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Informatii generale

Domeniu de utilizare

Testul Aptima® HCV Quant Dx este o testare de amplificare mediata de transcriptie in timp
real. Acest test este utilizat pentru detectarea si cuantificarea ARN-ului virusului hepatitei C
(HCV) in serul si plasma umana proaspete si congelate, de la indivizi infectati cu HCV.

Plasma poate fi preparata in acid etilendiaminotetraacetic (EDTA), solutie anticoagulanta
citrat dextroza (ACD) si tuburi pentru prepararea plasmei (PPT). Serul poate fi preparat in
tuburi pentru ser si tuburi separatoare de ser (SST). Esantioanele sunt testate utilizand
sistemul Panther® pentru procesarea, amplificarea, detectarea si cuantificarea automatizate
ale esantioanelor. Esantioanele care contin HCV genotipurile de la 1 la 6 sunt validate pentru
detectare si cuantificare in test.

Testul Aptima HCV Quant Dx este indicat pentru utilizare ca ajutor in diagnosticarea infectiei
cu HCV. Testul poate fi utilizat pentru confirmarea infectiei active cu HCV la pacientii cu un
rezultat pozitiv la anticorpii HCV. Detectarea ARN-ului HCV indica faptul ca virusul este
replicat si, prin urmare, reprezintd dovada infectiei active.

Testul Aptima HCV Quant Dx este destinat utilizarii ca ajutor in gestionarea pacientilor
infectati cu HCV, supusi terapiei cu medicamente antivirale HCV. Testul masoara nivelurile
de ARN HCV in faza initiala, in timpul tratamentului si dupa tratament, pentru a determina
raspunsul virologic sustinut (SVR). Rezultatele obtinute din testul Aptima HCV Quant Dx
trebuie interpretate in contextul tuturor concluziilor clinice si de laborator relevante.

Testul Aptima HCV Quant Dx nu este destinat utilizarii ca testare de screening pentru
prezenta HCV in sénge sau in produsele sanguine.

Rezumatul si explicatia testarii

HCV este un patogen transportat prin sénge si o problema medicala publica la nivel international,
pana la 170 de milioane de oameni fiind infectati la nivel global si inregistrandu-se 350.000 de
decese anual din cauza unor afectiuni asociate cu HCV, inclusiv ciroza si cancerul hepatic.
Transmiterea HCV se face prin expunerea la sénge, la produsele sanguine sau la activitatile cu
potential de expunere percutanata.** Din punct de vedere genetic, HCV contine un genom ARN
cu catena pozitiva, de aproximativ 9500 de nucleotide care codifica proteinele structurale (de
baza, glicoproteinele E1 si E2, proteina cu canal ionic p7) si proteinele nestructurale (NS2, NS3,
NS4A/B, NS5A/B), cele din urma fiind proteine replicative virale cheie, si fiind vizate de antivirale
cu actiune directa.** Doua regiuni netranslatate (UTR) ale genomului, SUTR si 3UTR,
functioneaza in translatarea genomului si, respectiv, in rolurile de replicare/capsulare.® Regiunea
5-UTR este regiunea genomica cel mai bine conservata dintre cele sase genotipuri HCV majore.*

Din punct de vedere clinic, existd o prevalenta ridicata a infectiei asimptomatice cu HCV si, in
ciuda anticorpului detectabil (de obicei in 5-12 saptamani), infectia cronica cu HCV apare la pana
la 75% dintre pacienti.” Algoritmii de testare HCV in laborator necesita diagnosticarea infectiilor cu
HCV active la persoanele pozitive la anticorpi, prin detectarea ARN-ului HCV in plasma sau ser
pentru a permite o asociere adecvata cu asistenta medicala.”**

Cuantificarea ARN-ului HCV (incarcatura virald) a jucat un rol central in definirea si
monitorizarea succesului tratamentului pentru HCV. Raspunsul virologic sustinut (SVR),
definit ca ARN HCV nedetectat dupa o terapie reusita, este un marker cheie pentru o
vindecare de HCV."™" In terapia bazatd pe interferon, raspunsul virologic timpuriu (EVR),
definit ca o scadere a incarcaturii virale HCV de 2 log sau mai mare dupa 12 saptamani de
tratament si un raspuns virologic rapid (RVR), definit ca niveluri nedetectabile de ARN HCV
dupa 4 saptamani de tratament, s-au dovedit a fi predictori pozitivi pentru SVR.""*" Acesti
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markeri ai cineticii virale sunt utilizati in abordari bazate pe raspuns, adaptand optiunile de
tratament pentru oprirea sau extinderea terapiei pentru a obtine SVR.™ n plus, studiile de
urmarire pe termen lung au demonstrat durabilitatea SVR dupa un tratament reusit, iar
eradicarea virala Tmpiedica progresia bolii hepatice.”

in epoca antiviralelor cu actiune directd (DAA), masuratorile privind incarcatura virald HCV
sunt facute inainte de terapie pentru a stabili incarcatura virala initiala, in timpul tratamentului
pentru raspunsurile la tratament si dupa terapie pentru evaluarea SVR (sau a recidivarii).
Aproape toti pacientii obtin raspunsuri virologice la tratamentul cu DAA definite ca fiind sub
limita inferioara de cuantificare (< LLoQ) pentru test, urmate de rate SVR mai mari de 90% la
12 saptamani dupa terapia cu cele mai multe regimuri.>" Detectarea si cuantificarea ARN-
ului HCV vor continua s& joace un rol central in diagnosticarea HCV si gestionarea
pacientilor aflati in terapie antivirala.

Principiile procedurii

Testul Aptima HCV Quant Dx este o testare de amplificare a acidului nucleic care utilizeaza
tehnologia de amplificare mediata de transcriptie in timp real (TMA) pentru a detecta si
cuantifica ARN HCV inainte de terapie pentru a veni in ajutorul diagnosticarii sau pentru

a stabili ncarcatura virala initiala, precum si pentru a masura raspunsurile in timpul
tratamentului si dupéa tratament. Testul vizeaza o regiune conservata a genomului HCV,
detectand si cuantificand genotipurile 1, 2, 3, 4, 5 si 6. Testul este standardizat pe baza celui
de-al doilea Standard International al OMS pentru virusul hepatitei C (NIBSC Cod 96/798)."

Testul Aptima HCV Quant Dx implica trei etape principale, care au loc intr-un singur tub pe
sistemul Panther®: captarea tintei, amplificarea tintei prin TMA si detectarea produselor de
amplificare (amplicon) de sondele marcate fluorescent (sonde).

In timpul captarii tintei, ARN-ul viral este izolat din esantioane. Esantionul este tratat cu un
detergent pentru a solubiliza anvelopa virala, pentru a denatura proteinele si pentru a elibera
ARN-ul genomic viral. Oligonucleotidele de captare se hibridizeaza in zonele extrem de
conservate ale ARN-ului HCV, daca sunt prezente, din esantionul de testare. Tinta hibridizata
este, apoi, captata in microparticule magnetice care sunt separate de esantion intr-un camp
magnetic. Etapele de spalare indeparteaza componentele straine din tubul de reactie.

Amplificarea tintei se produce prin intermediul TMA, care este o metoda de amplificare a acidului
nucleic mediata de transcriptie, care utilizeaza doua enzime, transcriptaza inversa a virusului
leucemiei murine Moloney (MMLV) si polimeraza T7 ARN. Transcriptaza inversa este utilizata
pentru a genera o copie ADN (care contine o secventa promotor pentru polimeraza T7 ARN)

a secventei tinta. Polimeraza T7 ARN produce copii multiple ale ampliconului ARN din sablonul
copiei ADN. Testul Aptima HCV Quant Dx utilizeaza metoda TMA pentru a amplifica o parte

a regiunii 5 UTR a genomului HCV. Amplificarea acestei regiuni este realizata utilizand primeri
specifici care sunt conceputi pentru a amplifica genotipurile 1, 2, 3, 4, 5 si 6 ale HCV.

Detectarea se realizeaza utilizand sonde de acid nucleic monocatenar, care sunt prezente Tn
timpul amplificarii tintei si care hibridizeaza in mod specific cu ampliconul, in timp real. Fiecare
sonda are un fluorofor si o substanta extinctoare de fluorescenta. Daca sonda nu este hibridizata
cu ampliconul, substanta extinctoare de fluorescenta se afla in imediata apropiere a fluoroforului
si suprima fluorescenta. Atunci cand sonda se leaga de amplicon, substanta extinctoare de
fluorescenta este mutata mai departe de fluorofor si va emite un semnal pe o anumita lungime de
unda cand este excitata de o sursa de lumina. Pe masura ce mai multe sonde hibridizeaza la
amplicon, se genereaza un semnal fluorescent mai mare. Timpul necesar ca semnalul
fluorescent sa atinga un prag specificat este proportional cu concentratia initiala de HCV. Fiecare
reactie are un calibrator intern/substanta de control interna (Cl), care controleaza variatiile in
procesarea, amplificarea si detectarea esantioanelor. Concentratia unei probe este determinata
de software-ul sistemului Panther utilizand semnalele HCV si Cl pentru fiecare reactie si
comparandu-le cu informatiile de calibrare.
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Avertismente si precautii

A

Pentru a reduce riscul rezultatelor nevalide, cititi cu atentie intregul prospect si Manualul
de utilizare a sistemului Panther®, inainte de efectuarea acestui test.

in legatura cu laboratorul

2

B.

ATENTIE: Substantele de control pentru acest test contin plasma umana. Plasma este
negativa pentru antigenul superficial al hepatitei B (HBsAg), anticorpii pentru HCV, anticorpii
pentru HIV-1 si HIV-2, si antigenul HIV, atunci cand este testata prin procedurile autorizate de
Food and Drug Administration din SUA. in plus, plasma nu este reactivd pentru ARN-ul HCV
si ARN-ul HIV-1 atunci cand este testata cu testari de acid nucleic licentiate utilizand probe
compozite. Toate materialele provenite din sdnge uman trebuie considerate potential
infectioase si trebuie tratate cu respectarea precautiilor universale.”'"

Numai personalul instruit corespunzator in utilizarea testului Aptima HCV Quant Dx si in
manipularea materialelor potential infectioase trebuie sa efectueze aceasta procedura.
Daca se produce o scurgere, dezinfectati imediat in conformitate cu procedurile adecvate
ale unitatii.

Utilizati doar instrumentarul si consumabilele de laborator de unica folosinta prevazute
sau specificate.

