PQDx 0450-027-00 WHO PQ Public Report October 2025, version 6.0

WHO Prequalification of In Vitro Diagnostics
PUBLIC REPORT

Product: Abbott RealTime HCV
WHO reference number: PQDx 0450-027-00

Abbott RealTime HCV with product codes 4J86-90, 4J86-80, 4)86-70, and 04J86-101,

manufactured by Abbott Molecular Inc, CE-Marked regulatory version, was accepted for
the WHO list of prequalified in vitro diagnostics and was listed on 10 December 2019.

Summary of WHO prequalification assessment for the Abbott RealTime HCV

Date Outcome
Prequalification listing 10 December 2019 listed
Dossier review N/A N/A
Site inspection(s) of quality 28 October 2024 MR
management system
Product performance Quarter (Q) 3 and Q4 of 2019 MR
evaluation

MR: Meet Requirements
N/A: Not Applicable

Report amendments and/or product changes

This public report has since been amended. Amendments may have arisen because of
changes to the prequalified product for which the WHO has been notified and has
undertaken a review. Amendments to the report are summarised in the following table, and
details of each amendment are provided below.

Version | Summary of amendment Date of report
amendment
2.0 The manufacturer has submitted a change request to extend the claim | 16 September

of the Abbott RealTime HCV assay (4J86) to include quantification of | 2020.
hepatitis C viral RNA (HCV RNA) in whole blood spotted on cards

as dried blood spots (DBS) (i.e. obtained via venipuncture or capillary
blood) from HCV-infected individuals.

3.0 Updated Abbott’s European Authorized Representative (EC Rep) legal 1 November
entity name from Abbott GmbH & Co. KG to Abbott GmbH. Labelling 2021.

! product code 04J86-10 was added to allow for the use of dried blood spot (DBS)
specimens in addition to plasma specimens.
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changes to comply with the labelling requirements for products
registered under IVDR.

4.0 The addition of the DBS list number (04J86-10) was omitted in version | 9 August 2024.
3 of the public report.

5.0 Closure of IFU-related post-prequalification commitment, which was 16 September
included in the product dossier assessment section of this public 2024.
report.

6.0 Administrative changes to the labelling to meet the requirements of 27 October
the new IVDR 2017/746/EU. 2025

Intended use:

According to the claim of intended use from Abbott Molecular Inc, “Abbott RealTime HCV
assay is an in vitro reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) assay for the
quantitation of hepatitis C viral ribonucleic acid (HCV RNA) in human serum, plasma and
whole blood spotted on cards as dried blood spots (DBS) (ie, obtained via venipuncture or
capillary blood) from HCV-infected individuals. The Abbott RealTime HCV assay is intended
for use as an aid in the management of HCV-infected patients undergoing antiviral therapy.
The Abbott RealTime HCV assay is not for screening blood, plasma, serum or tissue donors
for HCV, or to be used as a diagnostic test to confirm the presence of HCV infection.

The intended users for the Abbott RealTime HIV-1 assay are laboratory and healthcare
professionals.”

Assay description:

According to the claim of assay description from Abbott Molecular Inc, “Abbott RealTime
HCV assay consists of 3 reagent kits:

* Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

» Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

The Abbott RealTime HCV assay uses RT-PCR to generate amplified product from the RNA
genome of HCV in clinical specimens. An RNA sequence that is unrelated to the HCV target
sequence is introduced into each specimen at the beginning of sample preparation. This
unrelated RNA sequence is simultaneously amplified by RT-PCR and serves as an internal
control (IC) to demonstrate that the process has proceeded correctly for each sample. The
amount of HCV target sequence that is present at each amplification cycle is measured
through the use of fluorescent-labeled oligonucleotide probes on the Abbott m2000rt
instrument. The probes do not generate signal unless they are specifically bound to the
amplified product. The amplification cycle at which fluorescent signal is detected by the
Abbott m2000rt is proportional to the log of the HCV RNA concentration present in the
original sample”.
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Component

Number of tests and product code

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

96 tests
(product code 4J86-90)

Abbott RealTime HCV Internal Control

4 vials x 1.2mL (4J86Y)

Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Pack

4 packs X 24 tests/pack (4)86)

Abbott RealTime HCV Control Kit

product code 4)86-80

Abbott RealTime HCV Negative Control

8 vials x 1.8mL/ vial (4J862)

Abbott RealTime HCV Low Positive Control

8 vials x 1.3ml/vial (4J86W)

Abbott RealTime HCV High Positive Control

8 vials x 1.3mL/vial (4)86X)

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Product code 4J86-70

Abbott RealTime HCV Calibrator A

12 vials x 1.3 mL/vial (4J86A)

Abbott RealTime HCV Calibrator B

12 vials x 1.3 mL/vial (4J86B)

Abbott RealTime HCV Amplification kit for DBS

Product code 4J86-10

Abbott RealTime HCV Supplement for Dried Blood
Spot (DBS)

Supplement

Items required but not provided:

Component Product code and description
Sample preparation area

Abbott m2000sp instrument 9K14-02

Abbott m1000sp instrument 4)72-01

Abbott m24sp instrument 3N06-01

Application CD-ROM

Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined

1L69-07 or higher

Abbott m2000sp software with version 6.0 or higher

50-148400 or higher

5 mL Reaction Vessels

General Lab material

Abbott ,Sample Preparation System

04J70-24

Calibrated precision pipettes

20 puL to 1 000 pL

Aerosol barrier pipette tips

20 pL to 1 000pL

13 to 16 mm sample tubes

13 to 16 mm sample tubes
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200 pL disposable tips

04J71-17

1000 puL disposable tips

04J71-17

Vortex mixer

General lab equipment

Abbott Optical Adhesive Covers

04J71-75

Abbott Adhesive Cover Applicator 9K32-01
Abbott Splash-Free Support Base 09K31-01
200 mL Reagent Vessels 4)71-60
Master Mix Tube 04J71-80
Abbott 96-Deep-Well Plate 04J71-30
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate 04J71-70

Centrifuge capable of 2000g

General lab equipment

1.4 mL Micro Vial 15 mm Caps (optional)

3N20-01

Sample preparation area for DBS

Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit 09N02-001
m2000 System 13mm DBS-PoST Set 09N03-001
Amplification area

Abbott m2000rt 9K15-01

Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined
Application CD-ROM

1L69-07 or higher

Abbott m2000rt Optical Calibration Kit

List No. 4J71-93

Amplification area for DBS

Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined
Application CD-ROM

01L69-040 or higher

Other Materials

Biological safety cabinet approved for working with
infectious materials

General lab equipment

Sealable plastic bags

General lab material

RNase-free water (Eppendorf or equivalent) *

General lab material

1.7 mL molecular biology grade microcentrifuge tubes
(Dot Scientific, Inc. or equivalent) t

Cotton Tip Applicators (Puritan or equivalent) T

General lab material

Other Materials for DBS

Sealable bag for DBS card

General lab material

Desiccant pack for DBS card

General lab material

Ahlstrom-Munktell TFN paper card and/or Whatman
903

General lab material
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TNOTE: These 3 items are used in the procedure for Monitoring the Laboratory for the
Presence of Contamination. Refer to the QUALITY CONTROL PROCEDURES section of this
package insert.

Storage:

e The Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Pack and Internal Control
vials(4J86-90) must be stored at — 10°C or colder when not in use. Care must be taken
to separate the Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Pack that is in use from
direct contact with samples, calibrators, and controls.

e The Abbott RealTime HCV Negative and Positive Controls (4J86-80) must be stored
at —10°C or colder.

e The Abbott RealTime HCV Calibrator A and Calibrator B (4J86-70) must be stored at
—10°C or colder.

Shipping:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit: Ship on dry ice.
e Abbott RealTime HCV Control Kit: Ship on dry ice.
e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit: Ship on dry ice.

Shelf-life upon manufacture:

18 months.

Warnings/limitations:

Refer to the current instructions for use.
Prioritization for prequalification

Based on the established eligibility criteria, Abbott RealTime HCV was given priority for WHO
prequalification assessment.

Product dossier assessment

In accordance with the WHO procedure for abridged prequalification assessment, Abbott
Molecular Inc. was not required to submit a product dossier for the Abbott RealTime HCV
as per the “Instructions for compilation of a product dossier” (PQDx_018 version 3).
Notwithstanding, certain aspects of the product dossier previously submitted for stringent
regulatory review were reviewed by an assessor during the site inspection. Based on the
product dossier screening and assessment findings, a recommendation was made to accept
the product dossier for the Abbott RealTime HCV for prequalification.
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Manufacturing site inspection

At the time of considering the product application for Prequalification, the Manufacturer of
the product had a well-established quality management system and manufacturing
practices in place that would support the manufacture of a product of consistent quality.
Routine inspections of the Manufacturing site will be conducted with copies of the WHO
Public Inspection Report (WHOPIR) published on the WHO Prequalification web page as per
Resolution WHA57.14 of the World Health Assembly. Note that a WHOPIR reflects the
information on the most current assessment performed at a manufacturing site for in vitro
diagnostic products and summarises the assessment findings.

https://extranet.who.int/pgweb/vitro-diagnostics/who-public-inspection-reports

All published WHOPIRs are with the agreement of the manufacturer. Based on the site
inspection and corrective action plan review, the quality management system for the Abbott
RealTime HCV meets WHO prequalification requirements.

Product performance evaluation

The Abbott RealTime HCV assay is an in vitro reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR) assay for the quantitation of hepatitis C viral ribonucleic acid (HCV RNA)
in human serum and EDTA/ACD plasma from HCV-infected individuals. The Abbott RealTime
HCV assay is intended for use as an aid in the management of HCV-infected patients
undergoing antiviral therapy. A volume of 0.2 mL or 0.5 mL of specimen is used to perform
the assay (however, at least 0.7 — 1.3 mL of specimen should be available for use with the
m1000 and m2000sp systems). This type of assay requires laboratory equipment and cannot
be performed in laboratories with limited facilities.

The Abbott RealTime HCV assay was evaluated at the National Serology Reference
Laboratory (NRL), Melbourne, Australia, on behalf of WHO in Q3 and Q4 2019. From this
evaluation, we drew the following conclusions.

Analytical evaluation

The precision (intra- and inter-assay) of measurement was found to be acceptable. At 102
IU/mL, CV% were <8% and at 10* IU/mL, CV% were < 3%.

The limit of detection of the assay was estimated at 31 IU/mL (95% Cl: 11-52 IU/mL), which
is consistent with the claim (30 IU/mL with the 0.2 mL sample preparation procedure).

There was no cross-contamination when high positive and negative specimens were ran
together.
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All 6 HCV genotypes included in the 4th HCV RNA Genotype Panel for Nucleic Acid
Amplification (NIBSC reference: 14/209) and in the NRL HCV Mixed Genotype Panel were
detected by the assay.

Clinical evaluation

In this limited performance evaluation on a panel of 197 ACD plasma specimens, using a
sample volume of 0.2 mL, we found a bias of -0.05 logio IU/ mL (limits of agreement: -0.42 to
0.32 logio IU/mL) compared to the reference results using the cobas HCV quantitative nucleic
acid test with cobas 6800 System (Roche Diagnostics GmbH). The sensitivity (N=99) was 100%
(95% Cl: 96.3% — 100%) and specificity (N=98) was 100% (95% Cl: 96.2% - 100%) compared
to the reference results.

In this study, the invalid rate was 0%.
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Labelling
1. Labels
2. Instructions for use
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1. Labels

1.1 Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit box label (4)86-90)
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Amplification Reagent Kit

(4x24 Tests)

(en) For In Vitro Diagnostic Use. The Abbott RealTime HCV assay is an in vitro reverse transcription-polymerase

chain reaction (RT-PCR) assay for the quantitation of hepatitis C viral ribonucleic acid (HCV RNA) in human serum

and plasma from HCV-infected individuals. The Abbott RealTime HCV assay is intended for use as an aid in the
management of HCV-infected patients undergoing antiviral therapy. The Abbott RealTime HCV assay is not for

screening blood, plasma, serum o tissue donors for HCV, or to be used as a diagnostic test to confirm the presence

of HCV infection.
Contents:
1. Abbott RealTime HCV Internal Control (4 vials, 1.2 mL per vial).

<0.01% noninfectious Armored RNA® with internal control sequences in negative human plasma. Negative

human plasma tested and found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA,
anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin® 300 and 0.15% ProClin 950.

2. Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Pack (4 packs, 24 tests/

pack). Each Reagent Pack contains:

« 1Bottle (0.141 mL) Thermostable rTth Polymerase Enzyme (2.9 to 3.5 Units/puL) in buffered solution.
« 1Bottle (1.10 mL) HCV Oligonucleotide Reagent. <0.1% synthetic oligonucleotides (4 primers and

2 probes), and <0.3% dNTPs in a buffered solution with a reference dye. Preservatives: 0.1%
ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

«  1Bottle (0.40 mL) Activation Reagent. 30 mM manganese chloride solution. Preservatives:
0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

ProClin is a registered trademark of Rohm and Haas.
Armored RNA is a registered trademark of Ambion.
Abbott RealTime is a trademark of Abbott.

(en) CAUTION: Handle human sourced materials as potentially infectious. Consult
instructions for use. / (de) ACHTUNG Humanmaterial gilt als potentiell infektios und
muss mit der sicht werden.

beachten. / (fr) ATTENTION : Manlpuler les produits d'origine humaine comme s'ils
étaient potentiellement infectieux. Consulter les instructions d'utilisation. /

(es) ATENCION: maneje los productos de origen humano como potencialmente
infecciosos. Consulte las instrucciones de uso. / (it) ATTENZIONE: Trattare i materiali di
origine umana come potenzialmente infettivi. Consultare le istruzioni per 'uso. /

(pt) ATENGAO: manusear os materiais de origem humana como potencialmente
infeciosos. Consultar as instrucdes de utilizagao.

