari olarak tanimlanmistir. Yizde olarak ifade edilen cihaz kaynakli tasima

asagidaki sekilde hesaplanmigtir:

(Hedefin saptandif1 negatif 6rneklerin saylsl) % 100
Negatif orneklerin toplam sayisi

Bu calisma, klinik agidan ilgili konsantrasyonlarda (1 x 10°, 1 x 108 ve 1 x 107 IU/ml) HCV
pozitif drnekler kullanilarak gergeklestiriimistir. Ayri dilisyonlarda, HCV genotipi 1a'y1 temsil
eden ici kaplanmis IVT RNA, farkh konsantrasyonlar elde etmek icin EDTA plazma iginde
seyreltilmigti. Bu O0rnek konsantrasyonlarinin her biri, birbirinizi izleyen bes calismada
("dama tahtasi calismalari") ve degisken sirada, HCV negatif 6rnekler ile test edilmistir. Her
bir konsantrasyon Uzerinde, ¢alismalar arasi kontaminasyonu belirlemek adina nihai (ve
altinci) bir galigma gercgeklestiriimistir. Capraz kontaminasyon orani (yukarida tanimlandigi
sekilde cihaz kaynakli tasima) hesaplanmistir ve her bir konsantrasyon icin sonug, Tablo 21

icinde g0Osterilmektedir (asagida).

Tablo 21. Klinik agidan ilgili konsantrasyonlarda ¢apraz kontaminasyon orani

Dama tahtasi formatinda 6rnek Capraz kontaminasyon sikligi  Capraz kontaminasyon orani (%)
konsantrasyonu

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

1 x 10 IU/m1 3/170 1,76

1 x10° IU/ml 0/170 0,00
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Klinik Performans

artus HCV QS-RGQ Kitinin klinik performansi, ingiltere'de HCV pozitif ya da negatif olan 452
ayri hasta oOrneginin test edildigi iki klinik laboratuvarda yapilan bir kargilastirma
calismasinda degerlendirilmistir. Ornekler, rutin bir klinik laboratuvar ortaminda artus HCV
QS-RGQ Kiti kullanilarak test edilmis ve Avrupa test popllasyonundaki mevcut
epidemiyolojik trendleri yansitmistir. Belirli genotiplerin (4, 5 ve 6) klinik érnekleri, mevcut

HCV genotipleri 1-6'y1 tam olarak kapsamak adina ticari olarak elde edilmigtir.

Bu calismada hasta 6rnekleri artus HCV QS-RGQ Kiti ile test edilmis ve CE isaretli bir
karsilastirma testinin 6nceki sonuglari veya paralel olarak olusturulmus sonuglariyla
karsilastiriimistir. Y eksenine artus HCV QS-RGQ Kitinden elde edilen test sonuglari, x
eksenine ise karsilastirma testinin test sonucu yerlestirilerek Deming ve Passing-Bablok
regresyon analizi gerceklestiriimistir. SE'leri ve karsilik gelen %95 Cl'lan ile birlikte
parametre kestirimleri raporlanmigtir. Regresyon analizi, her iki test icin LLOQ ve ust
kantifikasyon limiti (upper limit of quantification, ULOQ) (n=165 Sekil 2) arasindaki tim
ornekler dahil edilerek gergeklestirilmigstir.
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artus HCV 2 Log10(U/ml)

4 5 8 7 8
Karsgilastirma testi logio (1U/ml)

Verile Passing-Bablok Regresyonu Deming Regresyonu

Sekil 2: Passing-Bablok ve Deming cizgileriyle regresyon grafigi (n=165).

Tablo 22. artus HCV QS-RGQ Kiti ve bir karsilagtirma testi icin regresyon analizi

Test Tepki Acikl. Gozlem Kesi- Kesigsim, Kesigsim, Egim Egim,iki Egim, iki
degiskeni degis- sayisi sim iki tarafli ki tarafli tarafl tarafl
log1o ken %95 %95 %95 %95
(IU/ml) log1o glven glven glven glven
(IU/ml) arahigini  arahgimi arahginin  arahginin
n alt n ust alt limiti ast limiti
limiti limiti
Deming artus HCV  Karsilag- 165 0,164 -0,190 0,519 0,974 0,912 1,036
QS-RGQ tirma
Kiti analizi

Passing- artus HCV  Karsilag- 165 - -0,448 0,028 1,033 0,990 1,072
Bablok QS-RGQ tirma 0,222

Kiti analizi
Acikl.: agiklayici.
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Tablo 22, hem Deming hem de Passing-Bablok analizinde kesisimin sifira yakin (sirasiyla
0,164 ve -0,222) oldugunu ve egimin 1'e yakin (0,974 ve 1,033) oldugunu gdstermektedir.
Bu durum, artus HCV QS-RGQ Kiti ile kargilastirma testi arasinda yakin bir genel korelasyon
bulunduguna isaret etmektedir.
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Sinirlamalar

Optimum PCR sonuglari igin kullanici el kitabina kati olarak uymak gerekir.