Respectati precautiile de laborator obignuite. Nu pipetati cu ajutorul gurii. Nu consumati
alimente sau b3uturi si nu fumati in zonele de lucru desemnate. Purtati manusi de unica
folosinta fara pudra, ochelari de proteciie si halate de laborator atunci cand manipulafj
esantioane si reactivi din trusa. Spalati-va temeinic méinile dupa ce ati manipulat
esantioane sau reactivi din trusa.

Suprafetele de lucru, pipetele si alte echipamente trebuie decontaminate in mod regulat
cu solutie de hipoclorit de sodiu intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si 0,5 M).

Eliminati toate materialele care au intrat in contact cu esantioanele si cu reactivii in
conformitate cu reglementarile locale, nationale si federale.”"®"""® Curatati temeinic si
dezinfectati toate suprafetele de lucru.

Substantele de control contin azida de sodiu cu rol de conservant. Nu utilizati tuburi metalice
pentru transferul reactivilor. Daca solutiile care contin compusi ai azidei de sodiu sunt
eliminate intr-un sistem de canalizare, acestea trebuie diluate si clatite cu cantitati generoase
de apa de la robinet. Aceste precautii sunt recomandate pentru a evita acumularea de
depuneri in tuburile metalice in care s-ar putea dezvolta conditii explozive.

Bunele practici standard pentru laboratoarele moleculare includ monitorizarea mediului
inconjurator. Pentru a monitoriza mediul unui laborator, se recomanda urmatoarea procedura:
Luati un betisor de vata si asociati-l cu tubul pentru parti alicote din esantion (SAT) Aptima.
Etichetati fiecare SAT in mod corespunzator.

Umpleti fiecare SAT cu 1 ml de diluant pentru esantioane Aptima.

Pentru a recolta probele superficiale, umeziti usor un betisor de vata in apa

deionizata fara nucleaza.

5. Tamponati suprafata de interes folosind o miscare verticala, de sus in jos. Rotiti
betisorul de vata cu aproximativ o jumatate de tura, in timp ce tamponati locul.

6. Amplasati imediat in tub proba recoltatd pe betisorul de vata si rotiti incet betisorul de
vata in diluant pentru a extrage potentialele materiale tamponate. Apasati betisorul de
vata pe partea laterala a tubului de transport pentru a extrage cat mai mult lichid posibil.
Aruncati betisorul de vata si acoperiti tubul cu un capac.

7. Repetati etapele pentru restul probelor recoltate pe betisorul de vata.

8. Testati betisorul de vata prin intermediul testului molecular.

PN~
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in legatura cu esantioanele

J.

Esantioanele prezinta potential contagios. Aplicati precautiile universale'™'" |a efectuarea
acestui test. Metodele de manipulare si eliminare corespunzatoare trebuie stabilite
conform regulamentelor locale.” Numai personalul instruit in mod corespunzator in
utilizarea testului Aptima HCV Quant Dx si instruit in manipularea materialelor infectioase
trebuie sa efectueze aceasta procedura.

Mentineti conditii de depozitare adecvate in timpul expedierii esantionului pentru a
asigura integritatea acestuia. Nu a fost evaluata stabilitatea esantionului in conditii de
expediere diferite de cele recomandate.

Evitati contaminarea incrucisata pe parcursul etapelor de manipulare a esantioanelor.
Aveti grija in special sa evitati contaminarea prin raspandirea aerosolilor, la slabirea sau
scoaterea capacelor esantioanelor. Esantioanele pot contine niveluri extrem de ridicate
de organisme. Asigurati-va ca recipientele cu esantioane nu se ating intre ele si eliminati
materialele utilizate fara a le trece pe deasupra recipientelor deschise. Schimbati
manusile daca acestea intra in contact cu esantionul.

in legatura cu testul

M.
N.

Nu utilizati kitul de reactivi, calibratorul sau substantele de control dupa data expirarii.

Nu interschimbati, amestecati sau combinati reactivi ai testului din kituri cu numere
diferite ale lotului principal. Lichidele pentru test pot proveni din numere de lot diferite.
Substantele de control si calibratorul pot proveni din numere de lot diferite.

Evitati contaminarea microbiana si cu nucleaze a reactivilor.

Acoperiti si depozitati toti reactivii testului la temperaturile specificate. Performanta
testului poate fi afectatd de utilizarea unor reactivi ai testului depozitati necorespunzator.
Consultati Cerinte privind depozitarea si manipularea reactivilor si Procedura de testare
cu sistemul Panther pentru mai multe informatii.

Nu combinati reactivi sau lichide ale testului fara instructiuni specifice. Nu umpleti pana la
refuz cu reactivi sau lichide. Sistemul Panther verifica nivelurile reactivilor.

Unii reactivi din acest kit sunt etichetati cu simbolurile de risc si siguranta.

Nota: Declaratia privind pericolele reflecta clasificarile conform Fiselor cu date de
securitate (FDS) la nivel european. Pentru informatii privind comunicarea pericolelor
specifice regiunii dvs., consultati FDS specifica regiunii in Biblioteca de fise cu date de
securitate la adresa www.hologicsds.com.

HCV VL Kit Controls
Azida de sodiu <1%
Ser uman 95-100%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea Tn mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata.
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Amplification Reagent
Clorura de magneziu 60%-65%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata.

Enzyme Reagent
HEPES 1%-5%
Triton X-100 1%-5%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata.

Enzyme Reconstitution Solution
HEPES 1%-5%

Triton X-100 5%-10%

Glicerol 20%-25%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata.

Promoter Reagent
Cloruré de magneziu 60%-65%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata.

Target Capture Reagent
HEPES 15% — 20%

Sare lauril sulfat de litiu 5% — 10%
Hidroxid de litiu monohidrat 1% — 5%
Acid succinic 1% — 5%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata.

HCV VL Kit Calibrators
HEPES 15% — 20%

Sare lauril sulfat de litiu 5% — 10%
Hidroxid de litiu monohidrat 1% — 5%
Acid succinic 1% — 5%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata.
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Cerinte privind depozitarea si manipularea reactivilor

A. Tabelul urmator prezintd conditiile de depozitare si stabilitatea pentru reactivi, substante

de control si calibrator.

Reactiv Depozitare in Kit deschis (reconstituit)
stare
nedeschisa Depozitare Stabilitate
Reactiv de amplificare gHCV intre 2°C si 8 °C
Solutie de reconstituire a amplificarii gHCV ~ Intre 2 °C si 8 °C ntre 2si8 C 30 de zile®
Reactiv enzimatic gHCV intre 2°Csi 8 °C
Solutie de reconstituire enzimatica gHCV Intre 2 °C si 8 °C intre2si8 C 30 de zile®
Reactiv al probei qHCV Tntre 2°Csi8°C
Solutie de reconstituire a probei qHCV Tntre 2 °C si 8 °C Intre 2si8 C 30 de zile?
Reactiv de captare a tintei gHCV intre 2°C si 8 °C intre2si8 C 30 de zile®

gHCV NC CONTROL — (substanta de
control negativa)

intre -15°C si -35°C

Fiola de unicé folosinta
Intre 15°C si 30°C A se utiliza in decurs de
24 de ore

gHCV LPC CONTROL + (substanta de
control slab pozitiva)

Intre -15°C si -35°C

Fiola de unica folosinta
Intre 15°C si 30°C A se utiliza Tn decurs de
24 de ore

gHCV HPC CONTROL + (substanta de
control puternic pozitiva)

Intre -15°C si -35°C

Fiola de unica folosinta
Intre 15°C si 30°C A se utiliza Tn decurs de
24 de ore

gHCV PCAL (calibrator pozitiv)

Tntre -15°C si -35°C

Fiola de unica folosinta
intre 15°C si 30°C A se utiliza Tn decurs de
24 de ore

* La scoaterea reactivilor din sistemul Panther, acestia trebuie readusi imediat la temperaturile corespunzatoare de

depozitare.

Eliminati orice reactivi reconstituiti si reactivul de captare a tintei (TCR) nefolositi dupa
30 de zile sau dupa data de expirare a Lotului principal, oricare dintre acestea survine

mai Tntai.

Reactivii depozitati pe sistemul Panther au o stabilitate de 72 de ore in cadrul sistemului.
Reactivii pot fi incarcati in sistemul Panther de pana la 5 ori. Sistemul Panther
inregistreaza fiecare incarcare a reactivilor.

Dupa decongelarea calibratorului, solutia trebuie sa fie limpede, adica sa nu fie tulbure si

sa nu prezinte precipitate.

Reactivul probei si reactivul reconstituit al probei sunt fotosensibili. Protejati aceste
reactivi impotriva luminii in timpul depozitarii si al pregatirii pentru utilizare.

Aptima HCV Quant Dx Assay
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Recolta

rea si depozitarea esantioanelor

Nota: Manipulati toate esantioanele ca si cum ar contine agenti potential infectiosi. Utilizati
precautiile universale.

Nota: Evitati contaminarea incrucigatd pe parcursul etapelor de manipulare a probei. De

exe

mplu, eliminati materialul utilizat fara a- trece pe deasupra tuburilor deschise.

Nota: Pentru depozitare se recomanda doar tuburi secundare din plastic.

Pot

fi utilizate esantioane de sange integral, recoltate in urmatoarele tuburi de sticla sau plastic:

Tuburile care contin acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) sau solutii anticoagulante citrat
dextroza acide (ACD) sau

Tuburi pentru prepararea plasmei (PPT)
Tuburi pentru ser
Tuburi separatoare de ser (SST)

Pentru ser, permiteti formarea cheagului inainte de o procesare ulterioara.

A

B.

Recoltarea esantionului

Séngele integral poate fi pastrat intre 2 si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de 6 de
ore de la recoltarea esantionului. Separati plasma sau serul de globulele rosii peletizate,
in conformitate cu instructiunile producatorului pentru tubul utilizat. Plasma sau serul pot
fi testate pe sistemul Panther intr-un tub primar sau transferate intr-un tub secundar, cum
ar fi tubul pentru parti alicote din esantion Aptima. Pentru a obtine volumul de reactie de
500 pl, volumul minim de plasma sau ser pentru tuburile de recoltare primare este de

maximum 1200 ul, iar pentru tuburile secundare, volumul minim este de 700 ul. Tabelul
urmator identifica cerintele de volum mort pentru fiecare tip de tub primar si secundar.