Abbott RealTime
HCV

4J86-90

H317
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Amplification Reagent Kit

(4x24 Tests)

(pt) Para utizagao em diagnostico i vitro. O ensaio Abbott RealTime HCV ¢ um ensaio, para utiizagdo in vitr, de transcriptase reversa associada 4 reagdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) para a quantiicagao do cido ribonucleico viral da hepatite C (ARN do HCV) em soro e plasma humanos de individuos infetados pelo HCV. O ensaio Abbott RealTinre HCV
destina-se a ser utiizado como meio auxiiar no tratamento de doentes infetados pelo HCV a receber terapéutica antiviral. O ensaio Abbott RealTime HCV ndo se destina a ser utizado
para o rasteio do HCV em amostras de sangue, plasma, soro ou tecido de dadores, nem como teste de diagndstico confirmatorio da presenca de infegdo pelo HCV.
Conteddo
INTERNAL CONTROL. Abbott RealTime HCV Internal Control (4 frascos, 1,2 mi por frasco). <0,01% de Amored RNA” no infecioso com sequéncias de
Gontrolo interno em plasma humano negativo. Plasma humano negativo testado e considerado nao reativo para HBsAg, ADN do HBY, ARN do HCV, ARN do HIV,
anticorpos anti-HIV-1/HIV-2 e anti-HCV. Conservantes: ProCin® 300 a 0,1% e ProClin 950 a 0,15%.
2 Abbott RealTime HCV Ampliication Reagent Pack (4 embalagens, 24 testes/embalagem). Cada embalagem de reagentes
contém:
« 1frasco (0,141 mi) de enzima rTth da polimerase termoestavel (2.9 a 3,5 Unidades/y) numa solugdo tamponada.
« 1rasco (1,10 mi) de reagente de oligonucledtidos do HCV. <0,1% de oligonucledtidos sintétcos (4 primers e 2 sondas), e <0,3% de dNTPs numa solugdo
tamponada com um corante de referéncia. Conservantes: ProCiin 300 a 0,1% e ProClin 950 a 0,15%
« 1trasco (0,40 mi) de reagente de ativagao. Solugdo de cloreto de manganésio 30 mM. Conservantes: ProGlin 300 2 0,1% ¢ ProCin 950 0,15%

ProCiin & uma marca comercial registada de Rohm and Haas.
Armored RNA é uma marca comercal registada de Ambion.
‘Abbott RealTime ¢ uma marca comercial de Abboltt

(en) Product of USA / (de) Produkt aus USA / (fr) Produit aux Etats-Unis /
(es) Producto de EE. UU. / (it) Prodotto degli USA / (pt) Produto dos EUA

Abbott GmbH
Max-Planck-Ring 2

65205 Wiesbaden, Germany

Abbott Molecular Inc.
1300 East Touhy Avenue
Des Plaines, IL 60018 USA

Abbott

c

www.molecular.abbott
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Control Kit

(en) For In Vitro Diagnostic Use. The Abbott RealTime HCV Controls are used to establish run validity of the
Abbott RealTime HCV assay when used for the quantitation of hepatitis C virus (HCV) RNA in human serum
and plasma from HCV infected individuals.

Contents:

1. Abbott RealTime HCV Negative Control (8 vials, 1.8 mL per vial). Negative human
plasma tested and found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA,
anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin® 300 and 0.15% ProClin 950.

2. Abbott RealTime HCV Low Positive Control (8 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious
Armored RNA® with HCV sequences in negative human plasma. Negative human plasma tested and
found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV.
Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

3. |CONTROL|H| Abbott RealTime HCV High Positive Control (8 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious
Armored RNA with HCV sequences in negative human plasma. Negative human plasma tested and
found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV.
Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

ProClin is a registered trademark of Rohm and Haas.
Armored RNA is a trademark of Ambion.
Abbott RealTime is a trademark of Abbott.

(en) CAUTION: Handle human sourced materials as potentially infectious. Consult
instructions for use. / (de) ACHTUNG: Humanmaterial gilt als potentiell infektios und muss mit
. der Vorsicht werden. G i beachten. /

(fr) ATTENTION : Manipuler les produits dorigine humaine comme s'ils étaient potentiellement
infectieux. Consulter les instructions d'utilisation. / (es) ATENCION: maneje los productos de
origen humano como potencialmente infecciosos. Consulte las instrucciones de uso. /

(it) ATTENZIONE: Trattare i materiali di origine umana come potenzialmente infettivi. Consultare
le istruzioni per I'uso. / (pt) ATENCAO: manusear os materiais de origem humana como
potencialmente infeciosos. Consultar as instrugées de utilizago.

Abbott RealTime
HCV

4J86-80

H317
P261, P280, P272, P302+P352,
P333+P313, P362+P364, P501

Ce

2797

-10°C

51-b02120/RE

Control Kit

(pt) Para utiizagdo em diagnostico in vitro. Os Abbott RealTime HCV Controls séo utilizados para estabelecer a validade do ensaio Abbott RealTime HCV quando utilizado
para a quantificagao do ARN do virus da hepatite C (HCV) em soro e plasma humanos de individuos infetados pelo HCV.
Conteudo:

1 Abbott RealTime HCV Negative Control (8 frascos, 1,8 mi por frasco). Plasma humano negativo testado e considerado ndo reativo para HBsAg, ADN

2

do HBV, ARN do HCV, ARN do HIV, anticorpos anti-HIV-1/HIV-2 e anti-HCV. Conservantes: ProClin® 300 a 0,1% e ProClin 950 a 0,15%.

[LL] Abbott RealTime HCV Low Positive Control (8 frascos, 1,3 mi por frasco). Armored RNA® ndo infecioso com sequéncias de HCV em plasma
humano negativo. Plasma humano negativo testado e considerado ndo reativo para HBsAg, ADN do HBV, ARN do HCV, ARN do HIV, anticorpos anti-HIV-1/HIV-2 e

anti-HCV. Conservantes: ProClin 300 a 0,1% e ProClin 950 a 0,15%.

[1] Abbott RealTime HCV High Positive Control (8 frascos, 1,3 mi por frasco). Armored RNA nao infecioso com sequéncias de HCV em plasma humano
negativo. Plasma humano negativo testado e considerado nao reativo para HBsAg, ADN do HBV, ARN do HCV, ARN do HIV, anticorpos anti-HIV-1/HIV-2 & anti-HCV.

Conservantes: ProClin 300 a 0,1% e ProClin 950 a 0,15%.

ProClin ¢ uma marca comercial registada de Rohm and Haas.
Armored RNA & uma marca comercial de Ambion.
Abbott RealTime ¢ uma marca comercial de Abbott,

Abbott Molecular Inc.
1300 East Touhy Avenue

Des Plaines, IL 60018 USA www.molecular.abbott

(en) Product of USA / (de) Produkt aus USA / (fr) Produit aux Etats-Unis /
(es) Producto de EE. UU. / (it) Prodotto degli USA / (pt) Produto dos EUA

) Abbott

Abbott GmbH
Max-Planck-Ring 2
65205 Wiesbaden, Germany
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1.2.1 Abbott RealTime HCV Negative Control vial Label (4)862)
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1.2.2 Abbott RealTime HCV Low Positive Control vial Label (4J86W)
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1.2.3 Abbott RealTime HCV High Positive Control vial Label (4)86X)
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1.3 Abbott RealTime HCV Calibrator Kit box label (4J86-70)
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Calibrator Kit

(en) For In Vitro Diagnostic Use. The Abbott RealTime HCV Calibrators are for calibration of
the Abbott RealTime HCV assay when used for the quantitative determination of hepatitis C

virus (HCV) RNA in human serum and plasma from HCV infected individuals.
Contents:

1. Abbott RealTime HCV Calibrator A (12 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious
Armored RNA® with HCV sequences in negative human plasma. Negative human

plasma tested and found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV

RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin® 300 and 0.15%

ProClin 950.

2. Abbott RealTime HCV Calibrator B (12 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious

Armored RNA with HCV sequences in negative human plasma. Negative human
plasma tested and found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV

RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15%

ProClin 950.
ProClin is a registered trademark of Rohm and Haas.
Armored RNA is a registered trademark of Ambion.
Abbott RealTime is a trademark of Abbott.

(en) CAUTION: Handle human sourced materials as potentially infectious. Consult
instructions for use. / (de) ACHTUNG: Humanmaterial gilt als potentiell infektios und muss

. mit der entspi Vorsicht werden. G beachten. /
(fr) ATTENTION : Manipuler les produits d’origine humaine comme s'ils étaient
potentiellement infectieux. Consulter les instructions d'utilisation. / (es) ATENCION:
maneje los productos de origen humano como potencialmente infecciosos. Consulte
las instrucciones de uso. / (i) ATTENZIONE: Trattare i materiali di origine umana come
potenzialmente infettivi. Consultare le istruzioni per 'uso. / (pt) ATENGAO: manusear os
materiais de origem humana como potencialmente infeciosos. Consultar as instrugoes
de utilizagdo.
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Calibrator Kit

(pt) Para utilizagao em diagnostico in vitro. Os Abbott RealTime HCV Calibrators destinam-se a calibragao do ensaio Abbott RealTime HCV, quando
utilizado para a determinagao quantitativa do ARN do virus da hepatite C (HCV) em soro e plasma humanos de individuos infetados pelo HCV.

Conteldo:

1. Abbott RealTime HCV Calibrator A (12 frascos, 1,3 ml por frasco). Armored RNA® nao infecioso com sequéncias de HCV em
plasma humano negativo. Plasma humano negativo testado e considerado ndo reativo para HBsAg, ADN do HBV, ARN do HCV, ARN do

HIV, anticorpos anti-HIV-1/HIV-2 e anti-HCV. Conservantes: ProClin® 300 a 0,1% e ProClin 950 a 0,15%.

2. Abbott RealTime HCV Calibrator B (12 frascos, 1,3 ml por frasco). Armored RNA ndo infecioso com sequéncias de HCV em
plasma humano negativo. Plasma humano negativo testado e considerado nao reativo para HBsAg, ADN do HBV, ARN do HCV, ARN do

HIV, anticorpos anti-HIV-1/HIV-2 e anti-HCV. Conservantes: ProClin 300 a 0,1% e ProClin 950 a 0,15%.
ProClin ¢ uma marca comercial registada de Rohm and Haas.
Armored RNA é uma marca comercial registada de Ambion.
Abbott RealTirme & uma marca comercial de Abbott.

Abbott Molecular Inc.
1300 East Touhy Avenue

Des Plaines. IL 60018 USA www.molecular.abbott

(en) Product of USA / (de) Produkt aus USA / (fr) Produit aux Etats-Unis /
(es) Producto de EE. UU. / (it) Prodotto degli USA / (pt) Produto dos EUA

Abbott GmbH
Max(-)PIanrgk-Ring 2

65205 Wiesbaden, Germany

) Abbott
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1.3.1 Abbott RealTime HCV CAL A vial label (4J86A)
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1.3.2 Abbott RealTime HCV CAL B vial label (4)86B)

REF | 25258
1.3mL ——

|

Abbott RealTime =<

HCV lcAL B| =—m———=©
a— |
- e —
I Hiis @l < - WL eECiEe Fess I
hor|
5L-L02LLY4/R3
a Abbott

Page 17 of 222



PQDx 0450-027-00 WHO PQ Public Report October 2025, version 6.0

2. Instructions for use?

2 English version of the IFU was the one that was assessed by WHO. It is the responsibility of the
manufacturer to ensure correct translation into other languages.
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a Abbott RealTime

HCV Calibrators

NOTE: Changes Highlighted

Key to Symbols Used

Reference Number
In Vitro Diagnostic Medical Device

Lot Number
Use by

Calibrator A

Calibrator B

Upper limit of temperature

Consult instructions for use

Warning

CAUTION

Authorized representative in the European Community

Manufacturer

LI &L prmuat

Notice to User

If a serious incident occurs in relation to this device, the incident should
be reported to the manufacturer and to the appropriate competent
authority of the member state in which the user and/or the patient is
established. To report to the manufacturer, see the contact information
provided in the Customer service section or Technical assistance
section of these instructions.

Intended Use

The Abbott RealTime HCV Calibrators are for calibration of the Abbott
RealTime HCV assay when used for the quantitative determination of

Hepatitis C Virus (HCV) RNA in human serum and plasma from HCV

infected individuals.

Intended User
The intended users for the Abbott RealTime HCV Calibrators are
laboratory professionals.

Contents

1. Abbott RealTime HCV Calibrator A (List No. 4J86A)
(12 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious Armored RNA® with HCV
sequences in negative human plasma. Negative human plasma
tested and found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HIV RNA,
HCV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV. Preservatives: 0.1%
ProClin® 300 and 0.15% ProClin 950.

2. Abbott RealTime HCV Calibrator B (List No. 4J86B)
(12 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious Armored RNA with HCV
sequences in negative human plasma. Negative human plasma
tested and found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HIV RNA,
HCV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV. Preservatives: 0.1%
ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

e Calibrator concentrations are specified in each Abbott RealTime
HCV Calibrator Kit Card.

e The Abbott RealTime HCV Calibrator Kit must only be used with the
Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86-90).

en

IN VITRO TEST

4J86-70

51-602116/R7

Standardization

Abbott manufactures internal reference standards for the Abbott
RealTime HCV assay. These internal standards are referenced to the
Second WHO International Standard for Hepatitis C Virus RNA (NIBSC
Code 96/798)" at each concentration level. The Abbott RealTime HCV
calibrators are manufactured against these internal standards.

Precautions

o In Vitro Diagnostic Medical Device
¢ For In Vitro Diagnostic Use Only

e Do not use beyond expiration date.

A CAUTION: This preparation contains human sourced and/or
potentially infectious components. Components sourced from human
blood have been tested and found to be nonreactive by FDA-licensed
tests for antibody to HCV, antibody to HIV-1, antibody to HIV-2, and
HBsAg. The material is also tested and found to be negative by FDA-
licensed PCR methods for HIV-1 RNA and HCV RNA. No known test
method can offer complete assurance that products derived from human
sources or inactivated microorganisms will not transmit infection. These
reagents and human specimens should be handled as if infectious
using safe laboratory procedures, such as those outlined in Biosafety

in Microbiological and Biomedical Laboratories,2 OSHA Standards on

Bloodborne Pathogens,® CLSI Document M29-A4,* and other appropriate

biosafety practices.® Therefore all human sourced materials should be

considered infectious.