Tdm bilesenlerin kutusunda basili son kullanma tarihlerine ve tzerinde bulunan

etiketlerine dikkat edilmelidir. Son kullanma tarihi ge¢mis bilesenleri kullanmayin.

Fibrinoz érnekler veya baska pihti birikimi belirtileri gésteren drnekler pipet uclarini
tikayabilir ve 6rnek hazirlama siirecinde yetersiz hacim aktarimina neden olarak yanlis
sonuglar elde edilmesine yol acabilir.

Nadir olsa da kitin primerleri ve/veya probun kapsadigi HCV genomunun ylksek
6lciide korunmus bdlgelerinde mutasyonlar olmasi, etkilenen érneklerde viral yikin
eksik kantifikasyonu veya HCV varliginin saptanamamasiyla sonuglanabilir.

Uruintin in vitro diagnostik proseddrler konusunda egitilmis teknisyenler ve doktorlar

gibi profesyonel kullanicilar tarafindan kullaniimasi amaglanmistir.

Kalite Kontrol

QIAGEN'in ISO sertifikali Kalite Yonetim Sistemi uyarinca her artus HCV QS-RGQ Kitinin
lotu, tutarli Griin kalitesi saglamak Uzere dnceden belirlenmis spesifikasyonlara gore test

edilir.
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Semboller

Bu kullanim talimatlarinda asagidaki tabloda yer alan semboller kullaniimigtir.

Sembol Sembol tanimi

72 test icin yeterli icerik

72
IVD in vitro tani amagli
c € CE igareti
Katalog numarasi
LOT Lot numarasi
Materyal numarasi
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Sembol Sembol tanimi
COMP Bilesenler
CONT icerik

Dahili Kontrol

Kiresel Ticaret Parga Numarasi

R, Kullanim Talimatlar (El Kitabi) revizyonudur, n ise

revizyon numarasidir

Sicaklik sinirlamasi

Uretici
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Sembol Sembol tanimi

Son kullanma tarihi

[ji Kullanim talimatlarina bakin
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Sorun Giderme Kilavuzu

artus HCV QS-RGQ Kitine iliskin her turlii hata giderme ve sorun giderme icin bu bdlime
bagvurun. Onerilen adimlarin sorunu gidermemesi durumunda yardim almak igin
www.giagen.com/support adresinden ulasabileceginiz Teknik Destek Merkezi tizerinden,
00800-22-44-6000 numarasini arayarak veya QIAGEN Teknik Servis Boluimlerinden biriyle
ya da yerel distribUtorleriniz ile irtibata gecerek QIAGEN Teknik Servisleri ile irtibat kurun.

Olasi sorun veya neden Duzeltici eylem

Genel muamele

Dokunmatik ekranda hata Hata mesaiji bir protokol ¢calismasi sirasinda
mesajl gosterilir gosterilirse cihazlarinizla saglanan kullanici el
kitabina bakin.

QIAsymphony DSP Virus/Patojen Kitinin agilmis kartugsundan reaktif teknesinde
presipitat

a) Tampon buharlagmasi Asiri buharlasma tamponlarda artmis tuz
konsantrasyonu veya azalmis alkol
konsantrasyonuna neden olabilir. Reaktif kartusunu
(RC) atin. Kismen kullaniimig bir reaktif kartusunun
(RC) tampon teknelerini, saflastirma icin
kullaniimadiginda Tekrar Kullanilabilir Mihirleme
Stripleri ile muhdrlediginizden emin olun.
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Olasi sorun veya neden