Tub (dimensiune si tip) Volum mort pe Panther
Tub pentru parti alicote din proba (SAT) Aptima 0,2ml
12 x 75 mm 0,5ml
13 x 100 mm 0,5 ml
13 x 100 mm cu gel 0,3 ml
16 x 100 mm cu gel 0,7 ml

Daca nu sunt testate imediat, plasma si serul pot fi depozitate in conformitate cu
specificatiile de mai jos. Daca sunt transferate intr-un tub secundar, plasma sau serul pot
fi congelate la -20 °C. Nu depasiti 3 cicluri de congelare-decongelare. Nu congelati
esantioanele in EDTA, ACD sau in tuburile de recoltare primare pentru ser.

Conditii de depozitare a esantioanelor
1. Esantioane de plasma in EDTA si ACD

Séangele integral poate fi pastrat intre 2 si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de 6 de
ore de la recoltarea esantionului. Ulterior, plasma poate fi depozitata in una dintre
urmatoarele conditii:

« In tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsd intre
2 °C si 25°C timp de pana la 24 de ore,

« Tn tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsa intre
2 °C si 8 °C pentru pana la 5 zile, sau

« In tubul secundar la o temperaturd de -20 °C timp de pan& la 60 de zile.
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Whole Blood

J/. 30°C
2°C

Centrifuge < 6 hours after collection

Primary

/ﬂ/- 25°C
2°C

<24 hours

Primary

'/ﬂ/- -
2°C

<5days

Secondary

J/- 25°C
2°C

<24 hours

Secondary

'/ﬂ/- -
2°C

<5days

Secondary

J/- “15°C
35°C

<60 days

Figura 1. Conditii de depozitare pentru tuburile cu EDTA/ACD

2. Esantioane PPT

Sangele integral poate fi pastrat intre 2 si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de
6 de ore de la recoltarea esantionului. Ulterior, plasma poate fi depozitatd in una
dintre urmatoarele conditii:

« In tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperaturé cuprinsa intre
2 °C si 25°C timp de pana la 24 de ore,

« Tn tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsd intre
2 °C si 8 °C pentru pana la 5 zile, sau

« In tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura de -20 °C timp
de pana la 60 zile.

Whole Blood

J/. 30°C
2°C

Centrifuge < 6 hours after collection

Secondary

'/ﬂ/- -
2°C

< 5days

Primary or Secondary

/ﬂ/ 15°C
35°C

<60 days

Primary

'/Hf "
2°C

<5days

Secondary

-/H/-25°C
2°C

<24 hours

Primary

J/- 25°C
2°C

<24 hours

Figura 2. Conditii de depozitare pentru PPT
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3. Esantioane in tuburi pentru ser

Sangele integral poate fi pastrat intre 2 si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de
6 de ore de la recoltarea esantionului. Ulterior, serul poate fi depozitat in una dintre
urmatoarele conditii:
« Tn tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsa intre
2 °C si 30 °C timp de pana la 24 de ore,
« Tn tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsd intre
2 °C si 8 °C pentru pana la 5 zile, sau
« In tubul secundar la o temperaturéd de -20 °C timp de pana la 60 de zile.

Whole Blood

Jf 30°C
2°C

Centrifuge < 6 hours after collection

Primary

J/BO"C
2°C

<24 hours

Primary

/H/ "
2°C

< 5days

Secondary

J/-30°C
2°C

<24 hours

Secondary

jﬂfgoc
2°C

< 5days

Secondary

Jf -15°C
-35°C

<60 days

Figura 3. Conditii de depozitare pentru tuburile pentru ser

4. Esantioane SST
Sangele integral poate fi pastrat intre 2 si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de
6 de ore de la recoltarea esantionului. Ulterior, serul poate fi depozitat in una dintre
urmatoarele conditii:
« Tn tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsa intre
2 °C si 30 °C timp de pana la 24 de ore,
« Tn tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura cuprinsd intre
2 °C si 8 °C pentru pana la 5 zile, sau
« Tn tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperatura de -20 °C timp
de pana la 60 zile.

Whole Blood

-/H/. 30°C
2°C

Centrifuge < 6 hours after collection

Primary Primary Secondary Secondary Primary or Secondary
J/SO"C J/-B"C Jf 30°C J/.8°C -15°C
2°C 2°c 2°C 2°c -35°C /H/
< 24 hours <5days <24 hours <5 days <60 days

Figura 4. Conditii de depozitare SST
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C. Depozitare in stare congelata pe termen lung

Probele de plasma sau de ser pot fi depozitate la -70 °C timp de pana la 60 de zile in
SAT.

D. Diluarea esantioanelor de plasma si ser

Esantioanele de plasma si ser pot fi diluate in SAT sau in tubul secundar pentru testare
pe sistemul Panther. Consultati Procedura de testare cu sistemul Panther, etapa E.6 de
mai jos pentru mai multe informatii.

/N\ Diluarea probelor de plasma si de ser poate fi utilizatd numai pentru rezultate cantitative. Nu
diluati probele de plasmé sau de ser pentru rezultate ale diagnosticérii.

Nota: Dacéa un esantion este diluat, acesta trebuie testat imediat dupéa diluare. Nu congelati un
esantion diluat.

Probe pe sistemul Panther

Probele pot fi lasate pe sistemul Panther, fara capac, timp de pana la 8 ore. Probele pot
fi scoase din sistemul Panther si testate, atat timp cat timpul total pe sistem nu depaseste
8 ore Tnainte de pipetarea probei prin intermediul sistemului Panther.

Transportul esantioanelor

Mentineti conditile de depozitare a probelor, descrise in Recoltarea si depozitarea
esantioanelor.

Nota: Esantioanele trebuie expediate in conformitate cu reglementarile nationale,
internationale si regionale aplicabile privind transporturile.
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Sistem Panther

Reactivii pentru testul Aptima HCV Quant Dx sunt enumerati mai jos pentru sistemul
Panther. De asemenea, sunt enumerate si simbolurile de identificare a reactivilor, in dreptul
numelui reactivului.

Reactivi si materiale furnizate

Nota: Pentru informatii privind orice fraza de pericol sau de precautie care ar putea fi
asociata cu reactivii, consultati Biblioteca de fise cu date de securitate la adresa
www. hologic.com/sds.

Aptima HCV Quant Dx Assay Kit, 100 de testari Nr. cat. PRD-03506

(1 cutie de test, 1 kit calibrator si 1 kit substante de control)

Pot fi comandate separat calibratoare si substante de control suplimentare. Consultati mai jos
numerele de catalog respective.

Aptima HCV Quant Dx Assay Box
(depozitati intre 2 °C si 8 °C Tn momentul primirii)

Simbol  Produs Cantitate
A Reactiv de amplificare gHCV 1 fiol
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata.
E Reactiv enzimatic qHCV
Transcriptaza inversa si polimeraza ARN uscaté in solutie tamponata 1 fiola
HEPES.
PRO Reactiv al probei qgHCV 1 fiola
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata.
AR Solutie de reconstituire a amplificarii qHCV 1%x72ml
Solutie apoasé contindnd glicerol si conservanti. '
ER Solutie de reconstituire enzimatica qHCV 1x5.8 ml
Solutie tamponatd HEPES contindnd surfactant si glicerol. '
PROR Solutie de reconstituire a probei qHCV 1x45ml

Solutie apoasa contindnd glicerol si conservanti.

TCR Reactiv de captare a tintei gHCV
Acizi nucleici intr-o solutie salind tamponata contindnd faza solidd, acizi 1x72,0ml
nucleici neinfectiosi si calibrator intern.

Coliere reconstituire 3

Fisa cu codurile de bare ale lotului principal 1 paginad

Aptima HCV Quant Dx Calibrator Kit (Nr. cat. PRD-03507)
(depozitati intre -15°C si -35°C in momentul primirii)

Simbol Produs Cantitate

PCAL Calibrator pozitiv qHCV

TR . < 5x2,5ml
Transcriptie in solutie tamponata.

Eticheta cu coduri de bare pentru calibrator —
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Aptima HCV Quant Dx Controls Kit (Nr. cat. PRD-03508)
(depozitati intre -15°C si -35°C in momentul primirii)

Simbol Produs Cantitate

NC Substanta de control negativa qHCV
Plasméa umana defibrinatd negativa HCV continand 5x0,8 ml
gentamicind si 0,2% azida de sodiu cu rol de conservanti.

Substanta de control slab pozitiva qHCV
LPC Armored RNA pentru HCV neinfectios in plasma umand

5x0,8ml
defibrinaté continand gentamicind si 0,2% azida de sodiu cu e
rol de conservanti.
Substanta de control puternic pozitiva qHCV
HPC Armored RNA pentru HCV neinfectios in plasma umana 508 ml

defibrinata contindnd gentamicind si 0,2% azida de sodiu cu
rol de conservanti.

Eticheta cu coduri de bare pentru substanta de control -
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Materiale necesare dar disponibile separat

Nota: Materialele disponibile de la Hologic au numerele de catalog notate, cu exceptia cazului

in care se specifica altfel.

Material

Sistem Panther

Panther Run Kit pentru teste Tn timp real (exclusiv pentru testele in timp real)

Kit de lichide pentru testul Aptima (cunoscut si drept Kit de lichide universale)
contine solutie de spélare Aptima, solutie tampon Aptima pentru lichidul de
dezactivare si reactiv ulei Aptima

Unitati multi-tub (MTU)
Kit pungi de reziduuri Panther
Capac cos reziduuri Panther

Sau Panther System Run Kit
(la executia testelor TMA nedesfasurate in timp real, in paralel cu testele
TMA in timp real) contine unitati multi-tub (MTU), pungi de reziduuri, capace
pentru cosuri de reziduuri, auto detect si lichide pentru test

Varfuri, 1000 L, filtrate, pentru detectia lichidului, conductoare si de unica
folosinta.

Este posibil ca unele produse sa nu fie disponibile n toate regiunile. Pentru
informatii specifice regiunii, contactati reprezentantul.

Tnalbitor, solutie hipoclorit de sodiu intre 5 si 8,25% (0,7 M - 1,16 M)
Manusi de unica folosinta, fard pudra
Capace de schimb nepenetrabile

Capace de schimb pentru reactivi

Flacoane pentru reconstituirea reactivului de amplificare,
enzimatic si al probei CL0041 (100 de capace)
Flacon TCR CL0040 (100 de capace)

Huse captusite cu plastic pentru masa de lucru din laborator
Servetele fara fibre

Pipetor

Varfuri

Optiuni pentru tubul de recoltare primar:
13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga

Agitator vortex

Nr. cat.
303095

PRD-03455 (5000 de
testari)

303014 (1000 de
testari)

104772-02
902731
504405

303096 (5000 de
testari)

901121

(10612513 Tecan)
903031

(10612513 Tecan)
MME-04134

(30180117 Tecan)
MME-04128

103036A

Aptima HCV Quant Dx Assay 14
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Materiale optionale
Material Nr. cat.