These precautions include, but are not limited to, the following:

e Wear gloves when handling specimens or reagents.

e Do not pipette by mouth.

e Do not eat, drink, smoke, apply cosmetics, or handle contact lenses
in areas where these materials are handled.

e Clean and disinfect spills of specimens by including the use of a
tuberculocidal disinfectant such as 1.0% sodium hypochlorite or
other suitable disinfectant.?

e Decontaminate and dispose of all potentially infectious materials in
accordance with local, state and federal regulations.5

Components of the Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

(List No. 4J86-70) contain the following components:

e 2-Methyl-2H-isothiazol-3-one

e Reaction mass of: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 247-500-7) and 2-methyl-2H-isothiazol-3-one
(EC no. 220-239-6)(3:1)

e Reaction mass of: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 247-500-7) and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 220-239-6)(3:1)

The following warnings apply:

Warning

H317 May cause an allergic skin reaction.

P261 Avoid breathing mist / vapours / spray.

P280 Wear protective gloves / protective clothing /
eye protection.

pP272 Contaminated work clothing should not be

allowed out of the workplace.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical
advice / attention.

P362+P364 Take off contaminated clothing and wash it
before reuse.

P501 Dispose of contents / container in accordance
with local regulations.

] Abbott



E]E Consult instructions for use
-10°C
/ﬂ/ Store at <-10°C

Shipping Conditions
Ship on dry ice.

BIBLIOGRAPHY

1. Saldanha J, Lelie N, Heath A. Establishment of the first international
standard for nucleic acid amplification technology (NAT) assays for
HCV RNA. Vox Sang. 1999;76:149-58.

2. US Department of Health and Human Services. Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories. 5th ed. Washington,
DC: US Government Printing Office; December 2009.

[Also available online. Type> www.cdc.gov, search>BMBL5>/ook up
sections Il and IV.]

3. US Department of Labor, Occupational Safety and Health
Administration. 29 CFR Part 1910.1030. Bloodborne Pathogens.

4. Clinical and Laboratory Standards Institute. Protection of Laboratory
Workers from Occupationally Acquired Infections: Approved
Guideline—Fourth Edition. CLS| Document M29-A4. Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standards Institute; 2014.

5. World Health Organization. Laboratory Biosafety Manual. 3rd ed.
Geneva, Switzerland: World Health Organization; 2004.

Technical Assistance
For technical assistance, call Abbott Technical Services at

1-800-553-7042 (within the US) or +49-6122-580 (outside the US),
or visit the Abbott website at www.molecular.abbott.

SUMMARY OF SAFETY AND PERFORMANCE STATEMENT

A summary of safety and performance (SSP) for this device is available
at https://ec.europa.eu/tools/eudamed. This is the SSP location after
the launch of European Database on Medical Devices. Search for
device using UDI-DI provided on the outer packaging of the device.

Armored RNA is a registered trademark of Ambion.

ProClin is a registered trademark of Rohm and Haas.
Abbott RealTime is a trademark of Abbott.

The Abbott RealTime HCV Calibrators Kit is imported into the European
Union by Abbott Diagnostics GmbH, located at Max-Planck-Ring 2,
65205 Wiesbaden, Germany.

Abbott Molecular Inc.
1300 East Touhy Avenue
Des Plaines, IL 60018 USA 2797

Abbott GmbH
Maxc-)PIann;k-Ring 2

65205 Wiesbaden, Germany

©2005, 2024 Abbott. All Rights Reserved.
February 2024



a Abbott RealTime

HCV Controls

NOTE: Changes Highlighted

Key to Symbols Used

Reference Number

In Vitro Diagnostic Medical Device
Lot Number

Negative Control

Low Positive Control

High Positive Control

Upper limit of temperature

Warning

Consult instructions for use

CAUTION

Authorized representative in the European
Community

Manufacturer

IR

Notice to User

If a serious incident occurs in relation to this device, the incident should
be reported to the manufacturer and to the appropriate competent
authority of the member state in which the user and/or the patient is
established. To report to the manufacturer, see the contact information
provided in the Customer service section or Technical assistance
section of these instructions.

Intended Use

The Abbott RealTime HCV Controls are used to establish run validity
of the Abbott RealTime HCV assay when used for the quantitation of
Hepatitis C Virus (HCV) RNA in human serum and plasma from HCV
infected individuals.

Intended User
The intended users for the Abbott RealTime HCV Controls are laboratory
professionals.

Contents

1. Abbott RealTime HCV Negative Control
(List No. 4J862Z) (8 vials, 1.8 mL per vial). Negative human plasma.
Negative human plasma tested and found to be nonreactive for
HBsAg, HBV DNA, HIV RNA, HCV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and
anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin® 300 and 0.15% ProClin 950.

2. Abbott RealTime HCV Low Positive Control
(List No. 4J86W) (8 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious Armored
RNA® with HCV sequences in negative human plasma. Negative
human plasma tested and found to be nonreactive for HBsAg,
HBV DNA, HIV RNA, HCV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV.
Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

3. Abbott RealTime HCV High Positive Control
(List No. 4J86X) (8 vials, 1.3 mL per vial). Noninfectious Armored
RNA with HCV sequences in negative human plasma. Negative
human plasma tested and found to be nonreactive for HBsAg,
HBV DNA, HIV RNA, HCV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV.
Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

en

IN VITRO TEST

4J86-80

51-602121/R7

e Control concentrations are specified in each Abbott RealTime HCV
Control Kit Card.

e The Abbott RealTime HCV Control Kit must only be used with the
Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86-90).

Precautions

. In Vitro Diagnostic Medical Device
e For In Vitro Diagnostic Use Only

e Do not use beyond expiration date.

A CAUTION: This preparation contains human sourced and/or
potentially infectious components. Components sourced from human
blood have been tested and found to be nonreactive by FDA-licensed
tests for antibody to HCV, antibody to HIV-1, antibody to HIV-2, and
HBsAg. The material is also tested and found to be negative by FDA-
licensed PCR methods for HIV-1 RNA and HCV RNA. No known test
method can offer complete assurance that products derived from human
sources or inactivated microorganisms will not transmit infection. These
reagents and human specimens should be handled as if infectious
using safe laboratory procedures, such as those outlined in Biosafety

in Microbiological and Biomedical Laboratories,’ OSHA Standards on

Bloodborne Pathogens,? CLSI Document M29-A4,3 and other appropriate

biosafety practices.# Therefore all human sourced materials should be

considered infectious.

These precautions include, but are not limited to, the following:

e Wear gloves when handling specimens or reagents.

e Do not pipette by mouth.

e Do not eat, drink, smoke, apply cosmetics, or handle contact lenses
in areas where these materials are handled.

e Clean and disinfect spills of specimens by including the use of a
tuberculocidal disinfectant such as 1.0% sodium hypochlorite or
other suitable disinfectant.

e Decontaminate and dispose of all potentially infectious materials in
accordance with local, state and federal regulations.

Components of the Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80)

contain the following components:

® 2-Methyl-2H-isothiazol-3-one

e Reaction mass of: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 247-500-7) and 2-methyl-2H-isothiazol-3-one
(EC no. 220-239-6)(3:1)

e Reaction mass of: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 247-500-7) and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 220-239-6)(3:1)

The following warnings apply:

Warning

H317 May cause an allergic skin reaction.

P261 Avoid breathing mist / vapours / spray.

P280 Wear protective gloves / protective clothing /
eye protection.

pP272 Contaminated work clothing should not be

allowed out of the workplace.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical
advice / attention.

P362+P364 Take off contaminated clothing and wash it
before reuse.

P501 Dispose of contents / container in accordance
with local regulations.

] Abbott



E]E Consult instructions for use
-10°C
/ﬂ/ Store at <-10°C

Shipping Conditions
Ship on dry ice.

BIBLIOGRAPHY

1. US Department of Health and Human Services. Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories. 5th ed. Washington,
DC: US Government Printing Office; December 2009.

[Also available online. Type> www.cdc.gov, search>BMBL5>/look up
sections lll and V]

2. US Department of Labor, Occupational Safety and Health
Administration. 29 CFR Part 1910.1030. Bloodborne Pathogens.

3. Clinical and Laboratory Standards Institute. Protection of Laboratory
Workers from Occupationally Acquired Infections: Approved
Guideline—Fourth Edition. CLSI Document M29-A4. Wayne, PA:
Clinical and Laboratory Standards Institute; 2014.

4. World Health Organization. Laboratory Biosafety Manual. 3rd ed.
Geneva, Switzerland: World Health Organization; 2004.

Technical Assistance

For technical assistance, call Abbott Technical Services at

1-800-553-7042 (within the US) or +49-6122-580 (outside the US),

or visit the Abbott website at www.molecular.abbott.

SUMMARY OF SAFETY AND PERFORMANCE STATEMENT

A summary of safety and performance (SSP) for this device is available
at https://ec.europa.eu/tools/eudamed. This is the SSP location after
the launch of European Database on Medical Devices. Search for
device using UDI-DI provided on the outer packaging of the device.

Armored RNA is a registered trademark of Ambion.
ProClin is a registered trademark of Rohm and Haas.
Abbott RealTime is a trademark of Abbott.

The Abbott RealTime HCV Controls Kit is imported into the European
Union by Abbott Diagnostics GmbH, located at Max-Planck-Ring 2,
65205 Wiesbaden, Germany.

Abbott Molecular Inc.
1300 East Touhy Avenue
Des Plaines, IL 60018 USA

Abbott GmbH
Max(-)PIanrzk-Ring 2

65205 Wiesbaden, Germany

2797

© 2005, 2024 Abbott. All Rights Reserved.
February 2024



Abbott RealTime

HCV

4)86

51-602124/R13
NOTE: Changes Highlighted

Key to Symbols Used

Reference Number
Lot Number

In Vitro Diagnostic Medical Device
Use By

Negative Control
Low Positive Control
High Positive Control
Calibrator A

Calibrator B

st

[INTERNAL CONTROL |
Internal Control

[AMPLIFICATION REAGENT PACK|

Amplification Reagent Pack

Upper Limit of Temperature

Consult instructions for use

Caution

Warning

Manufacturer

Authorized Representative in the
European Community

L

See REAGENTS section for a full explanation of symbols used in
reagent component naming.

NOTICE TO USER

If a serious incident occurs in relation to this device, the incident should
be reported to the manufacturer and to the appropriate competent
authority of the member state in which the user and/or the patient is
established. To report to the manufacturer, see the contact information
provided in the Customer service section or Technical assistance
section of these instructions.

en
4J86

51-602124/R13

CUSTOMER SERVICE

INTERNATIONAL: CALL YOUR ABBOTT
REPRESENTATIVE

This package insert must be read carefully prior to use. Package insert
instructions must be followed accordingly. Reliability of assay results
cannot be guaranteed if there are any deviations from the instructions in
this package insert.

NAME
Abbott RealTime HCV

INTENDED USE

The Abbott RealTime HCV assay is an in vitro reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) assay for the quantitation of
hepatitis C viral ribonucleic acid (HCV RNA) in human serum and
plasma from HCV-infected individuals. The Abbott RealTime HCV assay
is intended for use as an aid in the management of HCV-infected
patients undergoing antiviral therapy. The Abbott RealTime HCV assay is
not for screening blood, plasma, serum or tissue donors for HCV, or to
be used as a diagnostic test to confirm the presence of HCV infection.

INTENDED USER
The intended users for the Abbott RealTime HCV assay are laboratory
professionals.

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

HCV is a single-stranded RNA virus, with a genome of 9,500
nucleotides.! HCV has been identified as the major etiological agent

for post-transfusion non-A, non-B hepatitis worldwide.23 HCV has been
transmitted primarily through intravenous drug use and through blood
products. Sensitive serological tests for HCV antibodies have greatly
reduced the incidence of new infections from donated blood. About 85%
of HCV-infected individuals develop chronic hepatitis, with up to 20%

of chronically infected individuals developing cirrhosis. In patients with
cirrhosis, the incidence of hepatocellular carcinoma is 1-4% per year.45
Quantitation of HCV RNA has been instrumental in understanding the
effectiveness of antiviral response to interferon monotherapy, interferon
plus ribavirin combination therapy, and peginterferon plus ribavirin
combination therapy.®'% Current guidelines for the management and
treatment of HCV recommend quantitative testing for HCV RNA before
the start of antiviral therapy, during therapy, and after the conclusion of
treatment. The objective of treatment is a sustained virological response
(SVR), defined as the absence of HCV RNA detectable by a sensitive
test after the end of treatment. SVR is almost always preceded by an
early virological response (EVR), defined as a 2-log or greater decrease
in HCV viral load after 12 weeks of therapy.4511

HCV RNA in serum or plasma can be quantitated using nucleic acid
amplification or signal amplification technologies.’?"* The Abbott
RealTime HCV assay uses RT-PCR technology combined with
homogeneous real time fluorescent detection for the quantitation of HCV
RNA. The selection of a conserved region of the HCV genome provides
for the detection of genotypes 1 through 6. The assay is standardized
against the Second WHO International Standard for Hepatitis C Virus
RNA (NIBSC Code 96/798)® and results are reported in international
units/mL (IU/mL).

BIOLOGICAL PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

The Abbott RealTime HCV assay consists of 3 reagent kits:

* Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

The Abbott RealTime HCV assay uses RT-PCR'® to generate amplified
product from the RNA genome of HCV in clinical specimens. An RNA
sequence that is unrelated to the HCV target sequence is introduced
into each specimen at the beginning of sample preparation.



This unrelated RNA sequence is simultaneously amplified by RT-PCR
and serves as an internal control (IC) to demonstrate that the process
has proceeded correctly for each sample. The amount of HCV target
sequence that is present at each amplification cycle is measured
through the use of fluorescent-labeled oligonucleotide probes on the
Abbott m2000rt instrument. The probes do not generate signal unless
they are specifically bound to the amplified product. The amplification
cycle at which fluorescent signal is detected by the Abbott m2000rt is
proportional to the log of the HCV RNA concentration present in the
original sample.