Duzeltici eylem

b) Reaktif kartugsunun (RC)
saklanmasi

Duslik niukleik asit verimi

a) Manyetik partikiller tam
olarak tekrar siispansiyon
haline getirilmemistir

b) Donmus 6rnekler ¢czme
sonrasinda uygun sekilde
dondurulmamistir

c) Tasiyici RNA (CARRIER)
eklenmemis

d) Bozulmus niikleik asitler

Reaktif kartugsunun (RC) 15°C altinda saklanmasi
presipitatlar olusmasina neden olabilir. Gerekirse
QSL2 ve QSB1 Tamponlarini igeren tekneleri reaktif
kartusundan (RC) ¢ikarin ve presipitati cézmek igin
bir su banyosunda” ara sira karistirarak 37°C'de 30
dakika inklibe edin. Tekneleri tekrar dogru
pozisyonlara koydugunuzdan emin olun. Reaktif
kartusu (reagent cartridge, RC) zaten delinmigse
teknelerin Tekrar Kullanilabilir Mihtrleme Stripleri
ile tekrar kapatildigindan emin olun ve tim reaktif
kartusunu (RC) bir su banyosunda” ara sira
sallayarak 37°C'de 30 dakika inkiibe edin.

Prosediire bagslamadan 6nce manyetik pargaciklarin
tamamen yeniden asil kaldiklarindan emin olun.
Kullanmadan 6nce en az 3 dakika vorteksleyin.

Donmus 6érnekleri iyice karistirmayi saglamak lizere
hafif sallayarak ¢6zin

Yukaridaki ilgili bolimde agiklandigi sekilde, Taslyici
RNA'y1 (CARRIER) Tampon AVE (AVE) icinde
sulandirin ve Tampon AVE'nin (AVE) uygun
hacmiyle karistirin. Saflastirma prosedurini yeni
ornekler ile tekrarlayin.

Ornekler uygun olmayan bir sekilde saklanmistir
veya cok fazla dondurma-¢6zme ddngisiine maruz
birakilmistir. Saflastirma islemini yeni érneklerle
tekrarlayin.

* Cihazlarin Ureticinin talimatina gére diizenli olarak kontrol edildiginden, bakiminin yapildigindan ve kalibre

edildiginden emin olun.
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Olasi sorun veya neden

Duzeltici eylem

e) Tam olmayan &rnek lizisi

f) Pipet ucunun ¢6ziinmez
materyal nedeniyle tikanmasi

Kullanmadan 6nce Tampon QSL2 ve QSB1 i¢inde
presipitat bulunmadigini kontrol edin. Gerekirse
Tampon QSL1 ve QSBL1 iceren tekneleri reaktif
kartusundan (RC) ¢ikarin ve presipitati cézmek igin
ara sira sallayarak 37°C'de 30 dakika inkiibe edin.
Reaktif kartusu (RC) zaten delinmisse teknelerin
Reuse Seal Strips (Tekrar Kullanilabilir Mihirleme
Stripleri) ile tekrar kapatildigindan emin olun ve tim
reaktif kartusunu (RC) bir su banyosunda” ara sira
sallayarak 37°C'de 30 dakika inkiibe edin.

QIlAsymphony saflastirma islemine baslanmadan
once ornekten ¢dziinmez materyal gikarilmamistir.
Viral uygulamalar icin ¢dziinmez materyali gikarmak
Uzere 6rnegi 3000 x g hizinda 1 dakika santriflije
edin ve slUpernatani yeni bir érnek tiiptine aktarin.
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Olasi sorun veya neden

Duzeltici eylem

QlAsymphony AS yetersiz Master saptamigtir

Gerekli Master hacmi, tiipe
aktariimamistir

Floresans kanali Cycling Green
Virus RG QS 1-4)

a) PCR veri analizi igin
segilen floresans kanall
protokole uymamaktadir

b) Rotor-Gene Q cihazinin
sicaklik profilinin yanlis
programlanmasi

c) PCR'nin yanhs
yapilandiriimasi

d) Bir veya daha fazla kit
bilesenine ait saklama
kosullar "Reaktif Saklama ve
Kullanma" (sayfa 15)
bélimunde verilen talimatlara
uymamistir

Her reaktiften gerekli hacmi bir tiipte bir araya getirin
ve tlipu QIAsymphony Uzerine yerlestirin. Viskoz
reaktifleri manuel pipetlerle kullanmak zor olabilir.
Tulpteki tim Master hacmini aktardiginizdan emin
olun.

Viskoz reaktifler icin manuel pipetler kullanirken
ekstra %5 hacim aspirasyonu dneriyoruz (6rn.