Optiuni pentru tubul secundar:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm —

Tuburi pentru pérti alicote din esantion Aptima (SAT) (pachet de 100 de bucati) FAB-18184
Capac pentru tub de transport (pachet de 100 de bucati) 504415
capac pentru SAT
Diluant pentru esantioane Aptima PRD-03003
Kit diluant pentru esantioane Aptima PRD-03478
contine diluant pentru esantioane, 100 SAT si 100 de capace
Pipete de transfer —
Paneluri disponibile in comert, de exemplu: —

HCYV din controlul calitatii pentru diagnosticare moleculara (QCMD) sau
paneluri SeraCare ACCURUN HCV

Betisoare cu vata —
Agitator oscilant pentru tuburi —

Procedura de testare cu sistemul Panther

Nota: Consultati manualul de utilizare a sistemului Panther pentru informatii de procedura
suplimentare.

A. Pregatirea zonei de lucru

1. Curatati suprafetele de lucru unde vor fi preparati reactivii. Stergeti suprafetele de
lucru cu solutie de hipoclorit de sodiu intre 2,5% si 3,5% (intre 0,35 M si 0,5 M).
Lasati solutia de hipoclorit de sodiu sa intre Tn contact cu suprafetele timp de cel
putin 1 minut, iar apoi clatiti cu apa deionizata (DI). Nu lasati solutia de hipoclorit de
sodiu sa se usuce. Acoperiti suprafata mesei de lucru din laborator cu huse curate,
absorbante, captusite cu plastic.

2. Curatati o suprafatd de lucru separata, unde vor fi preparate probele. Utilizati
procedura descrisa mai sus (etapa A.1).

3. Curatati toate pipetoarele. Utilizati procedura de curatare descrisd mai sus (etapa A.1).

B. Prepararea calibratorului si a substantelor de control

Lasati calibratorul si substantele de control sa ajunga la o temperatura cuprinsa intre 15
si 30 °C, inainte de procesare, dupa cum urmeaza:

1. Scoateti calibratorul si substantele de control din locul de depozitare (intre -15 °C si -
35 °C) si amplasati-le la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C. Pe tot parcursul
procesului de decongelare, rasturnati usor fiecare tub pentru o amestecare temeinica.
Asigurati-va ca intregul continut al tubului este decongelat inainte de utilizare.

Optiune. Tuburile pentru calibrator si substantele de control pot fi plasate pe un
agitator oscilant pentru tuburi, pentru o amestecare temeinica. Asigurati-va ca intregul
continut al tubului este decongelat inainte de utilizare.

Nota: Evitati crearea de spuma excesiva la rasturnarea calibratorului si a substantelor
de control. Spuma compromite functia de detectare a nivelului la sistemul Panther.

2. Dupa ce continutul tubului s-a decongelat, uscati exteriorul tubului cu un servetel de
unica folosinta, curat si uscat.

3. Pentru a preveni contaminarea, nu deschideti tuburile in acest moment.
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C. Reconstituirea reactivului/prepararea unui kit nou

Nota: Reconstituirea reactivilor trebuie efectuatéd inainte de inceperea oricaror activitati
pe sistemul Panther.

1. Pentru prepararea reactivului de captare a tintei (TCR), efectuati urmatoarele actiuni:
a. Scoateti TCR din locul de depozitare (intre 2 si 8 °C). Verificati numarul de lot de
pe flaconul cu TCR, pentru a va asigura ca acesta se potriveste cu numarul de lot

de pe fisa cu codurile de bare ale lotului principal.

b. Agitati imediat flaconul cu TCR de 10 ori, temeinic. Lasati flaconul cu TCR sa se
incalzeasca timp de minimum 45 de minute, pentru a ramane la o temperatura
cuprinsa intre 15 °C si 30 °C. In aceasta perioada, rotiti si rasturnati flaconul cu
TCR timp de cel putin 10 minute.

Optiune. Flaconul cu TCR poate fi preparat pe un agitator oscilant pentru tuburi,
cu respectarea acestor instructiuni: scoateti TCR din locul de depozitare (intre

2 °C si 8 °C) si agitati imediat viguros, de 10 ori. Amplasati flaconul cu TCR pe un
agitator oscilant pentru tuburi si l1asati TCR sa se incélzeasca timp de minimum
45 de minute, la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C.

c. Asigurati-va ca tot precipitatul este in solutie si ca particulele magnetice sunt
suspendate Tnainte de utilizare.

2. Pentru reconstituirea reactivilor de amplificare, enzimatici si ai probei, efectuati
urmatoarele actiuni:
a. Scoateti reactivii liofilizati si solutiile de reconstituire corespunzatoare din locul de
depozitare (intre 2 si 8 °C). Asociati fiecare solutie de reconstituire cu reactivul
liofilizat al acesteia.

b. Asigurati-va ca solutia de reconstituire si reactivul liofilizat au etichete de aceeasi
culoare. Verificati numerele de lot de pe fisa cu codurile de bare ale lotului
principal pentru a va asigura ca s-au imperecheat reactivii corespunzatori.

i. Deschideti fiola de reactiv liofilizat scotand garnitura metalica si dopul din cauciuc.

ii. Introduceti cu fermitate capatul crestat al colierului de reconstituire (negru) pe
fiola (Figura 5, Etapa 1).

iii. Deschideti flaconul aferent cu solutia de reconstituire si asezati capacul pe o
suprafata de lucru curata, acoperita.

iv. Amplasati flaconul cu solutie de reconstituire pe o suprafata stabila (de
exemplu, masa de lucru). Apoi rasturnati flaconul de reactiv liofilizat peste
flaconul cu solutie de reconstituire si fixati bine colierul pe flaconul cu solutie
de reconstituire (Figura 5, Etapa 2).

v. Rasturnati lent ansamblul de flacoane (fiola atasata la flaconul cu solutie)
pentru a permite scurgerea solutiei in fiola din sticla (Figura 5, Etapa 3).

vi. Ridicati flacoanele asamblate si rotiti-le timp de minimum 10 secunde
(Figura 5, Etapa 4).

vii. Asteptati cel putin 30 de minute pentru ca reactivul liofilizat sa patrunda in solutie.

viii. Dupa patrunderea reactivului liofilizat in solutie, rotiti ansamblul de flacoane
timp de cel putin 10 secunde si apoi oscilati usor solutia in fiola din sticla
inainte si inapoi, pentru o amestecare temeinica.

C. Tnclina’gi lent, din nou, ansamblul de flacoane, pentru a permite ca toata solutia sa
se scurga Tnapoi in flaconul cu solutie de reconstituire (Figura 5, Etapa 5).

d. Scoateti cu atentie colierul de reconstituire si fiola din sticla (Figura 5, Etapa 6).
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e. Puneti la loc capacul pe flacon. inregistrati initialele operatorului si data
reconstituirii pe eticheta (Figura 5, Etapa 7).

f. Aruncati colierul de reconstituire si fiola din sticla (Figura 5, Etapa 8).

Avertisment: Evitati crearea de spuméa excesiva in timpul reconstituirii reactivilor.
Spuma compromite functia de detectare a nivelului la sistemul Panther.

H’1 m “\3 . "\/4 N

y & E]
a \J |

Figura 5. Procesul de reconstituire a reactivilor

D. Prepararea reactivului pentru reactivi preparati anterior

1. Scoateti reactivii preparati anterior din locul de depozitare (intre 2 si 8 °C).

2. Reactivii de amplificare, enzimatici, ai probei si TCR preparati anterior trebuie sa
atinga 15 °C péana la 30 °C inainte de inceperea testului.

3. Pentru TCR preparat anterior, parcurgeti etapa C.1 de mai sus, inainte de incarcarea pe
sistem.

4. Rotiti si rasturnati reactivii de amplificare, enzimatici si ai probei pentru o amestecare
temeinica, inainte de incarcarea acestora pe sistem. Evitati crearea de spuma
excesiva in timpul rasturnarii reactivilor.

5. Nu umpleti flacoanele cu reactiv pana la refuz. Sistemul Panther va recunoaste si
respinge flacoanele care au fost umplute pana la refuz.

E. Manipularea esantioanelor

1. Asigurati-va ca esantioanele procesate din tuburile primare sau esantioanele
nediluate din tuburile secundare au fost depozitate in mod corespunzator, conform
,Recoltarea si depozitarea esantioanelor” la pagina 8.

2. Asigurati-va ca esantioanele congelate sunt decongelate complet. Vortexati esantioanele
decongelate timp de 3 pana la 5 secunde, pentru ca acestea sa fie amestecate temeinic.

3. Lasati esantioanele sa ajunga la o temperatura cuprinsa intre 15 si 30 °C, inainte de
procesare. Consultati Probe pe sistemul Panther pentru informatii suplimentare de
incarcare pe sistem.

4. Asigurati-va ca fiecare tub de recoltare primar contine pana la 1200 pl de esantion
sau fiecare SAT contine cel putin 700 pl de esantion. Consultati tabelul furnizat in
Recoltarea esantionului la pagina 8 pentru a identifica cerintele de volum mort pentru
fiecare tip de tub primar si secundar. Daca este necesara diluarea esantionului,
consultati etapa E.6 de mai jos pentru informatii suplimentare.

5. Chiar nainte de incarcarea esantioanelor intr-un stativ pentru probe, centrifugati
fiecare esantion la 1000 — 3000g timp de 10 minute. Nu scoateti capacele. Bulele din
tub pot compromite functia de detectare a nivelului la sistemul Panther.
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Consultati Pregétirea sistemului, etapa F.2 de mai jos, pentru informatii despre
incarcarea pe stativ si scoaterea capacelor.

6. Diluati un esantion de plasma sau de ser 1:3 intr-un SAT sau 1:100 intr-un tub secundar.

Un esantion poate fi diluat intr-un tub secundar pentru testare pe sistemul Panther.

/\ Diluarea esantioanelor poate fi utilizatd numai pentru rezultate cantitative. Nu diluati
esantioanele pentru rezultate ale diagnosticarii.

Nota: Daca un egantion este diluat, acesta trebuie testat imediat dupéa diluare.

a.