Sample Preparation

The purpose of sample preparation is to extract and concentrate the
target RNA molecules, to make the target accessible for amplification,
and to remove potential inhibitors of amplification from the extract.

The Abbott mSample Preparation System (4 X 24 Preps) uses magnetic
particle technology to capture nucleic acids and washes the particles
to remove unbound sample components. The bound nucleic acids are
eluted and transferred to output tubes or a 96 deep-well plate. The
nucleic acids are then ready for amplification. The IC is taken through
the entire sample preparation procedure along with the calibrators,
controls, and specimens.

The Abbott m2000sp System can be used to prepare samples for the
Abbott RealTime HCV assay. The Abbott m2000sp provides automated
sample eluate transfer and reaction assembly in the Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate. Alternatively, samples can be prepared manually
using the Abbott mSample Preparation System followed by manual
reaction assembly.

Reagent Preparation and Reaction Plate Assembly

The Abbott m2000sp combines the Abbott RealTime HCV amplification
reagent components (HCV Oligonucleotide Reagent, Thermostable rTth
Polymerase Enzyme, and Activation Reagent). The Abbott m2000sp
dispenses the resulting master mix to the Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate along with aliquots of the nucleic acid samples prepared
by the Abbott m2000sp. The plate is ready, after manual application of
the optical seal, for transfer to the Abbott m2000rt.

Manual sample preparation method users manually combine the
Abbott RealTime HCV amplification reagent components to create the
amplification master mix and transfer aliquots of the master mix and
sample eluates to the reaction plate. The plate is ready, after manual
application of the optical seal and centrifugation, for transfer to the
Abbott m2000rt.

Amplification

During the amplification reaction on the Abbott m2000rt, the target

RNA is converted to cDNA by the reverse transcriptase activity of the
thermostable rTth DNA polymerase. First, the HCV and IC reverse
primers anneal to their respective targets and are extended during a
prolonged incubation period. After a denaturation step, in which the
temperature of the reaction is raised above the melting point of the
double-stranded cDNA:RNA product, a second primer anneals to the
cDNA strand and is extended by the DNA polymerase activity of the rTth
enzyme to create a double-stranded DNA product.

During each round of thermal cycling, amplification products dissociate
to single strands at high temperature, allowing primer annealing and
extension as the temperature is lowered. Exponential amplification of
the product is achieved through repeated cycling between high and low
temperatures, resulting in a billion-fold or greater amplification of target
sequences. Amplification of both targets (HCV and IC) takes place
simultaneously in the same reaction.

The target sequence for the Abbott RealTime HCV assay is in the 5’'UTR
region of the HCV genome. This region is specific for HCV and is highly
conserved." The primers are designed to hybridize to the 5"UTR region

with the fewest possible mismatches among HCV genotypes 1 through 6.

The IC target sequence is derived from the hydroxypyruvate reductase
gene from the pumpkin plant, Cucurbita pepo, and is delivered in an
Armored RNA® particle that has been diluted in negative human plasma.

Detection

During the read cycles of amplification on the Abbott m2000rt, the
temperature is lowered further to allow fluorescent detection of
amplification products as the HCV and IC probes anneal to their targets
(real-time fluorescence detection). The HCV and IC probes are single-
stranded DNA oligonucleotides consisting of a probe sequence with a
fluorescent moiety that is covalently linked to the 5 end of the probe and
a quenching moiety that is covalently linked to the 3" end of the probe.
In the absence of the HCV or IC target sequences, probe fluorescence
is quenched. In the presence of HCV or IC target sequences, probe

hybridization to complementary sequences separates the fluorophore
and the quencher and allows fluorescent emission and detection.
The HCV and IC probes are each labeled with a different fluorophore,
thus allowing for simultaneous detection of both amplified products
at each cycle. The amplification cycle at which fluorescent signal is
detected by the Abbott m2000rt is proportional to the log of the HCV
RNA concentration present in the original sample.

PREVENTION OF NUCLEIC ACID CONTAMINATION

The possibility of nucleic acid contamination is minimized because:

* Reverse transcription, PCR amplification, and oligonucleotide
hybridization occur in a sealed Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate.

e Detection is carried out automatically without the need to open the
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e Pipettes with aerosol barrier tips or disposable transfer pipettes are
used for all pipetting. The disposable pipettes or pipette tips are
discarded after use.

e Separate dedicated areas are used to perform the Abbott RealTime
HCV assay. Refer to the SPECIAL PRECAUTIONS section of this
package insert.

REAGENTS

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (List No.

4J86-90)

1. [INTERNAL CONTROL| Abbott RealTime HCV Internal Control (List
No. 4J86Y) (4 vials, 1.2 mL per vial)
< 0.01% noninfectious armored RNA with internal control sequences
in negative human plasma. Negative human plasma tested and
found to be nonreactive for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA,
anti-HIV-1/HIV-2, and anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin® 300 and
0.15% ProClin 950.

2. |AMPLIFICATION REAGENT PACK| Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Pack (List No. 4J86) (4 packs, 24 tests/pack)

e 1 bottle (0.141 mL). Thermostable rTth Polymerase Enzyme (2.9
to 3.5 units/pL) in buffered solution.

e 1 bottle (1.10 mL). HCV Oligonucleotide Reagent. < 0.1% synthetic
oligonucleotides (4 primers and 2 probes) and < 0.3% dNTPs
in a buffered solution with a reference dye. Preservatives: 0.1%
ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

e 1 bottle (0.40 mL). Activation Reagent. 30 mM manganese
chloride solution. Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15%
ProClin 950.

Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80)

1. Abbott RealTime HCV Negative Control
(List No. 4J86Z)(8 vials, 1.8 mL per vial)
Negative human plasma tested and found to be nonreactive for
HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-
HCV. Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

2. Abbott RealTime HCV Low Positive Control
(List No. 4J86W) (8 vials, 1.3 mL per vial)
Noninfectious armored RNA with HCV sequences in negative human
plasma. Negative human plasma tested and found to be nonreactive
for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-
HCV. Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

3. Abbott RealTime HCV High Positive Control
(List No. 4J86X) (8 vials, 1.3 mL per vial)
Noninfectious armored RNA with HCV sequences in negative human
plasma. Negative human plasma tested and found to be nonreactive
for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and
anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (List No. 4J86-70)

1. Abbott RealTime HCV Calibrator A
(List No. 4J86A) (12 vials, 1.3 mL per vial)
Noninfectious armored RNA with HCV sequences in negative human
plasma. Negative human plasma tested and found to be nonreactive
for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and anti-
HCV. Preservatives: 0.1% ProClin 300 and 0.15% ProClin 950.

2. Abbott RealTime HCV Calibrator B
(List No. 4J86B)(12 vials, 1.3 mL per vial)
Noninfectious armored RNA with HCV sequences in negative human
plasma. Negative human plasma tested and found to be nonreactive
for HBsAg, HBV DNA, HCV RNA, HIV RNA, anti-HIV-1/HIV-2, and
anti-HCV. Preservatives: 0.1% ProClin 300 and
0.15% ProClin 950.




WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Diagnostic Use

The Abbott RealTime HCV assay is not for screening blood, plasma,
serum or tissue donors for HCV, or to be used as a diagnostic test to
confirm the presence of HCV infection.

Safety Precautions

Refer to the Abbott m2000sp and Abbott m2000rt Operations Manuals,
Hazard Section, or the Manual Sample Preparation for Abbott RealTime
RNA Assays, Handling Precaution section, for instructions on safety
precautions.

A CAUTION: This preparation contains human sourced and/or
potentially infectious components. Components sourced from human
blood have been tested and found to be nonreactive by FDA-licensed
tests for antibody to HCV, antibody to HIV-1, antibody to HIV-2, and
HBsAg. The material is also tested and found to be negative by FDA-
licensed PCR methods for HIV-1 RNA and HCV RNA. No known test
method can offer complete assurance that products derived from human
sources or inactivated microorganisms will not transmit infection. These
reagents and human specimens should be handled as if infectious
using safe laboratory procedures, such as those outlined in Biosafety

in Microbiological and Biomedical Laboratories,’® OSHA Standards

on Bloodborne Pathogens,'® CLSI Document M29-A4,2° and other

appropriate biosafety practices.2! Therefore all human sourced materials

should be considered infectious.

These precautions include, but are not limited to, the following:

e Wear gloves when handling specimens or reagents.

e Do not pipette by mouth.

e Do not eat, drink, smoke, apply cosmetics, or handle contact lenses
in areas where these materials are handled.

e Clean and disinfect spills of specimens by including the use of a
tuberculocidal disinfectant such as 1.0% sodium hypochlorite or
other suitable disinfectant.®

e Decontaminate and dispose of all potentially infectious materials in
accordance with local, state, and federal regulations.?!

Components of the Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (List No. 4J86-

70), the Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80), and the

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (List No. 4J86-90)

contain the following components:

e 2-Methyl-2H-isothiazol-3-one

e Reaction mass of: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 247-500-7) and 2-methyl-2H-isothiazol-3-one
(EC no. 220-239-6)(3:1)

e Reaction mass of: 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 247-500-7) and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(EC no. 220-239-6)(3:1)

The following warnings apply:

Warning

H317 May cause an allergic skin reaction.

P261 Avoid breathing mist/vapours/spray.

pP272 Contaminated work clothing should not be
allowed out of the workplace.

P280 Wear protective gloves/protective clothing/

eye protection.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of water.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical
advice/attention.

P362+P364 Take off contaminated clothing and wash
before reuse.

P501 Dispose of contents / container in
accordance with local regulations.
SPECIAL PRECAUTIONS

Handling Precautions

The Abbott RealTime HCV assay is only for use with human serum
and plasma specimens that have been handled and stored in capped
tubes as described in the SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, AND
TRANSPORT TO THE TEST SITE section.

During preparation of samples, compliance with good laboratory
practices is essential to minimize the risk of cross-contamination
between samples, and the inadvertent introduction of ribonucleases
(RNases) into samples during and after the extraction procedure.

Proper aseptic technique should always be used when working with
RNA.

Amplification technologies such as PCR are sensitive to accidental
introduction of product from previous amplification reactions. Incorrect
results could occur if either the clinical specimen or the RealTime
reagents used in the amplification step become contaminated by
accidental introduction of even a few molecules of amplification product.
Measures to reduce the risk of contamination in the laboratory include
physically separating the activities involved in performing PCR in
compliance with good laboratory practices.

Work Areas

Use 3 dedicated areas within the laboratory for performing the Abbott
RealTime HCV assay with manual sample preparation using the
Abbott mSample Preparation System and the Abbott m2000rt:

e The Reagent Preparation Area is dedicated to combining the Abbott
RealTime HCV amplification reagent components to create the
amplification master mix and transferring aliquots of the master mix
to the reaction plate. Laboratory coats, pipettes, pipette tips, and
vortexers used in the Reagent Preparation Area must remain in this
area and not be moved to either the Sample Preparation Area or
the Amplification Area.

e The Sample Preparation Area is dedicated to processing samples
(specimens, Abbott RealTime HCV Controls, and Calibrators), and
to adding processed samples, controls, and calibrators to the Abbott
96-Well Optical Reaction Plate. All reagents used in the Sample
Preparation Area should remain in this dedicated area at all times.
Laboratory coats, pipettes, pipette tips, and vortexers used in
the Sample Preparation Area must remain in this area and not be
moved to either the Reagent Preparation Area or the Amplification
Area. Do not bring amplification product into the Sample
Preparation Area.

e The Amplification Area is dedicated to the amplification and
detection of amplified product. Laboratory coats and equipment
used in the Amplification Area must remain in this area and not
be moved to either the Reagent Preparation Area or the Sample
Preparation Area.

Only 2 dedicated areas, Sample Preparation Area and Amplification

Area, are recommended when the Abbott m2000sp and Abbott

m2000rt are used.

Components contained within a kit are intended to be used together.

Do not mix components from different kit lots. For example, do not use

the negative control from control kit lot X with the positive controls from

control kit lot .

Do not use kits or reagents after the dates shown on kit labels.

Work areas and instrument platforms must be considered potential

sources of contamination. Change gloves after contact with potential

contaminants (specimens, eluates, and/or amplified product) before
handling unopened reagents, negative control, positive controls,
calibrators, or specimens. Refer to the Abbott m2000sp and Abbott
m2000rt Operations Manuals for instrument cleaning procedures.

If the Abbott m2000sp instrument run is aborted, dispose of all

commodities and reagents according to the Abbott m2000sp Operations

Manual. If the Abbott m2000sp master mix addition protocol is aborted,

seal the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in a sealable plastic

bag and dispose according to the Abbott m2000sp Operations Manual,

Hazards section, along with the gloves used to handle the plate.

If the Abbott m2000rt instrument run is interrupted or aborted, seal the

Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in a sealable plastic bag and

dispose according to the Abbott m2000rt Operations Manual along with

the gloves used to handle the plate.

Decontaminate and dispose of all potentially biohazardous materials

in accordance with local, state, and federal regulations.2! All materials

should be handled in a manner that minimizes the chance of potential

contamination of the work area.

NOTE: Autoclaving the sealed Reaction Plate will not degrade the
amplified product and may contribute to the release of the
amplified product by opening the sealed plate. The laboratory
area can become contaminated with amplified product if the
waste materials are not carefully handled and contained before
and after processing.

Aerosol Containment

To reduce the risk of nucleic acid contamination due to aerosols formed
during manual pipetting, aerosol barrier pipette tips must be used for

all manual pipetting. The pipette tips must be used only 1 time. Clean
and disinfect spills of specimens and reagents as stated in the Abbott
m2000sp and Abbott m2000rt Operations Manuals.