800 ul hacim igin pipeti 840 pl olarak ayarlayin).
Alternatif olarak siviyi yavasca verdikten ve hedef
tipln duvarinda digariya dogru Gfledikten sonra ucu
sividan gikarin, pipet pistonunu serbest birakin ve
10 saniye daha bekleyin. Kalan sivi ugtan asagiya
akacaktir ve pipet pistonuna tekrar basilarak disari
uflenebilir. "Low retention" (dislk tutma) etiketli
PCR sinifi filtre uglarinin kullaniimasi sivinin geri
alinmasini arttirabilir.

icinde pozitif kontrolli sinyal yok (Hep. C

Veri analizi agisindan analitik HCV PCR igin
floresans kanali Cycling Green ve dahili kontrol PCR
icin floresans kanali Cycling Orange segin.

Sicaklik profilini protokolle karsilastirin. Rotor-Gene
Q dénguleme parametrelerine iligkin olarak, bu el
kitabinin ilgili bélimlerine bakin (bkz. Tablo 3 ve
"Analiz Ayarlari" bolimii, sayfa 33)

Test kurulumunun dogru yapildigindan ve dogru test
parametrelerinin kullanildigindan emin olun
(bkz. Tablo 2). Gerekirse PCR'yi tekrarlayin

Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
tarihlerini (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve gerekirse
yeni bir kit kullanin.
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Olasi sorun veya neden Duzeltici eylem

e) artus HCV QS-RGQ Kitinin Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
son kullanma slresi gegmistir tarihlerini (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve gerekirse
yeni bir kit kullanin.

Cycling Orange floresans kanali iginde QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kiti
kullanilarak saflagtirma yapilmis bir negatif veya HCV diisiik pozitif plazma
orneginin dahili kontroliiniin sinyalinin zayif olmasi veya hi¢ olmamasi

a) PCR kosullari protokole PCR kosullarini kontrol edin (yukariya bakiniz) ve
uymamaktadir gerekirse PCR'yi diizeltiimis ayarlarla tekrarlayin.
b) PCR inhibe olmustur Dogrulanmig izolasyon ydntemini (bkz. "Protokol:

QIAsymphony SP/AS lzerinde RNA izolasyonu ve
test kurulumu®, sayfa 21) kullandiginizdan emin olun
ve talimati yakindan izleyin.

c) Ekstraksiyon sirasinda Dahili kontrol sinyalinin olmamasi ekstraksiyon
RNA kaybolmustur sirasinda RNA kaybina isaret edebilir. Dogrulanmis
izolasyon ydntemini (bkz. "Protokol: QIAsymphony
SP/AS lzerinde RNA izolasyonu ve test kurulumu",
sayfa 21) kullandiginizdan emin olun ve talimati
yakindan izleyin.
Ayrica bkz. yukarida "Dustk nikleik asit verimi".

d) Bir veya daha fazla kit Reaktiflerin saklama kosullarini (bkz. kit etiketi)
bilesenine ait saklama kontrol edin ve gerekirse yeni bir kit kullanin.
kosullari "Reaktif Saklama ve

Kullanma" (sayfa 15)

béluminde verilen talimatlara

uymamistir

e) artus HCV QS-RGQ Kitinin Reaktiflerin saklama kosullarini ve son kullanma
son kullanma siliresi gegmistir tarihlerini (bkz. kit etiketi) kontrol edin ve gerekirse
yeni bir kit kullanin.
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Olasi sorun veya neden

Duzeltici eylem

Analitik PCR'de floresans kanali Cycling Green iginde negatif kontrollii sinyaller

a) PCR hazirlama sirasinda
kontaminasyon olusmustur

b) Ekstraksiyon sirasinda
kontaminasyon olugmasi

Asiri buharlasma tamponlarda artmis tuz
konsantrasyonu veya azalmis alkol
konsantrasyonuna neden olabilir. Reaktif kartusunu
(RC) atin. Kismen kullaniimig bir reaktif kartusunun
(RC) tampon teknelerini, saflastirma icin
kullaniimadiginda Tekrar Kullanilabilir Mihirleme
Stripleri ile mihurlediginizden emin olun.

Test edilecek 6rnegin ekstraksiyonu ve PCR'sini
yeni reaktifler kullanarak tekrarlayin.