Diluarea esantioanelor cu volum redus

Volumul esantioanelor poate fi marit pana la volumul minim necesar (700 pl)
utilizand diluantul pentru esantioane Aptima. Esantioanele cu cel putin 240 pl pot
fi diluate cu doua parti diluant pentru esantioane (1:3), dupa cum urmeaza:

i. Amplasati 240 pl de esantion in SAT.

ii. Adaugati 480 pl de diluant pentru esantioane Aptima.
iii. Acoperiti tubul cu un capac.

iv. Rasturnati usor de 5 ori pentru amestecare.

Esantioanele diluate 1:3 pot fi testate utilizdnd optiunea 1:3 pe sistemul Panther
(consultati Manualul de utilizare a sistemului Panther pentru mai multe informatii).
Software-ul va raporta automat rezultatul curat, prin aplicarea factorului de dilutie.
Aceste esantioane vor fi marcate ca esantioane diluate.

Diluarea esantioanelor cu titru mare

Daca rezultatul unui esantion depaseste limita superioara a cuantificarii, acesta
poate fi diluat cu 99 parti de diluant pentru esantioane Aptima (1:100), dupa cum
urmeaza:

i. Amplasati 30 pl de esantion in SAT sau intr-un tub secundar.
ii. Adaugati 2970 ul de diluant pentru esantioane Aptima.

iii. Acoperiti tubul cu un capac.

iv. Rasturnati usor de 5 ori pentru amestecare.

Esantioanele diluate 1:100 pot fi testate utilizadnd optiunea 1:100 pe sistemul
Panther (consultati Manualul de utilizare a sistemului Panther pentru mai multe
informatii). Software-ul va raporta automat rezultatul curat, prin aplicarea factorului
de dilutie. Aceste esantioane vor fi marcate ca esantioane diluate.

Nota: Pentru esantioanele diluate cu concentratii pure mai mari decat ULoQ,
rezultatele vor fi raportate utilizand notatia stiintifica.

F. Pregatirea sistemului

1. Configurati sistemul conform instructiunilor din Manualul de utilizare a sistemului
Panther si Note procedurale. Asigurati-va ca s-au utilizat stativele pentru reactivi de
dimensiuni corespunzatoare si adaptoarele TCR adecvate.

2. Incarcati probele in stativul pentru probe. Parcurgeti etapele urmatoare pentru fiecare
tub pentru probe (esantion si, daca este necesar, calibrator si substante de control):

a.

Desfaceti capacul unui tub pentru probe, dar inca nu il scoateti.

Nota: Aveli grija in special s& evitati contaminarea prin rdspéndirea aerosolilor.
Desfaceti usor capacele de pe probe.
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b. Tncarcati tubul pentru probe in stativul pentru probe.
c. Repetati etapele 2.a si 2.b pentru fiecare proba ramasa.

Dupa incarcarea probelor in stativul pentru probe, scoateti si aruncati capacul
fiecarui tub pentru probe dintr-un stativ pentru probe. Pentru a evita contaminarea,
nu treceti niciun capac pe deasupra altor stative pentru probe sau tuburi pentru
probe.

e. Daca este necesar, utilizati o pipeté de transfer de unica folosintd noua, pentru
eliminarea oricaror bule sau a spumei.

f. Dupa eliminarea ultimului capac, incarcati stativul pentru probe intr-un
compartiment de probe.

Nota: Daca executati simultan teste si tipuri de probe diferite, securizati dispozitivul
de fixare a probelor inainte de incarcarea stativului pentru probe intr-un
compartiment de probe.

g. Repetati etapele de la 2.a pana la 2.f pentru urmatorul stativ pentru probe.

Note procedurale

A. Calibrator si substante de control

1.

Calibratorul pozitiv qHCV, substanta de control slab pozitiva qHCV, substanta de
control puternic pozitiva gHCV si tuburile de substanta de control negativa gHCV pot
fi incarcate in orice pozitie din stativul pentru probe si in orice compartiment de
turbioprobe pe sistemul Panther. Pipetarea esantionului va incepe in momentul in
care este indeplinita una dintre cele doua conditii de mai jos:

a. Calibratorul si substantele de control sunt procesate in prezent de catre sistem.

b. Pe sistem sunt inregistrate rezultate valide pentru calibrator si substante de
control.

De indata ce tuburile pentru calibrator si tuburile pentru substanta de control au fost
pipetate si sunt in curs de procesare pentru un anumit kit de reactivi al testului
Aptima HCV Quant Dx, esantioanele pot fi testate cu kitul asociat si reconstituit timp
de maxim 24 de ore, cu exceptia cazului in care:

a. Rezultatul calibratorului sau rezultatele substantelor de control sunt nevalide.
b. Kitul asociat de reactivi ai testului este scos din sistem.
c. Kitul asociat de reactivi ai testului a depasit limitele de stabilitate.

Calibratorul si fiecare tub de substanta de control pot fi utilizate o singura data.
Incercarile de a folosi tubul de mai multe ori pot genera erori de procesare.

B. Pudrarea manusilor

Ca in orice sistem cu reactiv, pudra in exces de pe anumite manusi poate conduce la
contaminarea tuburilor deschise. Sunt recomandate manusile nepudrate.
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Controlul calitatii

O executie sau un rezultat al esantionului poate fi invalidat(a) de catre un operator daca sunt
observate si documentate dificultati de ordin tehnic, legate de operator sau instrument pe
parcursul efectuarii testului. In acest caz, esantioanele trebuie retestate.

Calibrarea testului

Pentru generarea unor rezultate valide, trebuie finalizata o calibrare a testului. Un singur
calibrator pozitiv este executat in triplicat, de fiecare data cand un kit de reactivi este
incarcat pe sistemul Panther. Odata stabilita, calibrarea este valabila pana la 24 de ore.
Software-ul sistemului Panther alerteaza operatorul atunci cand este necesara o calibrare.
Operatorul scaneaza un coeficient de calibrare gasit in fisa cu codurile de bare ale lotului
principal, furnizata cu fiecare kit de reactivi.

In timpul procesarii, criteriile de acceptare a calibratorului sunt verificate automat de software-ul
sistemului Panther. Daca sunt valabile mai putin de doua replicate ale calibratorului, software-ul
invalideaza automat executia. Probele din orice executie invalidata trebuie retestate folosind un
calibrator proaspat preparat si substante de control proaspat preparate.

Substante de control negative si pozitive

Pentru generarea unor rezultate valide, trebuie testat un set de substante de control ale
testului. Cate un replicat al substantei de control negative, al substantei de control slab
pozitive si al substantei de control puternic pozitive trebuie testate de fiecare data cand un
kit de reactivi este incarcat pe sistemul Panther. Odata stabilite, substantele de control sunt
valabile pana la 24 de ore. Software-ul sistemului Panther alerteaza operatorul atunci cand
sunt necesare substante de control.

In timpul procesarii, criteriile de acceptare a substantelor de control sunt verificate automat
de software-ul sistemului Panther. Pentru a genera rezultate valide, substanta de control
negativa trebuie sa obtind un rezultat ,Not Detected” (,Nedetectat”), iar substantele de
control pozitive trebuie sa obtina rezultate care sa se incadreze in parametrii predefiniti.
Daca oricare dintre substantele de control are un rezultat nevalid, software-ul invalideaza
automat executia. Probele din orice executie invalidata trebuie retestate folosind un calibrator
proaspat preparat si substante de control proaspat preparate.

Calibrator intern/Substanta de control interna

Fiecare proba contine un calibrator intern/o substant& de control interna (CI). Tn timpul
procesarii, criteriile de acceptare Cl sunt verificate automat de software-ul sistemului Panther.
Daca un rezultat Cl este nevalid, rezultatul probei este invalidat. Fiecare proba cu un rezultat
Cl nevalid trebuie retestata pentru a se obtine un rezultat valid.

Software-ul sistemului Panther este conceput pentru a verifica cu exactitate procesele, atunci
cand procedurile sunt efectuate in conformitate cu instructiunile din acest prospect si din
Manualul de utilizare a sistemului Panther.
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Interpretarea rezultatelor

Sistemul Panther determina automat concentratia de ARN HCV pentru esantioane si
substante de control, prin compararea rezultatelor cu o curba de calibrare. Concentratiile
de ARN HCV sunt raportate in Ul/ml si log,, Ul/ml. Interpretarea rezultatelor este oferita
in Tabel 1. Daca este utilizata dilutia 1:3 sau 1:100 pentru esantioanele diluate, sistemul
Panther calculeaza automat concentratia HCV pentru esantionul pur prin inmultirea
concentratiei diluate cu factorul de dilutie, iar probele diluate sunt marcate ca diluate.

Nota: Pentru esantioanele diluate, rezultatele enumerate ca ,Not Detected” (,Nedetectat’)
sau ,<10 detected” (,Detectat <10”) pot fi generate prin diluarea unui esantion cu o
concentratie mai mare, dar apropiatd de LoD sau de LLoQ (limita de detectie sau limita
inferioard de cuantificare). Se recomanda recoltarea si testarea unui alt esantion pur, dacéa
nu se obtine un rezultat cantitativ.

Sistemul Panther nu ofera un rezultat calitativ (adica ,Reactive” (,Reactiv’) sau ,Non-
reactive” (,Nereactiv’)) pentru utilizare in diagnosticare. Operatorul trebuie sa interpreteze
concentratia de ARN HCV raportata intr-un rezultat calitativ (Tabel 1). Esantioanele cu
rezultate enumerate ca ,Not Detected” (,Nedetectat”) nu sunt reactive pentru ARN-ul HCV.
Esantioanele cu rezultate enumerate ca ,<10 detected” (,Detectat <10”), cu rezultate
enumerate in intervalul liniar si >100.000.000 (limita superioara de cuantificare) indica faptul
ca a fost detectat ARN-ul HCV si ca aceste esantioane sunt reactive pentru ARN-ul HCV.

Tabel 1: Interpretarea rezultatelor.

Rezultatul raportat al testului Interpretarea calitativa
Aptima HCV Quant Dx . a diagnosticului
Interpretarea concentratiei de ARN HCV - .
; utilizatorului
Ul/ml Valoare log4¢®
Nedetectat Nedetectat ARN HCV nedetectat. Nereactiv pentru ARN HCV
Detectat < 10 <1,00 ARN-ul HCV este detectat, dar la un nivel Reactiv pentru ARN HCV

mai mic decat LLoQ

Concentratia de ARN HCV se incadreaza
in intervalul liniar cuprins intre 10 si Reactiv pentru ARN HCV
100.000.000 Ul/ml

dela10la de la 1,00 la
100.000.000 8,00

Concentratia de ARN HCV este mai mare

> 100.000.000 > 8,00 decat ULoQ

Reactiv pentru ARN HCV

A existat o eroare la generarea rezultatului.