Contamination and Inhibition

The following precautions should be observed to minimize the risks

of RNase contamination, cross-contamination between samples, and

inhibition:

e Wear appropriate personal protective equipment at all times.

e Use powder-free gloves.

e Change gloves after having contact with potential contaminants
(specimens, eluates, and/or amplified product).

e To reduce the risk of nucleic acid contamination due to aerosols
formed during pipetting, pipettes with aerosol barrier tips must be
used for all pipetting. The length of the tip should be sufficient to
prevent contamination of the pipette barrel. While pipetting, care
should be taken to avoid touching the pipette barrel to the inside of
the sample tube or container. The use of extended aerosol barrier
pipette tips is recommended.

e Change aerosol barrier pipette tips between ALL manual liquid
transfers.

e The Abbott m Sample Preparation System (4 x 24 Preps) reagents
are single use only. Use new reagent troughs or vessels, reaction
vessels, and newly opened reagents for every new Abbott RealTime
HCV assay run. At the end of each run, discard all remaining
reagents from the worktable as stated in the Abbott m2000sp
Operations Manual and the Abbott mSample Preparation System
(4 x 24 Preps) product information sheet.

STORAGE INSTRUCTIONS

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit
(List No. 4J86-90).
-10°c The Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Pack and

Jf Internal Control vials must be stored at —10°C or colder
when not in use. Care must be taken to separate the Abbott
RealTime HCV Amplification Reagent Pack that is in use from
direct contact with samples, calibrators, and controls.

Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80).

-10°c  The Abbott RealTime HCV Negative and Positive Controls must
/H/ be stored at —10°C or colder.

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (List No. 4J86-70).

-10°c The Abbott RealTime HCV Calibrator A and Calibrator B must
Jf be stored at —10°C or colder.

SHIPPING CONDITIONS

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit: Ship on dry ice.
e Abbott RealTime HCV Control Kit: Ship on dry ice.

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit: Ship on dry ice.

INDICATION OF INSTABILITY OR DETERIORATION

OF REAGENTS

When a positive or negative control value is out of the expected range,
it may indicate deterioration of the reagents. Associated test results

are invalid and samples must be retested. Assay recalibration may

be necessary.

INSTRUMENT PROCEDURE

The Abbott RealTime HCV application files must be installed on the
Abbott m2000sp and Abbott m2000rt systems from the Abbott RealTime
HCV m2000 ROW System Combined Application CD-ROM prior to
performing the assay. For detailed information on application file
installation, refer to the Abbott m2000sp and Abbott m2000rt Operations
Manuals, Operating Instructions section.

SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, AND TRANSPORT
TO THE TEST SITE

Specimen Collection and Storage

Human serum and plasma (EDTA and ACD-A) specimens may be
used with the Abbott RealTime HCV assay. Follow the manufacturer’s
instructions for processing collection tubes.

Freshly drawn specimens (whole blood) may be held at 2°C to 30°C for
up to 6 hours prior to centrifugation.

Separate serum or plasma from cells by centrifugation.

After centrifugation, serum or plasma may be removed from cells. Serum
or plasma specimens may be stored:

e at 15°C to 30°C for up to 24 hours

e at 2°C to 8°C for up to 3 days

e at —70°C or colder for longer term2225

Multiple freeze/thaw cycles should be avoided. If frozen, thaw

specimens at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C. Once thawed, if specimens

are not being processed immediately, they can be stored at 2°C to 8°C

for up to 6 hours.

NOTE: Serum and plasma specimens should not be frozen in non-gel
blood collection tubes.

Specimen Transport

Ship specimens according to recommended storage temperature and
time listed in the Specimen Collection and Storage section above.

For domestic and international shipments, specimens should be
packaged and labeled in compliance with applicable state, federal, and
international regulations covering the transport of clinical, diagnostic, or
biological specimens.

ABBOTT REALTIME HCV ASSAY PROCEDURE

This Abbott RealTime HCV package insert contains 2 assay protocols:

e Samples prepared for amplification using the manual sample
preparation method, follow ASSAY PROTOCOLI.

e Samples prepared for amplification using the Abbott m2000sp
instrument follow ASSAY PROTOCOL II.
The Abbott RealTime HCV assay provides 2 sample volume options
(0.2 mL and 0.5 mL). (See assay protocol step 6 and
INTERPRETATION OF RESULTS section.)

Materials Provided

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (List No. 4J86-90)

Materials Required But Not Provided

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (List No. 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80)

For manual sample preparation, refer to the Materials and Equipment
Required Section of the Manual Sample Preparation for Abbott RealTime
RNA Assays procedure (List No. 06L73).

For Abbott m2000sp Instrument Sample Preparation Area

+ Abbott m2000sp instrument
5 mL Reaction Vessels
+ Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)
(List No. 04J70-24)
+ Calibrated precision pipettes capable of delivering 20 to 1000 uL
+ Aerosol barrier pipette tips for 20 to 1000 pL pipettes
+ 13 to 16 mm sample tubes
200 pL and 1000 pL disposable tips
+ Vortex mixer
+ Abbott Optical Adhesive Covers (List No. 04J71-75)
+ Abbott Adhesive Cover Applicators
+ Abbott Splash-Free Support Base (List No. 9K31-01)
+ Master Mix Vial
+ 200 mL reagent vessels
+ Abbott 96-Deep-Well Plate (List No. 04J71-30)
+ Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (List No. 1L69)
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (List No. 04J71-70)
+ Centrifuge capable of 2,000g

For Abbott m2000rt Instrument
Amplification Area

For Manual Sample
Preparation Reagent
Preparation Area

e PCR cooler, either ® Abbott m2000rt instrument
StrataCooler® 96 Benchtop
Cooler or Eppendorf e Abbott RealTime HCV m2000
PCR-Cooler ROW System Combined

e Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate
(List No. 04J71-70)
e (Calibrated precision pipettes e Abbott m2000rt Optical
capable of delivering 20 to Calibration Kit
1000 pL (List No. 04J71-93)
e Aerosol barrier pipette tips
for 20 to 1000 pL pipettes
e Single-use RNase/DNase-
free tube or container
e Vortex mixer
e Abbott Optical Adhesive
Covers (List No. 04J71-75)

Application CD-ROM
(List No. 1L69)



e Abbott Adhesive Cover
Applicators

e Abbott Splash-Free Support
Base (List No. 9K31-01)

Other Materials

e Biological safety cabinet approved for working with infectious

materials

e Sealable plastic bags

e RNase-free water (Eppendorf or equivalent)”

e 1.7 mL molecular biology grade microcentrifuge tubes (Dot

Scientific, Inc. or equivalent)”

e Cotton tip applicators (Puritan or equivalent)”

"NOTE: These 3 items are used in the procedure for Monitoring the
Laboratory for the Presence of Contamination. Refer to the
QUALITY CONTROL PROCEDURES section of this package
insert.

Procedural Precautions

Read the instructions in this package insert carefully before processing
samples.

The Abbott RealTime HCV Calibrators, Internal Control, Negative Control,
and Low and High Positive Control vials are intended for single-use only
and should be discarded after use.

Use aerosol barrier pipette tips or disposable pipettes only 1 time
when pipetting specimens, IC, or amplification reagents. To prevent
contamination to the pipette barrel while pipetting, care should be
taken to avoid touching the pipette barrel to the inside of the sample
tube or container. The use of extended aerosol barrier pipette tips is
recommended.

Monitoring procedures for the presence of amplification product can be
found in the QUALITY CONTROL PROCEDURES section in this package
insert.

To reduce the risk of nucleic acid contamination, clean and disinfect
spills of specimens by including the use of a tuberculocidal disinfectant
such as 1.0% sodium hypochlorite or other suitable disinfectant.

The Abbott RealTime HCV Calibrators and Controls must be prepared
in conjunction with the specimens to be tested. The use of the Abbott
RealTime HCV Controls and Calibrators is integral to the performance
of the Abbott RealTime HCV assay. Refer to the QUALITY CONTROL
PROCEDURES section of this package insert for details.

ASSAY PROTOCOL I: MANUAL SAMPLE PREPARATION

METHOD AND ABBOTT m2000rt INSTRUMENT

For a detailed description of how to perform an Abbott m2000rt protocol

refer to the Abbott m2000rt Operations Manual, Operating Instructions

section.

Laboratory personnel must be trained to operate the Abbott m2000rt

instrument. The operator must have a thorough knowledge of the

software applications and must follow good laboratory practices.

1. Thaw assay controls and IC at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C. Thaw
calibrators at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C only if performing a
calibration run; see QUALITY CONTROL PROCEDURES section of
this package insert.

* Once thawed, assay controls, IC, and calibrators can be stored at
2°C to 8°C for up to 24 hours before use.

e Vortex each assay calibrator and each control 3 times for 2 to 3
seconds before use. Ensure that the contents of each vial are at
the bottom after vortexing by tapping the vials on the bench to
bring liquid to the bottom of the vial.

2. Thaw amplification reagents at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C and

store at 2°C to 8°C until required for the amplification master mix

procedure.

e Once thawed, the amplification reagents can be stored at 2°C to
8°C for up to 24 hours if not used immediately.

Sample Preparation Area

For the manual sample preparation method refer to Extraction Protocol

Section of the Manual Sample Preparation for Abbott RealTime RNA

Assays procedure.

3. Gently invert the Abbott mSample Preparation bottles to ensure a
homogeneous solution. If crystals are observed in any of the reagent
bottles upon opening, allow the reagent to equilibrate at room
temperature until the crystals disappear. Do not use the reagents
until the crystals have dissolved.

4. Vortex each IC 3 times for 2 to 3 seconds before use.

5.

Use a calibrated precision PIPETTE DEDICATED FOR INTERNAL
CONTROL USE ONLY to add 500 pL of IC to each bottle of mLysis
Buffer. Mix by gently inverting the container 5 to 10 times to minimize
foaming.

A negative control, a low positive control, and a high positive control
are included in each run.

e The Abbott RealTime HCV assay provides 2 sample volume
options for manual sample preparation (0.2 mL and 0.5 mL).

e If frozen, thaw specimens at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C. Once
thawed, specimens can be stored at 2°C to 8°C for up to 6 hours
if not processed immediately.

e Vortex each specimen 3 times for 2 to 3 seconds. Specimens
showing particulate matter or turbidity should be clarified by
centrifugation at 2,000g for 5 minutes prior to testing. Aliquot
each specimen into clean tubes or vials if necessary. Avoid
touching the inside of the cap when opening tubes.

¢ The assembly of the amplification master mix and sample
eluates into the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (step 13)
must be initiated within 1 hour after completion of
Sample Preparation.

Amplification Area

7.

Switch on and initialize the Abbott m2000rt instrument.

NOTE: The Abbott m2000rt instrument requires 15 minutes to
warm up.

Create the Abbott m2000rt test order. Refer to the Operating

Instructions section of the Abbott m2000rt Operations Manual.

From the Protocol screen, select the appropriate application file

corresponding to the sample volume being tested.

e Enter calibrator (needed if a calibration curve has not been stored
on the Abbott m2000rt) and control lot specific values in the test
order for accurate calibration and control evaluation. Lot-specific
values are specified in each Abbott RealTime HCV Calibrator and
Control Kit Card.

Reagent Preparation Area

All reagent preparation must take place in the dedicated Reagent
Preparation Area. Refer to the Handling Precautions section of this
package insert before preparing reagents.

NOTE: Change gloves before handling the amplification reagents.

9!

10.

11.

12.

Prepare the amplification master mix.

e Each amplification reagent pack supports up to 24 reactions.

e Prior to opening the amplification reagents, ensure that the
contents of the vials are at the bottom by tapping the vials in an
upright position on the bench to bring the liquid to the bottom of
the vials.

e Prepare the master mix by using a PIPETTE DEDICATED FOR
REAGENT USE ONLY to add 271 pL of the HCV Activation
Reagent (Reagent 1) and 949 pL of the HCV Oligonucleotide
Reagent (Reagent 2) together in the Thermostable rTth DNA
Polymerase Enzyme bottle (Reagent 3).

¢ If performing 25 to 48 reactions, prepare a second amplification
master mix with a second amplification reagent pack.

e The Abbott m2000rt protocol (step 16) must be initiated within
40 minutes of the addition of Activation Reagent into the first
rTth Enzyme Reagent bottle (step 9).

Pipette the contents of the master mix from the enzyme bottle(s)

into a single-use RNase/DNase-free tube and vortex to mix.

Place an Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in a PCR cooler,
stored as indicated in the PCR cooler instruction manual. Using a
DEDICATED PIPETTE, dispense 50 pL aliquots of the amplification
master mix into the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate. A
calibrated repeat pipettor may be used. Visually verify that 50 pL has
been dispensed into each well.

Transfer the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate on the PCR
cooler to the Sample Preparation Area.

Sample Preparation Area

13.

In the Sample Preparation Area, transfer 50 pL of sample eluate to
the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate on the PCR cooler. Use
a separate pipette tip for each sample eluate transfer. During the
transfer of each sample, mix the reaction by pipetting up and down
3 to 5 times. Visually verify that 100 pL has been dispensed into
each well.



14.

15.

Seal the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate according to the
instructions in the Abbott m2000rt Operations Manual.

Remove the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate from the PCR
cooler to the Abbott Splash-Free Support Base. Centrifuge the
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in the Abbott Splash-Free
Support Base at 50009 for 5 minutes. Transfer to the Amplification
Area.

NOTE: Do not transfer the PCR cooler to the Amplification Area.

Amplification Area
16. Place the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in the Abbott

m2000rt instrument. From the Protocol screen, select the appropriate
application file corresponding to the sample volume being tested.
Initiate the Abbott RealTime HCV protocol, as described in the Abbott
m2000rt Operations Manual, Operating Instructions Section.

POST PROCESSING PROCEDURES

1

Clean the PCR cooler as described in the PCR cooler instruction
manual and return to the Reagent Preparation Area.

2. Place the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in a sealable plastic
bag and dispose of according to the Abbott m2000rt Operations
Manual along with the gloves used to handle the plate.

3. Clean the Splash-Free Support Base before next use, according to
the Abbott m2000rt Operations Manual.

4. For the manual sample preparation method users, refer to the Clean

Up section of the Manual Sample Preparation for Abbott RealTime
RNA Assays Procedure (List No. 06L73).