Calisma alani ve cihazlarin dizenli araliklarla
dekontamine edildiginden emin olun.
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Siparis Bilgisi

Uriin icindekiler Kat. no.
artus HCV QS-RGQ Kiti 72 reaksiyon i¢in: Master A ve B, dahili 4538366
kontrol Hepatit C Virlisii Kantifikasyon
Standartlari 1-4, (Hepatitis C Virus RG QS
1-4), ve PCR sinifi su
ilgili Uriinler
QIAsymphony DSP 2 reaktif kartusu ve enzim askilari ve 937055
Virus/Pathogen Midi Kit  aksesuarlari igerir
(96)
QIAsymphony SP QIAsymphony 6rnek hazirlama modulu, 9001297
parcalar ve iscilik icin 1 yillik garanti
QlAsymphony AS QIAsymphony test kurulumu moddli: 9001301
parcalar ve iscilik icin 1 yilhk garanti
Rotor-Gene Q Software  Rotor-Gene Q ve QIAsymphony RGQ 9023241
suriimleri 2.3 veya Usti cihazlari ile birlikte rutin testler icin yazilim
Rotor-Gene Q MDx 5 kanal (yesil, sari, turuncu, kirmizi, kizil) 9002032

Cycler

arti HRM kanalli gergek zamanli PCR
dongileyici ve yiiksek ¢ozunarlukli eritme
(high resolution melt, HRM) analizor(,
diziistu bilgisayar, yazilim, aksesuarlar:
parcalar ve iscilik icin 1 yilhk garanti
dahildir; kurulum ve egitim dahil degildir
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T Ticari markalar: 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.).

Belge Revizyon Gegmisi

Tablo 7'deki R*2 degeri 20,980, =0,990 olarak guincellendi.
Tablo 15'e eksik performans verileri eklendi
Sekil 2 ve Tablo 22 yeni verilerle giincellendi
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artus HCV QS-RGQ Kiti igin Sinirh Lisans Sozlesmesi

Bu U
1

oS wN

kullanimi herhangi bir alicinin veya Uriin kullanicisinin asagidaki kosullari kabul ettigi anlamina gelir:

Uriin yalnizca iiriinle ve bu el kitabinda verilen protokollere uygun olarak kullanilabilir ve yalnizca kitin iginde bulunan bilesenlerle kullanim igindir. QIAGEN,
bu kit ile birlikte verilen bilesenlerin el kitabinda ve www.giagen.com adresinden ulasilabilen ek protokollerde belirtilenlerin disinda bu kitin icinde yer aimayan
herhangi bir bilesenle kullanimi veya birlestiriimesi icin kendi fikri mlkiyet haklarinin herhangi biri altinda lisans hakki vermez. Bu ek protokollerden bazilari
QIAGEN kullanicilar tarafindan QIAGEN kullanicilari igin saglanmistir. Bu protokoller QIAGEN tarafindan kapsamli sekilde test edilmemis veya optimize
edilmemistir. QIAGEN tiglncii taraflarin haklarini ihlal etmedigini garanti etmez ve beyan etmez.

Agikea belirtilen lisanslar disinda, QIAGEN bu kit ve/veya kullanimlarinin iiglincii taraflarin haklarini ihlal etmeyecegini garanti etmez.
Bu kit ve bilesenleri bir kez kullanim igin lisanshdir ve tekrar kullanilamaz, yenilenemez ve tekrar satilamaz.
QIAGEN aglkea ifade edilenlerin disinda agik veya zimni diger tiim lisanslari agikca reddeder.

Kitin satin alicisi ve kullanicisi yukarida yasaklanan herhangi bir eyleme neden olabilecek veya bunlari kolaylastirabilecek herhangi bir adim atmamay veya
bagkasinin atmasina izin vermemeyi kabul eder. QIAGEN herhangi bir Mahkemede bu Sinirli Lisans Anlasmasi yasaklamalarini uygulayabilir ve bu sinirl
lisans anlagsmasinin veya kit ve/veya bilesenleriyle ilgili fikri milkiyet haklarinin herhangi birinin uygulanmasina yol agan tiim durumlarda avukat creti dahil
tim sorusturma ve mahkeme masraflarini geri alabilir.

Guincellenmis lisans kosullari igin bkz. www.qiagen.com.

Bu driiniin satin alinmasi, satin alan tarafindan insan in vitro diagnostigi icin diagnostik hizmetler yapilimasinda kullaniimasina izin verir. Almdan kazanilan bu 6zel
kullamm hakki diginda genel patent veya hig bir tiirde bagka lisans burada verimemektedir.
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