Esantionul trebuie retestat Nevalid

Nevalid® Nevalid®

Poate fi facuta o interpretare a diagnosticului pe baza esantioanelor de ser sau de plasma care nu au fost diluate.
b < “ )

Valoarea este redusa la doua zecimale.
¢ Rezultatele nevalide sunt afisate cu font de culoare albastra.
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Limitari Aptima®

Criteriile de acceptare pentru fiecare dintre controalele testului Aptima HCV Quant sunt
prezentate in Tabelul 2.

Nota: Intervalul de recuperare enumerat mai jos se modifica in functie de valoarea
atribuita fiecarui lot specific. Consultati concentratia atribuita listatd pe fisa de coduri de
bare pentru controale furnizata cu fiecare cutie de controale.

Tabel 2: Criterii de acceptare pentru intervalul de recuperare pentru controalele testului Aptima HCV Quant Dx

Intervalul de recuperare pentru procesari

Componenta valide
Control negativ N/A
Control scazut pozitiv +/- 0,5 logq Ul/ml
Control ridicat pozitiv +/- 0,5 logq Ul/ml
Limitari

A. Utilizarea acestui test este limitata la personalul care a fost instruit cu privire la procedura.
Nerespectarea instructiunilor din acest prospect poate duce la rezultate eronate.

B. Rezultatele sigure depind de recoltarea, transportul, depozitarea si procesarea adecvate
ale esantioanelor.
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Performanta

Aptima®

Performanta

Limita de detectie (LoD) utilizdnd al doilea Standard international al OMS

Limita de detectie (LoD) a testului este definita ca fiind concentratia de ARN HCV care este
detectata la o probabilitate de minim 95%, in conformitate cu CLSI EP17-A2."

LoD a fost determinata prin testarea panelurilor din cadrul celui de-al doilea Standard
International al OMS pentru ARN-ul virusului hepatitei C (NIBSC 96/798 genotipul 1), diluate in
plasma si serul uman negative la HCV. Un minim de 36 de replicate din fiecare dilutie au fost
testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un numar minim de 108 de replicate per
dilutie. Analiza probit a fost efectuatd pentru a genera limitele de detectie previzionate. Valorile
LoD prezentate in Tabel 3 sunt rezultatele lotului de reactivi cu limita de detectie previzionata
maxima. LoD pentru testul Aptima HCV Quant Dx utilizadnd cel de-al doilea Standard International
al OMS este de 4,3 Ul/ml pentru plasma si de 3,9 Ul/ml pentru ser.

Tabel 3: Limita de detectie utilizdnd al doilea Standard international al OMS pentru HCV

Limita de detectie previzionata

Concentratie (Ul/ml)

Plasma Ser
10% 0,3 0,3
20% 0,4 0,5
30% 0,5 0,6
40% 0,7 0,8
50% 0,9 1,0
60% 1,1 1,2
70% 1,5 1,5
80% 2,0 2,0
90% 3,0 2,9
95% 4,3 3,9
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Aptima®

Limita de detectie la nivelul genotipurilor de HCV

LoD a fost determinata prin testarea dilutiilor de esantioane clinice pozitive la HCV pentru
genotipurile 1, 2, 3, 4, 5 si 6 din plasma si serul umane negative la HCV. Concentratiile au
fost determinate utilizand un test comparativ cu marcaj CE. Un minim de 20 de replicate din
fiecare membru al panelului au fost testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un
numar minim de 60 de replicate pe membru al panelului. A fost efectuata analiza probit
pentru a genera limitele de detectie previzionate 50% si 95%. Valorile LoD prezentate in
Tabel 4 sunt rezultatele lotului de reactivi cu limita de detectie previzionatd maxima.

Tabel 4: Limita de detectie la nivelul genotipurilor de HCV utilizdnd esantioane clinice

Limita de detectie

Concentratie (Ul/ml)

Genotip previzionata Plasma Ser
] 50% 0,8 1,3
95% 3,8 5,1

) 50% 1,0 1,1
95% 2,8 4,0

3 50% 1,1 1,0
95% 4,3 3.4

A 50% 1,3 0,7
95% 4,8 2,3

. 50% 0,8 0,9
95% 2,1 3.2

6 50% 0,6 0,9
95% 3,9 3,9
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Intervalul liniar

Intervalul liniar a fost stabilit prin testarea panelurilor de Armored RNA pentru HCV, diluate in
plasma si serul umane negative la HCV, in conformitate cu CLSI EP06-A.*° Panelurile s-au

incadrat intr-un interval de concentratii intre 1,0 log Ul/ml si 8,2 log Ul/ml. Testul Aptima HCV
Quant Dx a demonstrat liniaritatea in intervalul testat, cu o limita superioara de cuantificare
(ULoQ) de 8,0 log Ul/ml, asa cum se arata in Figura 6.

10.00
9.00
8.00
7.00
6.00

5.00

Plasma R2=0.9984
oSerum  R2=0.9985

4.00

3.00

2.00

Aptima HCV Quant Dx Assay (log IU/mL)

1.00

0.00
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Target Concentration (log IU/mL)
Figura 6. Liniaritatea in plasma si ser
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Liniaritatea la nivelul genotipurilor de HCV

Raspunsul liniar pentru genotipurile 1, 2, 3, 4, 5 si 6 a fost confirmat prin testarea panelurilor
de transcriptie HCV diluate in solutie tampon la concentratii cuprinse intre 1,36 log Ul/ml si
7,36 log Ul/ml. Testarea a fost efectuata pe trei sisteme Panther, utilizand trei loturi de
reactivi. Liniaritatea a fost demonstrata pe tot intervalul testat, pentru toate genotipurile
testate asa cum se arata in Figura 7.
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Figura 7. Liniaritatea la nivelul genotipurilor de HCV intre 1 si 6

Limita inferioara de cuantificare utilizdnd al doilea Standard international al OMS

Limita inferioara de cuantificare (LLoQ) este definité ca fiind cea mai mica concentratie la care
ARN-ul HCV este cuantificat in mod fiabil in cadrul unei erori totale, in conformitate cu CLSI
EP17-A2.” Eroarea totald a fost estimata prin doua metode: eroarea analitica totala (TAE) =
|abatere| + 2SD si eroarea totalad (TE) = SQRT(2) x 2SD. Pentru a asigura acuratetea si precizia
masuratorilor, eroarea totala a testului Aptima HCV Quant Dx a fost setata la 1 log Ul/ml (adica,
la LLoQ, diferenta dintre doua masuratori mai mare de 1 log Ul/ml este semnificativa din punct
de vedere statistic).
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LLoQ a fost determinata prin testarea panelurilor din cadrul celui de-al doilea Standard
International al OMS pentru ARN-ul virusului hepatitei C (NIBSC 96/798 genotipul 1), diluate in
plasma si serul uman negative la HCV. Un minim de 36 de replicate din fiecare dilutie au fost
testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un numar minim de 108 de replicate per
dilutie. Rezultatele obtinute din lotul de reactivi cu cea mai mare concentratie mai mare sau egala
cu LoD si care indeplinesc cerintele TE si TAE sunt prezentate in Tabel 5 pentru plasma si in
Tabel 6 pentru ser. LLoQ pentru cel de-al doilea Standard International al OMS este de 7 Ul/ml
(0,82 log Ul/ml) pentru plasma si de 9 Ul/ml (0,93 log Ul/ml) pentru ser, asa cum este sintetizat in
Tabel 7. LLoQ a fost stabilité la nivel de genotipuri (consultati sectiunea urmatoare, ,Determinarea
limitei inferioare de cuantificare (LLoQ) la nivelul genoctipurilor de HCV”). Aceste date privind
genotipurile stabilesc LLoQ globala pentru test ca fiind 10 Ul/ml.

Tabel 5: LLoQ utilizénd cel de-al doilea Standard International al OMS pentru HCV diluat in plasma

Concentratie =~ Aptima HCV

Lotde Concentratie tinta finta Quant Dx SD |Abatere| TE calculat TAE calculat
reactiv (Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
3 0,48 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65
1 6 0,78 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
8 0,90 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64
3 0,48 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75
2 6 0,78 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
8 0,90 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58
3 0,48 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52
3 6 0,78 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,90 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53

SD = deviatie standard

Tabel 6: LLoQ utilizénd cel de-al doilea Standard International al OMS pentru HCV diluat in ser

Concentratie Concentratie Aptima HCV

Lot d.e fints fints Quant Dx SD Abatere TE calculat TAE calculat
reactiv (Ul/miI) (log Ul/mlI) (log Ul/mlI) (log Ul/ml)  (log Ul/ml) (log Ul/mlI) (log Ul/mlI)
3 0,48 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 6 0,78 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
8 0,90 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
3 0,48 0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 6 0,78 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
8 0,90 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
3 0,48 0,47 0,39 -0,01 1,11 0,79
3 6 0,78 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
8 0,90 0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

SD = deviatie standard
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Tabel 7: Sinteza LLoQ utilizand al doilea Standard International al OMS pentru HCV

LLoQ plasma LLoQ ser
Lot de reactiv

(log Uliml)  (UUml)  (log Uiml)  (Uliml)

1 0,73 5 0,93 9
2 0,82 7 0,89 8
3 0,76 6 0,71 5

Determinarea limitei inferioare de cuantificare (LLoQ) la nivelul genotipurilor de HCV

LLoQ a fost determinata prin testarea dilutiilor de esantioane clinice pozitive la HCV pentru
genotipurile 1, 2, 3, 4, 5 si 6 din plasma si serul umane negative la HCV. Alocarea
concentratiei pentru esantioanele clinice a fost determinata utilizadnd un test comparativ cu
marcaj CE. Un minim de 36 de replicate din fiecare membru al panelului a fost testat cu fiecare
din cele trei loturi de reactivi pentru un numar minim de 108 de replicate per membru al
panelului. Rezultatele obtinute din lotul de reactivi cu cea mai mare concentratie mai mare sau
egala cu LoD si care indeplinesc cerintele TE si TAE sunt prezentate in Tabelul 7 pentru
plasma si in Tabelul 8 pentru ser. Limitele LLoQ pentru genotipurile intre 1 si 6 din plasma si
ser sunt sintetizate in Tabelul 9. Aceasta a stabilit LLoQ globala pentru test ca fiind 10 Ul/ml.