ASSAY PROTOCOL II: ABBOTT m2000sp INSTRUMENT
AND ABBOTT m2000rt INSTRUMENT

For a detailed description of how to perform an Abbott m2000sp
instrument and Abbott m2000rt instrument protocol refer to the

Abbott m2000sp and Abbott m2000rt Operations Manuals, Operating
Instructions sections. The 96-sample capability requires Abbott
m2000sp Software Version 4.0 or higher. Please follow Abbott m2000sp
Operations Manual (List 09K20-04 or higher) and addendum or
addenda.

Laboratory personnel must be trained to operate the Abbott m2000sp
and Abbott m2000rt instruments. The operator must have a thorough
knowledge of the applications run on the instruments and must follow

good laboratory practices.

1

Thaw assay controls and IC at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C. Thaw
calibrators at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C only if performing a
calibration run; see QUALITY CONTROL PROCEDURES section of
this package insert.

e Once thawed, assay controls, IC, and calibrators can be stored at
2°C to 8°C for up to 24 hours before use.

e Vortex each assay calibrator and each control 3 times for 2 to 3
seconds before use. Ensure that the contents of each vial are at
the bottom after vortexing by tapping the vials on the bench to
bring liquid to the bottom of the vial.

2. Thaw amplification reagents at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C and
store at 2°C to 8°C until required for the amplification master mix
procedure.

e Once thawed the amplification reagents can be stored at 2°C to

8°C for up to 24 hours if not used immediately.

NOTE: Use 1 bottle of mLysis Buffer, 1 vial of IC, and 1 Abbott
RealTime HCV Amplification Reagent Kit to support up to
24 reactions. Use a second set of reagents to support 25
to 48 reactions, a third set of reagents to support 49 to 72
reactions and a fourth set of reagents to support 73 to 96
reactions WITH THE EXCEPTION OF mMICROPARTICLES.
USE ONLY TWO BOTTLES OF mMICROPARTICLES WHEN
PROCESSING 25 TO 96 REACTIONS.

3. Gently invert the Abbott mSample Preparation bottles to ensure a

homogeneous solution. If crystals are observed in any of the reagent
bottles upon opening, allow the reagent to equilibrate at room
temperature until the crystals disappear. Do not use the reagents
until the crystals have dissolved.

Vortex each IC 3 times for 2 to 3 seconds before use.

Use a calibrated precision PIPETTE DEDICATED FOR INTERNAL
CONTROL USE ONLY to add 500 pL of IC to each bottle of mLysis
Buffer. Mix by gently inverting the container 5 to 10 times to minimize
foaming.

10.

A total of 96 samples can be processed in each run. A negative
control, a low positive control, and a high positive control are
included in each run, therefore allowing a maximum of 93 specimens
to be processed per run.

e The Abbott RealTime HCV assay minimum sample volume and
associated rack requirements on the Abbott m2000sp are:

Abbott RealTime HCV
Minimum Sample Volume
Assay Application

Rack Tube Diameter® 0.2mL 0.5mL
13 mm 11.6 mm - 14.0 mm 0.7 mL 1.0 mL
16 mm 15.0 mm - 16.0 mm 1.0 mL 1.3 mL

2 Refers to sample tube outer diameter

e [f frozen, thaw specimens at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C. Once
thawed, specimens can be stored at 2°C to 8°C for up to 6 hours,
if not processed immediately.

e Vortex each specimen 3 times for 2 to 3 seconds before
loading on the Abbott m2000sp worktable. Specimens
showing particulate matter or turbidity should be clarified by
centrifugation at 2,000g for 5 minutes prior to testing. Aliquot
each specimen into clean tubes or vials if necessary. Refer to the
Abbott m2000sp Operations Manual for tube sizes. Avoid touching
the inside of the cap when opening tubes.

Place the low and high positive controls, the negative control, the

calibrators, if applicable, and the patient specimens into the Abbott

m2000sp sample rack.

Place the 5 mL Reaction Vessels into the Abbott m2000sp 1 mL
subsystem carrier.

Load the Abbott mSample Preparation System reagents and the
Abbott 96 Deep-Well Plate on the Abbott m2000sp worktable as
described in the Abbott m2000sp Operations Manual, Operating
Instructions.

From the Protocol screen, select the appropriate application file
corresponding to the sample volume being tested. Initiate the sample
extraction protocol as described in the Abbott m2000sp Operations
Manual, Operating Instruction.

e Enter calibrator (needed if a calibration curve has not been stored
on the Abbott m2000rt) and control lot specific values in the
Sample Extraction: Worktable Setup, Calibrator and Control
fields. Lot-specific values are specified in each Abbott RealTime
HCV Calibrator and Control Kit Card.

¢ The Abbott m2000sp Master Mix Addition protocol (step 12)
must be initiated within 1 hour after completion of Sample
Preparation.

NOTE: Change gloves before handling the amplification reagents.

11.

Load the amplification reagents and the master mix vial on the
Abbott m2000sp worktable after sample preparation is completed.
e Each amplification reagent pack supports up to 24 reactions.

e Prior to opening the amplification reagents, ensure that the
contents are at the bottom of the vials by tapping the vials in an
upright position on the bench.

* Remove and discard the amplification vial caps.

e A second amplification reagent pack is required if performing 25
to 48 reactions.

¢ A third amplification reagent pack is required if performing 49 to
72 reactions.

e A fourth amplification reagent pack is required if performing 73 to
96 reactions.

. Select the appropriate deep well plate that matches the

corresponding sample preparation extraction. Initiate the Abbott
m2000sp Master Mix Addition protocol. Follow the instructions as
described in the Abbott m2000sp Operations Manual, Operating
Instructions section.

NOTE: The operator should not manually fill any empty/unfilled

wells in the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e After sample extraction is complete, the Abbott m2000sp
automatically fills any empty wells in the Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate when there are greater than 48 samples
processed within a run. Plate fill is not performed for runs
containing 48 samples or fewer.



e If prompted by the instrument, Reagent Carrier 2 should remain
in place, minimally containing the reagent vessel for mElution
Buffer (Reagent Carrier 2, location 6). If this reagent vessel has
been unloaded, place a new reagent vessel with the mElution
Buffer label into Reagent Carrier 2, location 6. System fluid will
be added to the reagent vessel and used to fill empty wells. Once
this process is complete, the system will continue with the master
mix addition.

NOTE: System instructions for use of the automated plate-filling
feature are found in the Abbott m2000sp Operations
Manual (List No. 9K20-04 or higher), section 5, Operating
Instructions, Sample Extraction—Closed Mode.

e The Abbott m2000rt protocol (step 16) must be started within
50 minutes of the initiation of the Master Mix Addition protocol
(step 12).

NOTE: If the run is aborted for any reason subsequent to step 12,
a new 96-well PCR plate must be used if the Abbott
m2000sp Master Mix Addition Protocol (Step 12) will be
repeated.

13. Switch on and initialize the Abbott m2000rt instrument in the
amplification area.

NOTE: The Abbott m2000rt requires 15 minutes to warm-up.

NOTE: Remove gloves before returning to the sample preparation
area.

14. Seal the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate after the Abbott
m2000sp instrument has completed addition of samples and master
mix according to the Abbott m2000sp Operations Manual, Operating
Instructions section.

15. Place the sealed optical reaction plate into the Splash-Free Support
Base for transfer to the Abbott m2000rt instrument.

16. Place the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in the Abbott
m2000rt instrument. From the Protocol screen, select the appropriate
application file corresponding to the sample volume being tested.
Initiate the Abbott RealTime HCV protocol, as described in the Abbott
m2000rt Operations Manual, Operating Instructions section.

NOTE: If creating the Abbott m2000rt test order manually, enter
sample IDs in the corresponding PCR tray locations
according to the “Wells for Selected Plate” grid, found on
the detail screen of the “PCR Plate Results” on the Abbott
m2000sp. See Section 5 of the Abbott m2000sp
Operations Manual.

POST PROCESSING PROCEDURES

1. Remove the Abbott 96 Deep-Well Plate from the worktable and
dispose of according to the Abbott m2000sp Operations Manual.

2. Place the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in a sealable
plastic bag and dispose according to the Abbott m2000rt Operations
Manual, along with the gloves used to handle the plate.

3. Clean the Splash-Free Support Base before next use, according to
the Abbott m2000rt Operations Manual.

QUALITY CONTROL PROCEDURES

Abbott m2000rt Optical Calibration

Refer to the Calibration Procedures section in the Abbott m2000rt
Operations Manual for a detailed description of how to perform an
Abbott m2000rt Optical Calibration.

Optical calibration of the Abbott m2000rt instrument is required for the
accurate measurement and discrimination of dye fluorescence during
the Abbott RealTime HCV assay.

The following Abbott m2000rt Optical Calibration Plates are used to
calibrate the Abbott m2000rt instrument for the Abbott RealTime HCV
assay:

e FAM™ Plate (Carboxyfluorescein)

e ROX™ Plate (Carboxy-X-rhodamine)

e VIC® Plate (Proprietary dye)

Assay Calibration

For a detailed description of how to perform an assay calibration refer to
the Abbott m2000sp and Abbott m2000rt Operations Manuals, Operating
Instructions sections.

A calibration curve is required to quantitate the HCV RNA concentration
of specimens and controls. Two assay calibrators are run in replicates
of 3 to generate a calibration curve (HCV concentration versus the
threshold cycle [Ct] at which a reactive level of fluorescent signal is
detected). The calibration curve slope and intercept are calculated and

stored on the instrument. The concentration of HCV RNA in a sample is

calculated from the stored calibration curve. Results are automatically

reported on the Abbott m2000rt workstation.

Follow the procedure for sample extraction, master mix addition,

amplification and detection protocols as stated in the Abbott m2000sp

Operations Manual and the Abbott m2000rt Operations Manual.

Once an Abbott RealTime HCV calibration is accepted and stored, it may

be used for 6 months. During this time, all subsequent samples may be

tested without further calibration unless:

e An Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit with a new lot
number is used.

e An Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps) with a new
lot number is used.

e An Abbott RealTime HCV application file for a different sample
volume is used.

Detection of Inhibition

An IC threshold cycle (Ct) assay validity parameter is established during
a calibration run.

A defined, consistent quantity of IC is introduced into each specimen,
calibrator, and control at the beginning of sample preparation and
measured on the Abbott m2000rt instrument to demonstrate proper
specimen processing and assay validity. The IC is composed of an RNA
sequence unrelated to the HCV target sequence.

The median amplification cycle at which the IC target sequence
fluorescent signal is detected in calibration samples establishes an IC Ct
validity range to be met by all subsequent processed specimens.

An error control flag is displayed when a specimen or control fails to
meet this specification. Refer to the Abbott m2000rt Operations Manual
for an explanation of the corrective actions for the error control flag.
Specimens whose IC Ct value exceeds the established range must be
retested starting with sample preparation.

Negative and Positive Controls

A negative control, a low positive control, and a high positive control are
included in each test order to evaluate run validity.

The lot specific values for the low positive control and high positive
control are specified on each Abbott RealTime HCV Control Kit Card and
must be entered into the assay test order when a run is performed.

An error control flag is displayed when a control result is out of range.
Refer to the Abbott m2000rt Operations Manual for an explanation of
the corrective actions for the error control flag. If negative or positive
controls are out of range, all of the specimens and controls from that
run must be reprocessed, beginning with sample preparation.

The presence of HCV must not be detected in the negative control. HCV
detected in the negative control is indicative of contamination by other
samples or by amplified product introduced during sample preparation or
during preparation of the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate. To avoid
contamination, clean the Abbott m2000sp instrument and the Abbott
m2000rt instrument and repeat sample processing for controls and
specimens following the Procedural Precautions. If negative controls
are persistently reactive, contact your Abbott representative.

Monitoring the Laboratory for the Presence of Contamination
It is recommended that this test be done at least once a month to
monitor laboratory surfaces and equipment for contamination by
amplification product. It is very important to test all areas that may have
been exposed to processed specimens, controls, and calibrators, and/
or amplification product. This includes routinely handled objects such
as pipettes, the Abbott m2000sp and Abbott m2000rt function keys,
laboratory bench surfaces, microcentrifuges, and centrifuge adaptors.
1. Add 0.8 mL RNase-free water to a 1.7 mL molecular biology grade
microcentrifuge tube.

2. Saturate the cotton tip of an applicator (Puritan or equivalent) in the
RNase-free water from the microcentrifuge tube.

3. Using the saturated cotton tip of the applicator, wipe the area to be
monitored using a sweeping motion. Place the applicator into the
microcentrifuge tube.

4. Swirl the cotton tip in RNase-free water 10 times, and then press the
applicator along the inside of the tube so that the liquid drains back
into the solution at the bottom of the microcentrifuge tube. Discard
the applicator.

5. Pipette 0.5 mL of mWash 1 buffer to a clean tube using the pipette
dedicated for Internal Control use.

6. Add 20 pL of the mWash 1 buffer to each microcentrifuge tube.
7. Cap the microcentrifuge tube.



10.

11.

Test this sample according to the assay procedure section of this
package insert.

e Transfer liquid from the microcentrifuge tube to a 5 mL Reaction
Vessel.

e Bring the volume to 1.5 mL with RNase-free water.

The presence of contamination is indicated by the detection of HCV

nucleic acid in the swab samples.

If HCV nucleic acid is detected on equipment, follow the cleaning
and decontaminating guidelines given in that equipment’s operations
manual. If HCV nucleic acid is detected on surfaces, clean the
contaminated areas with 1.0% (v/v) sodium hypochlorite solution,
followed by 70% ethanol or water.

NOTE: Chlorine solutions may pit equipment and metal. Use
sufficient amounts or repeated applications of 70% ethanol
or water until chlorine residue is no longer visible.

Repeat testing of the contaminated area by following steps 1

through 10.

RESULTS

Calculation

The concentration of viral HCV RNA in a sample or control is calculated
from the stored calibration curve. The Abbott m2000rt instrument
automatically reports the results on the Abbott m2000rt workstation.
Assay results can be reported in IlU/mL or Log IU/mL.

INTERPRETATION OF RESULTS

Sample Volume

Result Interpretation

0.5 mL Not Detected Target not detected
< 1.08 Log IU/mL? Detected
1.08 to 8.00 Log IU/mL
> 8.00 Log IU/mL > ULQ®

0.2 mL Not Detected Target not detected
< 1.48 Log IU/mLP Detected
1.48 to 8.00 Log IU/mL
> 8.00 Log IU/mL > uULQ

a 12 JU/mL

530 IU/mL

¢ ULQ = upper limit of quantitation

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE

Optimal performance of this test requires appropriate specimen
collection, handling, preparation, and storage (refer to the
SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, AND TRANSPORT TO THE
TEST SITE section of this package insert).

Human serum and plasma specimens (ACD-A or EDTA) may

be used with the Abbott RealTime HCV assay. The use of other
anticoagulants has not been validated with the Abbott RealTime HCV
assay.

Use of the Abbott RealTime HCV assay is limited to personnel who
have been trained in the procedures of a molecular diagnostic assay
and the Abbott m2000sp and Abbott m2000rt instruments.

The instruments and assay procedures reduce the risk of
contamination by amplification product. However, nucleic acid
contamination from the calibrators, positive controls, or specimens
must be controlled by good laboratory practice and careful
adherence to the procedures specified in this package insert.

As with any diagnostic test, results from the Abbott RealTime HCV
assay should be interpreted in conjunction with other clinical and
laboratory findings. A specimen with the result of “Not Detected”
cannot be presumed to be negative for HCV RNA.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The following performance characteristics were determined using the
Abbott RealTime HCV assay with the Abbott m2000sp and the 0.5 mL
sample preparation procedure, unless otherwise specified.

Limit of Detection (LoD)

The LoD is defined as the HCV RNA concentration detected with a
probability of 95% or greater.

Limit of Detection, 0.5 mL Sample Volume

The LoD of the Abbott RealTime HCV assay is 12 IU/mL with the 0.5 mL
sample preparation procedure.

The LoD was determined by testing dilutions of the Second WHO
International Standard for Hepatitis C Virus RNA (NIBSC 96/798)
prepared in HCV negative human plasma. Testing was performed with

3 lots of amplification reagents on 3 instrument systems. The results,
representative of the analytical sensitivity of the Abbott RealTime HCV
assay, are summarized in Table 1.

Table 1. Detection Rates for 0.5 mL Sample Volume (LoD)

Number Number Percent
(lU/mL) Tested Detected Detected
25.0 57 57 100
20.0 57 57 100
15.0 57 55 96
12.5 57 53 93
10.0 57 56 98
75 57 51 89
5.0 57 46 81
2.5 57 33 58

Probit analysis of the data determined that the concentration of HCV
RNA detected with 95% probability was 10.5 IU/mL
(95% Cl 8.6-14.0 IU/mL).

Limit of Detection, 0.2 mL Sample Volume

The LoD of the Abbott RealTime HCV assay is 30 I[U/mL with the 0.2 mL
sample preparation procedure and was determined as described for the
0.5 mL sample preparation procedure. The results, representative of the
analytical sensitivity performance of the Abbott RealTime HCV assay, are
summarized in Table 2.

Table 2. Detection Rates for 0.2 mL Sample Volume (LoD)

Number Number Percent
(lU/mL) Tested Detected Detected
50.0 60 59 98
35.0 60 60 100
25.0 60 59 98
20.0 592 48 81
15.0 60 53 88
12.5 60 54 90
10.0 60 39 65
7.5 60 27 45

2 One sample was inhibited and was excluded from the data analysis.

Probit analysis of the data determined that the concentration of HCV
RNA detected with 95% probability was 23.8 IU/mL

(95% CI 17.4-59.7 IU/mL).

Linear Range

The upper limit of quantitation (ULQ) for the Abbott RealTime HCV
assay is 100 million IU/mL and the lower limit of quantitation is
equivalent to LoD (12 IU/mL for the 0.5 mL sample preparation
procedure, 30 IU/mL for the 0.2 mL sample preparation procedure).

A 9-member panel prepared by diluting HCV armored RNA from 8.21
log IU/mL to 0.91 log IU/mL in HCV negative human plasma was tested.
The results, representative of the Abbott RealTime HCV assay linearity,
are shown in Figure 1.



Figure 1. Linearity in Plasma

. y=1.00x - 0.01
r=0.999
7] n= 106

Abbott RealTime HCV log IUfmL

Target Conc. log IU/mL

Table 3. Precision with the Abbott m2000sp and Abbott
m?2000rt Instruments

Conc. Conc. Within-Run Between-Run
Panel Mean Mean Component Component Inter-Assay
Member n  (IU/mL) (Log IU/mL) sp? sp? spab
1 65° 8 0.88 0.25 0.00 0.25
2 72 91 1.96 0.08 0.04 0.09
3 72 564 2.75 0.05 0.03 0.06
4 72 8,853 3.95 0.03 0.02 0.04
5 719 61,320 4.79 0.04 0.02 0.04
6 719 925118 5.97 0.04 0.02 0.04
7 719 10,045,506 7.00 0.07 0.01 0.07
8 719 109,257,360  8.04 0.04 0.01 0.04

2 Standard deviations (SD) are in Log IU/mL.

b Inter-assay contains within-run and between-run components.

¢ HCV RNA was not detected in 7 replicates.

d One replicate was excluded from the data analysis due to an instrument error.

Table 4. Precision with Manual Sample Preparation Method

Within-Run Between-Run

A 9-member panel prepared by diluting HCV armored RNA from 8.33 log
IU/mL to 1.03 log IU/mL in HCV negative human serum was tested. The
results, representative of the Abbott RealTime HCV assay linearity, are
shown in Figure 2.

Figure 2. Linearity in Serum
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Linearity analysis was performed following the CLSI EP06-A%® guideline.
The Abbott RealTime HCV assay was shown to be linear in serum and
plasma across the range of HCV RNA concentrations tested.

Precision

The precision of the Abbott RealTime HCV assay was evaluated for
the 0.5 mL sample preparation procedure using the Abbott m2000sp
instrument and the manual sample preparation method. An 8-member
HCV RNA panel was prepared. Panel members 1, 3, and 5 were
dilutions of an HCV viral stock in negative human plasma. Panel
members 2 and 4 were dilutions of an HCV viral stock in negative
human serum. Panel members 6 through 8 were prepared by diluting
HCV armored RNA in negative human plasma. One lot of amplification
reagents was assigned to each of 3 Abbott m2000 instruments. For
the precision study using the Abbott m2000sp, the panel members
were tested in replicates of 4 in the first run on each instrument pair
and replicates of 5 in each subsequent run, for a total of 15 runs. For
the precision study using the manual sample preparation method, new
dilutions of panel members 1, 2, 3, 5, 7, and 8 were prepared. These
panel members were tested in replicates of 2 or 3 in 5 runs on each
Abbott m2000rt instrument. Analysis was performed according to CLSI
EP10-A2.27 Within-run, between-run, and inter-assay (within-run and
between-run) standard deviations were determined. The Abbott RealTime
HCV assay was designed to achieve an inter-assay standard deviation
(SD) of less than or equal to 0.25 log IU/mL of HCV RNA for samples
containing HCV concentrations from 100 to 100 million IU/mL. The
results, representative of the precision of the Abbott RealTime HCV
assay, are summarized in Tables 3 and 4.

Panel Conc. Mean Conc. Mean Component Component Inter-Assay
Memt n  (lUmL) (LoglU/mL)  SD? spa sDapb
1 41¢ 8 0.93 0.20 0.00 0.20
2 42 79 1.90 0.09 0.03 0.10
3 42 651 2.81 0.06 0.08 0.10
5 419 51,114 47 0.09 0.08 0.12
7 42 9,628,784 6.98 0.07 0.01 0.07
8 42 95,761,398 7.98 0.05 0.04 0.06

2 Standard deviations (SD) are in log IU/mL.

b Inter-assay contains within-run and between-run components.

¢ HCV RNA was not detected in 1 replicate.

d One replicate was excluded from the data analysis due to an instrument error.

Potentially Interfering Substance

The susceptibility of the Abbott RealTime HCV assay to interference by
elevated levels of endogenous substances was evaluated. HCV negative
samples and samples containing 1,000 IU/mL of HCV RNA were tested
according to Table 5.

Table 5. Potential Interfering Substances

Potential Interfering No. Negative Samples  No. Positive Samples

Substance Tested Tested
Bilirubin 10 10
Bilirubin Diluent® 10 10
Hemoglobin 10 10
Protein 10 10
Liposyn 10 10
Liposyn Diluent? 10 10

2 Control condition

No interference in the performance of the Abbott RealTime HCV assay
was observed in the presence of the following substances for all HCV
positive and negative samples tested:

* Hemoglobin 500 mg/dL
e Liposyn (Triglycerides) 3000 mg/dL
e Bilirubin 20 mg/dL

e Protein 9 g/dL

Antivirals and antibiotics at concentrations in excess of peak plasma or
serum levels were tested in 5 pools. No interference in the performance
of the Abbott RealTime HCV assay was observed in the presence of the
drug pools listed in Table 6 for all HCV positive and negative samples
tested.

Table 6. Potentially Interfering Therapeutic Drugs by Drug Pool

Drug Pool Drugs Tested

1 Zidovudine, Saquinavir, Ritonavir, Clarithromycin,
Interferon 2a, Interferon 2b

2 Abacavir sulfate, Amprenavir, Peginterferon 2a,
Peginterferon 2b, Ribavirin

3 Tenofovir disoproxil fumarate, Lamivudine, Indinavir
sulfate, Ganciclovir, Valganciclovir hydrochloride,
Acyclovir

Stavudine, Efavirenz, Lopinavir, Enfuvirtide, Ciprofloxacin

5 Zalcitabine, Nevirapine, Nelfinavir, Azithromycin,
Valacyclovir




The assay was also evaluated by testing 70 specimens that had

been either obtained from individuals diagnosed or screened for an
autoimmune disorder (systemic lupus erythematosus [SLE], anti-nuclear
antibodies [ANA], and rheumatoid factor [RF]) or serologically
characterized as positive for the following viral markers: HBsAg, anti-
HTLV-I/Il, anti-HIV-1, anti-HIV-2. An additional 10 specimens that were
PCR positive for a flavivirus (West Nile virus [n=4] and GB virus C [n=6])
were tested.

HCV RNA was not detected in 77 of the 80 specimens tested. HCV RNA
was detected, but less than LoD, in 3 specimens (1 RF, 1 SLE and 1
anti-HIV-1). Insufficient volume did not allow for confirmation.
Specificity

The target specificity of the Abbott RealTime HCV assay is greater than
or equal to 99.5% after resolution. In a representative study, specificity
was evaluated by testing 56 HCV seronegative serum and 56 HCV
seronegative plasma specimens. The specimens were tested on 3
Abbott m2000 instrument systems with 3 lots of amplification reagents.
HCV RNA was not detected, resulting in 100% (112/112) specificity (95%
Cl 96.76-100.00%).

Cross-Reactivity

The viruses and microorganisms listed in Table 7 were evaluated for
potential cross-reactivity in the Abbott RealTime HCV assay. Purified
nucleic acid or viral lysate from each microorganism or virus was added
to HCV RNA negative samples and samples that contained 1,000 IU/mL
HCV RNA.

Table 7. Potentially Cross-Reactive Microorganisms/Viruses

Microorganism /| Virus Microorganism | Virus

Human immunodeficiency virus 1 Vaccinia virus
Human immunodeficiency virus 2
Human T-lymphotropic virus 1

Hepatitis B virus

BK human polyomavirus
Human papilloma virus 16
Human papilloma virus 18
Epstein-Barr virus
Herpes simplex virus 1
Herpes simplex virus 2
Cytomegalovirus
Human herpesvirus 6B

Neisseria gonorrhoeae
Chlamydia trachomatis
Candida albicans
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Human herpesvirus 8 Mycobacterium gordonae

Varicella-zoster virus Mycobacterium smegmatis

Figure 3. Linearity Across HCV Genotypes
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In the second study, a total of 75 specimens representative of each
genotype were tested with the Abbott RealTime HCV assay. The

results are summarized in Table 8. The correlation between the Abbott
RealTime HCV assay results and those of a comparator assay is shown
in Figure 4. Method comparison analysis was performed according to
CLSI Document EP09-A2.28

Table 8. HCV Genotype Detection

HCV Number of Number of Percent
Dengue virus 4 Genotypes Specimens Tested Specimens Detected Detected

No interference in the performance of the Abbott RealTime HCV assay 1 14 14 100
was observed in the presence of the potential cross-reactants for all 1a 3 3 100
positive and negative samples tested. 1b 12 12 100
Detection and Quantitation of HCV Genotypes 2 9 9 100
The ability of the Abbott RealTime HCV assay to detect and quantitate 2a/2¢ 1 1 100
HCV genotypes was evaluated in 3 studies. In the first study, dilution ob o o 10
linearity was demonstrated by diluting 6 specimens, one of each 0
genotype 1 through 6, to target concentrations of 5.0 log IU/mL, 3.5 log 3a 12 12 100
IU/mL, 2.0 log IU/mL, and 1.0 log IU/mL. Four replicates were tested at 3b 1 1 100
each concentration of each genotype. These representative data are 3c 1 1 100
shown in Figure 3. The correlation coefficients ranged from 0.994 to

4 9 9 100
0.998.

4a 3 3 100

4c/4d 1 1 100

5a 4 4 100

6 3 3 100
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Figure 4. HCV Genotype Detection - Correlation between
Abbott RealTime HCV and Comparator

7.0
o%¥ /m
y=124x - 1.16 s
65 r=0.954 o o
®
n=75 vo

6.0
E
5 55
g
3
o
ks
g 5.0
E
g
e
g 45
2

4.0

35

30 T T T T T T

3.0 35 4.0 45 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

Comparator 2 log IU/mL

All Genotypes
Genotype 1b
Genotype 2b
Genotype 3¢

Genotype 4c / 4d

Genotype 1
Genotype 2
Genotype 3a
Genotype 4
Genotype 5a

Genotype 1a
Genotype 2a/ 2c
Genotype 3b
Genotype 4a

000
*xx
aaa
PP
© 00 Genotype 6

eee
ooo
Yyy
000
HER

In the third study, purified RNA transcripts from genotypes 1 through 6
were diluted to a target concentration of 1,000 IU/mL and tested. The
results are summarized in Table 9. The results demonstrated equivalent
quantitation of the genotypes tested.