Tabel 8: Determinarea LLoQ la nivelul genotipurilor in plasméa

Concentratie Concentratie =~ Aptima HCV

Senotin finta tint Quant Dx SD Abatere TE calculat TAE calculat
(Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
3 0,48 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 6 0,78 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
8 0,90 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
3 0,48 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 4 0,60 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
6 0,78 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
6 0,78 0,52 0,30 -0,26 0,85 0,86
3 10 1,00 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
12 1,08 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
8 0,90 0,61 0,39 -0,29 1,11 1,07
4 10 1,00 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
12 1,08 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
3 0,48 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 6 0,78 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
10 1,00 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
2 0,30 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 3 0,48 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
6 0,78 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

SD = deviatie standard

Aptima HCV Quant Dx Assay 28 AW-13249-3101 Rev. 006



Aptima® Performanta
Tabel 9: Determinarea LLoQ la nivelul genotipurilor in ser
Concentratie  Concentraie  Aptima HCV SD Abatere TE calculat TAE calculat
Genotip tinta tinta Quant Dx
(Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
6 0,78 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,90 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
10 1,00 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,78 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
10 1,00 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
6 0,78 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 10 1,00 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
12 1,08 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
1 0,00 0,19 0,27 0,19 0,77 0,73
4 2 0,30 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
3 0,48 0,65 0,34 0,17 0,96 0,85
3 0,46 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 6 0,76 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
9 0,94 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
3 0,48 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 6 0,78 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
10 1,00 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70
SD = deviatie standard
Tabel 10: Sinteza LLoQ la nivelul genotipurilor in plasmé si ser
Genotip HCV LLoQ plasma LLoQ ser
(log Ul/ml) (UlimI) (log Ul/ml) (Ul/ml)
1 0,88 8 0,88 8
2 0,76 6 0,80 6
3 0,80 6 0,67 5
4 0,82 7 0,65 4
5 0,87 7 0,72 5
6 0,79 6 0,99 10
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Precizie

Pentru evaluarea preciziei, a fost realizat un panel cu 10 membri prin diluarea esantioanelor
clinice pozitive la HCV sau prin imbogatirea Armored RNA in plasma si serul negative la
HCV. Panelul a fost testat de trei operatori, utilizand trei loturi de reactivi pe trei sisteme
Panther, in decurs de 21 de zile.

Tabel 11 indica precizia rezultatelor testului (exprimata in Ul/ml) Tntre instrumente, intre
operatori, intre loturi, intre executii, in cadrul executiilor si Tn total. Variabilitatea totala a fost
de < 13,31% la nivelul tuturor membrilor panelului, in principal datorita variabilitatii din cadrul
executiei (adica datorita erorii aleatorii).

Tabel 11: Precizia testului Aptima HCV Quant Dx

Concentratie Intre instrumente  Intre operatori intre loturi intre executii Intra-executie Total
Matrice N medie
(log Ul/ml) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%) SD CV (%)
Plasma gg® 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 3,35 0,06 4,54 0,12 9,84 0,14 11,34
Plasma 162 2,06 0,05 2,23 0,00 0,00 0,07 3,20 0,03 1,47 0,10 4,91 0,14 6,88
Plasma 162 3,02 0,03 0,89 0,01 0,24 0,04 1,47 0,01 0,33 0,09 3,08 0,11 3,77
Plasma 162 4,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,60 0,04 0,86 0,06 1,13 0,10 2,04
Plasma 162 7,16 0,02 0,21 0,01 0,20 0,04 0,52 0,00 0,00 0,05 0,75 0,09 1,27
Ser 132° 1,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 5,16 0,00 0,00 0,15 1217 0,17 13,31
Ser 162 217 0,02 0,99 0,04 1,71 0,07 3,01 0,05 2,15 0,08 3,53 0,12 5,61
Ser 162 3,09 0,02 0,67 0,00 0,00 0,06 1,79 0,03 0,90 0,07 2,26 0,11 3,44
Ser 161 4,86 0,00 0,00 0,04 0,78 0,08 1,67 0,00 0,00 0,08 1,72 0,13 2,65
Ser 162 7,16 0,00 0,00 0,05 0,70 0,05 0,73 0,02 0,31 0,04 0,55 0,10 1,35

CV = coeficient de variatie, SD = deviatie standard

@ Numarul de rezultate valide care se incadreaza in intervalul liniar al testului.

Nota: Variabilitatea provenita de la unii factori poate fi negativa numeric, lucru care se poate intampla daca variabilitatea generata
de factorii respectivi este foarte mica. Cand se intampla acest lucru, SD si CV sunt afisate ca 0.
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Substante cu potential de interferenta

A fost evaluata sensibilitatea testului Aptima HCV Quant Dx la interferenta generata de
nivelurile ridicate de substante endogene sau de medicamentele prescrise frecvent la indivizii
infectati cu HCV. Au fost testate probele de plasma negative la HCV si probele imbogatite cu

HCV la o concentratie de 3,3 log Ul/ml a ARN-ului HCV.

Nu s-a observat nicio interferenta in performanta testului in prezenta albuminei (90 mg/ml),
a hemoglobinei (5 mg/ml), a trigliceridelor (30 mg/ml) sau a bilirubinei neconjugate

(0,2 mg/ml).

Esantioanele clinice de plasma de la pacientii cu niveluri ridicate de substante definite sau
de la pacientii cu afectiunile enumerate in Tabel 12 au fost testate cu testul Aptima HCV

Quant Dx. Nu s-a observat nicio interferentd in performanta testului.

Tabel 12: Tipuri de esantioane clinice testate

Tipuri de esantioane clinice

1 Factor reumatoid (RF)

2 Anticorp antinuclear (ANA)

3 Anticorpul Anti-Jo-1 (JO-1)

4 Lupus eritematos sistemic (LES)

5 Artrita reumatoida (AR)

6 Scleroza multipla (MS)

7 Hiperglobulinemie

8 Alanin aminotransferaza (ALT) crescuta
9 Aspartataminotransferaza (AST) crescuta
10 Ciroza alcoolica (AC)

1 Mielom multiplu (MM)

12 Lipemic (lipide crescute)

13 Icteric (bilirubina crescuta)

14 Hemolizat (hemoglobina crescuta)

15 Albumina proteica crescuta

16 Anticorpi pentru HBV

17 Anticorpi pentru HIV-1

18 Anticorpi pentru HIV-2
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Nu s-a observat nicio interferentd in performanta testului in prezenta substantelor exogene
enumerate in Tabel 13 la concentratii de cel putin de trei ori mai mari decét
Cinax (plasma umana).

Tabel 13: Substante exogene

Grup de substante Substante exogene testate
exogene

1 Telaprevir, claritromicing, interferon alfa-2a, dolutegravir, azitromicina
2 Simeprevir, sofosbuvir
3 Efavirenz, boceprevir, interferon alfa-2b pegilat, emtricitabina, raltegravir, amoxicilina
4 Abacavir sulfat, ribavirina, dasabuvir, rilpivirina, rifampin/rifampicina
5 Lopinavir, tenofovir, lamivudina, valganciclovir
6 Heparina, EDTA, citrat de sodiu

Specificitate

Specificitatea a fost determinata utilizand 198 de esantioane proaspete si 538 de esantioane
clinice negative la HCV congelate. A fost testat un total de 370 de esantioane de plasma si
366 de esantioane de ser. Specificitatea a fost calculata ca procentaj al probelor negative la
HCV cu rezultatele ,Not Detected” (,Nedetectat’). ARN-ul HCV nu a fost detectat in toate
cele 736 de probe. Specificitatea a fost de 100% (736/736, 95% Ii: 99,6 -100%).

Tabel 14: Specificitatea in esantioanele clinice din plasma si din ser

Plasma Plasma Plasma Proaspat Ser

proaspata congelata Total Ser Ser congelat Total Combinat
Replicate valide (n) 100 270 370 98 268 366 736
Nedetectat 100 270 370 98 268 366 736
100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Specificitate (95% Ii)

(97,1-100)  (98,9-100)  (99,2-100)  (97,0-100)  (98,9-100)  (99,2-100)  (99,6-100)

Il = interval de incredere
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Specificitate analitica

Potentiala reactivitate incrucisata la agentii patogeni enumerati in Tabel 15 a fost evaluata in
plasma umana negativa la HCV in prezenta sau absenta a 3,3 log Ul/ml de HCV. Nu s-a
observat reactivitate Tncrucisata. Nu a fost observata nicio interferentd in prezenta agentilor

patogeni.

Tabel 15: Agenti patogeni testati pentru specificitatea analitica

Agent patogen Concentratie Agent patogen Concentratie
Virusul hepatitei A 100.000 copii/ml Corynebacterium diphtheriae 1.000.000 UFC/mlf
Virusul hepatitei B (HBV) 100.000 ul/mli® Streptococcus pneumoniae 1.000.000 UFC/ml
Virusul hepatitei G 1.470 UFP/mI® Staphylococcus aureus 1.000.000 UFC/ml
HIV-1 100.000 copii/ml Propionibacterium acnes 1.000.000 UFC/ml
HIV-2 100.000 UFP/mI Staphylococcus epidermidis 1.000.000 UFC/ml
Virusul Herpes simplex de tip 1 (HSV-1) 100.000 UFP/ml Candida albicans 1.000.000 UFC/ml
Virusul Herpes simplex de tip 2 (HSV-2) 100.000 UFP/mi Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 UFC/ml
Virusul herpetic uman tip 6B 100.000 copii/ml Chlamydia trachomatis 1.000.000 UFI/ml°
Virusul herpetic uman tip 8 2.667 TCID50 U/mI°  Trichomonas vaginalis 1.000.000 celule/ml
Vi oo uman
Ul/ml = unitati internationale per ml
Virugul T-_Iimfotropic uman 100.000 pv/ml PUFP/mI = unitati formatoare de placa per mi
virus tip 2 (HTLV"2) °TCID50 U/ml = unitati cultura tisulara doz infectioas& per ml
Parvovirus B19 100.000 Ul/mi “pv/ml = particule virale per ml
Virusul West Nile 100.000 UFP/ml °DL/ml = doz3 letal per ml
Virusul dengue tip 1 100.000 UFP/ml 'UFC/mI = unitati formatoare de colonii per ml
Virusul dengue tip 2 100.000 UFP/mI 9UFI/ml = unitati formatoare de incluziuni per ml
Virusul dengue tip 3 100.000 UFP/mI
Virusul dengue tip 4 100.000 UFP/mI
Citomegalovirus 100.000 UFP/ml
Virusul Epstein-Barr 100.000 copii/ml
Virusul rubeolic 100.000 UFP/ml
Papilomavirus uman 100.000 celule/ml
Adenovirus de tip 5 100.000 TCID50 U/ml
Virusul gripei tip A 100.000 TCID50 U/ml
Virusul encefalitei japoneze NA NA
Virusul encefalitei St. Louis NA NA
Virusul encefalitei Murray Valley 2.643 DL/ml®
Virusul febrei galbene 100.000 celule/ml
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Probe clinice continand virusuri diferite de HCV

Agentii patogeni enumerati in Tabel 16 au fost evaluati prin obtinerea esantioanelor clinice
individuale, infectate in mod natural. Acestea au fost testate in prezenta sau in absenta a 3,3 log
Ul/ml de ARN HCV. Nu s-a observat reactivitate incrucisata. Nu s-a observat nicio interferenta.

Tabel 16: Probe clinice testate pentru specificitatea analitica

Microorganism Matrice N (donatori)
HBV ser 5
HBV plasma 5
Virusul dengue plasma 10
Virusul hepatitei A plasma 10
HTLV-1 plasma 10
HTLV-2 plasma 10
HIV-1 plasma 10
Virusul West Nile plasma 10

Repetabilitatea esantioanelor clinice

Repetabilitatea a fost evaluata prin testarea a trei replicate ale esantioanelor clinice de
plasma si ser pozitive la HCV infectate natural. Concentratia medie si devierea standard
pentru probele de plasma si de ser testate sunt prezentate in Tabele 17 si in 18.

Tabel 17: Repetabilitatea esantioanelor clinice de plasmé Tabel 18: Repetabilitatea esantioanelor clinice de ser

—~ -
Concentratie Concentratie medie

ID esantion de plasma medie SD ID esantion de ser (log Uliml) SD
(log Ul/ml)
1 1,68 0,05 1 1,67 0,07
2 1,69 0,17 2 1,74 0,10
3 1,73 0,06 3 1,86 0,15
4 1,73 0,06 4 1,67 0,07
5 1,84 0,05 5 2,00 0,07
6 2,30 0,10 6 2,51 0,08
7 2,71 0,09 7 3,12 0,23
8 2,80 0,06 8 3,29 0,02
9 3,22 0,04 9 3,70 0,18
10 3,80 0,05 10 3,99° 0,13
11 4,12 0,08 1 4,35 0,05
12 4,21 0,11 12 5,48 0,12
13 4,90 0,14 13 5,74 0,07
14 6,94 0,11 14 5,80 0,13
15 7,05 0,04 15 7,15 0,10

°Rezultat obtinut pentru doua din trei replicate testate.
Un replicat cu deviatie extrema a fost eliminat.
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Diluarea probelor utilizdnd diluantul pentru esantioane

Pentru a evalua recuperarea ARN-ului HCV in probele diluate cu diluant pentru esantioane
Aptima, probele de plasma si de ser care au acoperit intervalul liniar au fost diluate 1:3 cu diluant
pentru esantioane Aptima. in plus, esantioanele clinice infectate natural, cu titru mare, si probele
imbogatite cu Armored RNA cu concentratii peste ULoQ au fost diluate 1:100 cu diluant pentru
esantioane Aptima. Fiecare proba a fost testata in stare pura si diluata (1:3 sau 1:100) in triplicat.
Diferentele dintre concentratia medie raportata (factorul de dilutie aplicat la rezultatul probei
diluate) si concentratia medie pura sunt prezentate in Tabel 19 pentru plasma si in Tabel 20
pentru ser. Concentratiile probelor au fost recuperate cu precizie in probele diluate.

Tabel 19: Diluarea probelor cu diluant pentru esantioane Aptima — plasma

Concentratie Concentratie
Dilutie medie pura medie raportata® Diferenta
(log Ul/ml) (log Ul/ml)
1,68 1,89 -0,21
1,69 1,69 0,00
1,73 2,11 -0,38
1,73 1,78 -0,05
1,84 1,80 0,04
2,30 2,23 0,07
2,71 2,76 -0,05
1:3 2,80 2,76 0,04
3,22 3,28 -0,06
3,80 3,71 0,09
4,12 4,06 0,06
4,21 4,07 0,14
4,90 4,68 0,22
6,94 6,72 0,22
7,05 6,91 0,14
14100 7,05 6,59 0,46
> 8,00 (8,45)° 8,38 0,07

®Concentratia raportata este valoarea calculata dupé aplicarea factorului de dilutie.
*Esantion imbogatit.

Nota: Toate rezultatele > 8,00 log Ul/ml au fost estimate utilizand analiza suplimentara.
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Tabel 20: Diluarea probelor cu diluant pentru esantioane Aptima — ser

Factor de dilutie Concentratie Concentratie medie Diferenta
medie pura raportata®
(log Ul/ml) (log Ul/ml)

1,67 1,85 -0,18

1,74 1,72 0,02

1,86 1,66 0,20

1,67 1,85 -0,18

2,00 1,91 0,09

2,51 2,37 0,14

3,12 3,01 0,11

1:3 3,29 3,35 -0,06
3,70 3,53 0,17

3,99° 3,87 0,12

4,35 4,30 0,05

5,48 5,25 0,23

5,74 5,62 0,12

5,80 5,50 0,30

7,15 6,86 0,29

7,15 6,65 0,50

1:100

> 8,00 (8,44) 8,46 -0,02

®Concentratia raportata este valoarea calculatd dupa aplicarea factorului de dilutie.
*Esantion Tmbogatit.
°Rezultat obtinut pentru doua din trei replicate testate. Un replicat cu deviatie extrema a fost eliminat.

Nota: Toate rezultatele > 8,00 log Ul/ml au fost estimate utilizand analiza suplimentara.
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Corelatia metodelor

Performanta testului Aptima HCV Quant Dx a fost evaluata pe baza unui test comparativ cu
marcaj CE prin testarea esantioanelor clinice nediluate de la pacientii infectati cu HCV pe trei
sisteme Panther folosind patru loturi de reactivi. Un total de 1058 probe de plasma si de ser
(872 plasma, 186 ser) la nivelul tuturor genotipurilor de HCV din intervalul liniar comun
pentru ambele teste a fost utilizat pentru regresia liniara, dupa cum se arata in Figura 8.
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Figura 8. Corelatia dintre testul Aptima HCV Quant Dx si testul comparativ
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Acordul diagnosticului

Pentru a evalua acordul diagnosticului, s-au testat 227 de esantioane de plasma si de ser de la
indivizii pozitivi la HCV, utilizand testul Aptima HCV Quant Dx si un test calitativ comparativ cu
marcaj CE. Orice rezultat care obtine un rezultat cuantificabil sau detectabil a fost clasificat drept
,Detected” (,Detectat”). Orice rezultat al tintei care nu a fost detectat a fost clasificat drept , Target
Not Detected” (,Tintd nedetectatd”). Acordul diagnosticului intre teste a fost de 100%, asa cum se
arata in Tabel 21.

Tabel 21: Acordul diagnosticului intre testul Aptima HCV Quant Dx si testul comparativ

Test Aptima HCV Quant Dx

Detected Target Not Detected
(Detectat) (Tinta nedetectata)
Detected (Detectat) 99 0
Test comparativ Target Not Detected 0 128

(Tinta nedetectata)

Transferul

Pentru a stabili daca sistemul Panther minimizeaza riscul rezultatelor fals pozitive provenite din
contaminarea la transfer, a fost efectuat un studiu folosind paneluri imbogatite pe trei sisteme
Panther. Transferul a fost evaluat utilizdnd probe de plasma imbogatite cu Armored RNA, cu

titru mare (7 log Ul/ml) intercalate intre probele negative la HCV, intr-un tipar de tabla de sah.
Testarea a fost efectuata in mai mult de cincisprezece executii. Rata globala de transfer a fost
de 0,14% (1/704).
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Panelul de seroconversie

Au fost testate 11 seturi de paneluri de seroconversie HCV, in total 72 de probe. Rezultatele
testului Aptima HCV Quant Dx au fost comparate cu rezultatele testarii pentru anticorpi anti-
HCV. Numarul de zile pana la primul rezultat reactiv este mentionat in Tabel 22. Testul
Aptima HCV Quant Dx a detectat prezenta HCV in medie cu 20 de zile mai devreme decéat
testarile pentru anticorpi.

Tabel 22: Sinteza datelor privind panelul de seroconversie

Diferenta in zile péna la
primul rezultat reactiv (in

Numar de membri reactivi ai panelului Zile pana la primul rezultat reactiv functie de data recoltérii

Numar de sangelui)
ID panel membri
P testati ai Zile Zile
panelului Aptima HCV Tes.tare1_ Tes_tare2. Aptima HCV Tes.tare1_ Tes_tare2. anter!o.a_re anterjo_'c.zre
Quant Dx anticorpi  anticorpi Quant Dx anticorpi anticorpi testarii1 testarii2
anti-HCV  anti-HCV anti-HCV anti-HCV anticorpi anticorpi
anti-HCV anti-HCV
PHV911 4 4 3 3 32 14 14 11 11
PHV913 4 4 0 2 9° 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0° 13 16 13 16
PH921 11 11 9 7 0 7 18 7 18
PH923 6 6 2 2 0 21 21 21 21
PH924 6 6 3 3 0 59 59 59 59
PH925 5 5 1 1 0 27 27 27 27
PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6229 8 8 4 3 0 17 20 17 20
Total 72 66 35 32 Medie 19,36 20,73
Mediana 14 18

Testarea1 pentru anticorpi anti-HCV a fost finalizata cu testul Abbot Prism HCV

Testarea2 pentru anticorpi anti-HCV a fost finalizata cu testul Ortho Enhanced SAVE, cu urmatoarele exceptii:

Panelurile 6227 si 6229, care au fost testate cu testul Ortho ELISA Anti-HCV 3.0

*Prima recoltare de sange nu a fost testata, din cauza indisponibilitatii probei de la furnizor.

*Toate recoltarile de sange din acest panel au fost nereactive pentru anticorpi anti-HCV. Ultima zi de recoltare a sangelui a fost
utilizata ca ,Zile pana la primul rezultat reactiv”.

°A doua recoltare de sange nu a fost testata, din cauza indisponibilitatii probei de la furnizor.
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