Table 9. HCV Genotype Transcript Quantitation

HCV Mean Concentration
Genotype (log IU/mL)

1 3.00

2 3.04

3 2.98

4 2.80

5 2.82

6 3.14

Correlation

Specimens from 131 HCV infected patients were tested with the Abbott
RealTime HCV assay and a comparator assay. Method comparison
analysis was performed following CLSI EP09-A2.28 The correlation plot is
shown in Figure 5. One specimen was identified as an outlier and upon
re-analysis excluding the outlier, the correlation coefficient

was 0.950.

Figure 5. Assay Correlation between Abbott RealTime HCV and
Comparator
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TECHNICAL ASSISTANCE:

For technical assistance, call Abbott Technical Services at
1-800-553-7042 (within the US) or +49-6122-580 (outside the US),
or visit the Abbott website at www.molecular.abbott.

SUMMARY OF SAFETY AND PERFORMANCE STATEMENT

A summary of safety and performance (SSP) for this device is available
at https://ec.europa.eu/tools/eudamed. This is the SSP location after
the launch of European Database on Medical Devices. Search for
device using UDI-DI provided on the outer packaging of the device.

This product is licensed from Chiron Corporation and is covered by one
or more of the following US patents 5,714,596, 5,712,088, 5,863,719,
5,372,928, 5,851,759, 6,074,816 and their foreign equivalents.

THE PURCHASE OF THIS PRODUCT ALLOWS THE PURCHASER TO
USE IT FOR AMPLIFICATION OF NUCLEIC ACID SEQUENCES AND
FOR DETECTION OF NUCLEIC ACID SEQUENCES FOR HUMAN IN
VITRO DIAGNOSTICS. NO GENERAL PATENT OR OTHER LICENSE
OF ANY KIND OTHER THAN THIS SPECIFIC RIGHT OF USE FROM
PURCHASE IS GRANTED HEREBY. THIS PROVISION DOES NOT
PROHIBIT THE RESALE OF THIS PRODUCT.

Armored RNA® is a patented technology jointly developed by Ambion,
Inc. and Cenetron Diagnostics, LLC. US patents #5,677,124, #5,919,625,
#5,939,262 and patents pending.

Armored RNA is a registered trademark of Ambion, Inc.

ProClin is a registered trademark of Rohm and Haas.

StrataCooler is a registered trademark of Stratagene.

FAM and ROX are trademarks of Life Technologies Corporation or its
subsidiaries in the US and/or certain other countries.

VIC is a registered trademark of Life Technologies Corporation or its
subsidiaries in the US and/or certain other countries.

Abbott m, m2000, RealTime, m2000rt, and m2000sp are trademarks of
Abbott.

Abbott Molecular Inc. is the legal manufacturer of the

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (List No. 4J86-90)
Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80)

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (List No. 4J86-70)

The Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit is imported into the
European Union by Abbott Diagnostics GmbH, located at Max-Planck-
Ring 2, 65205 Wiesbaden, Germany.

Abbott Molecular Inc.

1300 East Touhy Avenue

Des Plaines. IL 60018 USA .
Abbott GmbH

Max-Planck-Ring 2

65205 Wiesbaden, Germany

© 2005, 2024 Abbott. All Rights Reserved.
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CUSTOMER SERVICE INTERNATIONAL.:
CALL YOUR ABBOTT REPRESENTATIVE

This package insert must be read carefully prior to use. Package insert
instructions must be followed accordingly. Reliability of assay results
cannot be guaranteed if there are any deviations from the instructions in
this package insert.

This Instructions For Use (IFU) is a supplement to the Abbott RealTime
HCV assay (List No. 4J86) package insert, specifically for Dried Blood
Spot (DBS) sample type.

NOTICE TO USER

If a serious incident occurs in relation to this device, the incident should
be reported to the manufacturer and to the appropriate competent
authority of the member state in which the user and/or the patient is
established. To report to the manufacturer, see the contact information
provided in the customer service or technical assistance section of
these instructions.

NAME
Abbott RealTime HCV

INTENDED USE FOR DBS

The Abbott RealTime HCV assay is an in vitro reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) assay for the quantitation of
hepatitis C viral RNA (HCV RNA) in whole blood spotted on cards as
dried blood spots (DBS) (ie, obtained via venipuncture or capillary
blood) from HCV-infected individuals. The Abbott RealTime HCV assay is
intended for use as an aid in the management of HCV-infected patients
undergoing antiviral therapy. The Abbott RealTime HCV assay is not for
screening blood, plasma, serum or tissue donors for HCV, or to be used
as a diagnostic test to confirm the presence of HCV infection.

INTENDED USER

The intended users for the Abbott RealTime HCV assay are laboratory
professionals.

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Hepatitis C virus (HCV) is one of the major causes of liver disease. It
was estimated that about 1.1% of the population are chronically infected
with hepatitis C' and approximately 700,000 people die each year from
hepatitis C-related liver disease.2 HCV is a positive-strand RNA virus and
transmitted primarily through intravenous drug use and through blood
products. About 55 to 85% of HCV-infected individuals develop chronic
hepatitis, with up to 30% of chronically infected individuals developing

en

04J86-010

51-608440/R3

cirrhosis.” In patients with cirrhosis, the incidence of hepatocellular
carcinoma is 2 to 4% per year.'

Quantitative measurement of HCV RNA level in peripheral blood has
been shown to be an essential parameter in management of various
anti-HCV therapies.®'® With the advent of direct acting antiviral
regimens, the treatments for HCV infection are advanced dramatically.
The objective of anti-HCV therapies is to achieve a sustained virologic
response (SVR), presented as continued absence of detectable HCV
RNA.2-% Measurements of HCV viral load have been used to individualize
treatment duration and response-guided therapy or to determine

and predict sustained or non-sustained virologic response of antiviral
therapy.25

The majority of global HCV burden is found in low- and middle-income
countries (LMICs).™ Identification of patients with active HCV infection is
very limited in these resource-constrained areas. Whole blood collected
as Dried Blood Spot (DBS) can be used as an alternative to serum

or plasma for HCV RNA testing. DBS represents a feasible option that
eliminates many logistical and technical limitations associated with
serum or plasma collection, processing, storage, and shipment. World
Health Organization (WHO) Guidelines on Hepatitis C testing include
recommendations for using DBS in HCV virological testing in resource-
limited areas.™

The Abbott RealTime HCV assay for DBS uses reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR) technology combined with
homogeneous real time fluorescent detection for the quantitation of
HCV RNA in DBS. The selection of a conserved region of the HCV
genome provides for the detection of genotypes 1 through 6. The
assay is standardized against the 2" WHO International Standard for
Hepatitis C Virus RNA (NIBSC Code 96/798) and results are reported
in international units/mL (IU/mL) or its log base 10 equivalent.

BIOLOGICAL PRINCIPLES OF THE PROCEDURE

The Abbott RealTime HCV assay for DBS requires 3 reagent kits:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

The Abbott RealTime HCV assay for DBS uses RT-PCR to generate
amplified product from the HCV RNA genome in human DBS specimens.
The steps of the Abbott RealTime HCV assay for DBS consist of
pre-analytical DBS treatment, sample preparation, RT-PCR assembly,
amplification, detection, and result reporting. Pre-analytical DBS
treatment is performed using the Abbott mSample Preparation System
DBS Buffer Kit, prior to specimen loading on the Abbott m2000sp
system. Following the pre-analytical DBS treatment, all subsequent steps
are executed automatically by the Abbott m2000sp and Abbott m2000rt
systems.

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert
for more details on sample preparation, RT-PCR assembly, amplification,
and detection.

AMPLIFICATION REAGENT EXTENDED USE

The optional amplification reagent extended use feature allows
amplification reagent packs and IC to be used a total of 2 times.
Amplification reagent packs containing prepared master mix may be
stored at —10°C or colder, capped and protected from light, for up to

14 days before the second use. The internal control (IC) may be stored
capped at —10°C or colder for up to 14 days before the second use. The
second use should not exceed the expiration date of the reagent.

An overview of this feature is provided in Appendix 1 of this IFU.
Throughout this IFU, amplification reagent packs and IC that have not
yet been used will be referred to as new amplification reagent packs
and IC (ie, initial use). Amplification reagent packs that have been used
once and contain prepared master mix will be referred to as partial
amplification reagent packs. IC vials that have been used once will be
referred to as partial IC vials.



PREVENTION OF NUCLEIC ACID CONTAMINATION
Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.

REAGENTS
Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Diagnostic Use

The Abbott RealTime HCV assay for DBS is not for screening blood,
plasma, serum, or tissue donors for HCV, or to be used as a diagnostic
test to confirm the presence of HCV infection.

SAFETY PRECAUTIONS

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.
Abbott RealTime HCV assay for DBS only uses Abbott m2000sp and
Abbott m2000rt instruments.

SPECIAL PRECAUTIONS

Handling Precautions for DBS Specimens

The Abbott RealTime HCV assay for DBS is only for use with

whole blood or DBS specimens that have been handled and stored

as described in the SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, AND

TRANSPORT TO THE TEST SITE section.

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.

Handling precautions specific for DBS:

e Ensure that DBS cards are fully dried prior to storage in bag with
desiccants. Inappropriate spotting, drying, storage and handling of
DBS may lead to inaccurate test results.

e To avoid carryover contamination, use a new pipette tip for each
DBS sample when pushing the spot out from the perforated DBS
card. If a non-perforated DBS card is used, ensure that the tool
used to excise the spot is decontaminated prior to and after contact
with the DBS sample.

Work Areas

Only two dedicated areas, Sample Preparation Area and Amplification
Area, are recommended when the Abbott m2000sp and Abbott
m2000rt are used.

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.
Aerosol Contamination

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.
Contamination and Inhibition

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.

Contamination From External dU-Containing

Amplified Product

Laboratories that use or have used HCV amplification assays that
include post-PCR processing of the amplified product may be
contaminated by dU-containing amplified product. Such contamination
may cause inaccurate results in the Abbott RealTime HCV assay for
DBS. Refer to the Monitoring the Laboratory for the Presence of
Contamination section of the Abbott RealTime HCV assay (List No.
4J86) package insert. When negative controls are persistently reactive
or where contamination with dU-containing HCV amplified product is
likely to have occurred, it is recommended that the laboratory use uracil-
N-glycosylase (UNG) contamination control procedure if decontamination
of the laboratory is unsuccessful.

STORAGE INSTRUCTIONS

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (List No. 4J86-90)
-10°C e New and Partial Abbott RealTime HCV Amplification
/ﬂ/ Reagent Packs and Internal Control (IC) vials must
be stored at —10°C or colder when not in use. Care
must be taken to separate the Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Pack that is in use from direct
contact with samples, calibrators, and controls.
e Partial amplification reagent packs and IC must
be stored at —10°C or colder, capped, upright, and
protected from light, following initial use.
If stored this way, partial amplification reagent packs
with prepared master mix may be used a second
time within 14 days of initial use. IC may also be
used a second time within 14 days of being thawed,
if stored capped at —10°C or colder. After 2 uses,
partial amplification reagent packs and IC should be
discarded. The second use should not exceed the
expiration date of the reagent.

Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80)

-10°C e The Abbott RealTime HCV Negative and Positive
/H/ Controls must be stored at —10°C or colder.

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (List No. 4J86-70)

-10°C e The Abbott RealTime HCV Calibrator A and
/H/ Calibrator B must be stored at —10°C or colder.

SHIPPING CONDITIONS
Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.
INDICATION OF INSTABILITY OR DETERIORATION OF

REAGENTS
Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.

INSTRUMENT PROCEDURE

The Abbott RealTime HCV for DBS application file must be installed

on the Abbott m2000sp and Abbott m2000rt systems from the Abbott
RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application CD-ROM
(List No. 01L69-040 or higher) prior to performing the assay. For detailed
information on application file installation, refer to the Abbott m2000sp
and Abbott m2000rt Operations Manuals, Operating Instructions section.

SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, AND TRANSPORT
TO THE TEST SITE

Specimen Collection and Storage

e To prepare DBS, use finger prick or EDTA whole blood. EDTA whole
blood should be maintained under controlled temperature conditions
during storage and shipment (2°C to 8°C for up to 48 hours, or
ambient temperature not exceeding 30°C for up to 24 hours).

e EDTA whole blood collected in a tube should be mixed thoroughly
by gentle inversions prior to spotting. Spot the blood onto the one-
half-inch (12 millimeter) circles on Ahlstrom-Munktell TFN paper
card or Whatman 903, ensuring that the entire circle is covered. It
is recommended that at least 70 pL of blood (approximately 3 to 5
blood drops) be used for each circle to ensure full coverage.

e Air dry the card at ambient temperature for a minimum of 3 hours.
Package each card in a sealable bag with desiccant packs (at least
2 to 3 desiccant packs).

e DBS specimen cards can be stored under the conditions as
specified in the table below prior to assay processing.

DBS Specimen Card Storage

Condition Maximum Storage Time
2°C to 30°C at ambient humidity 18 weeks
<37°C at ambient humidity 12 weeks
<45°C at ambient humidity 8 weeks
<38°C at high humidity (< 85%) 4 weeks
-25°C to -15°C at ambient humidity 18 weeks
-70°C or colder at ambient humidity 18 weeks

Specimen Transport
Ship specimens according to the recommended storage temperature
and time listed in the Specimen Collection and Storage section
above. For domestic and international shipments, specimens should be
packaged and labeled in compliance with applicable state, federal, and
international regulations covering the transport of clinical, diagnostic, or
biological specimens.
ABBOTT REALTIME HCV ASSAY PROCEDURE FOR DBS
Materials Required But Not Provided
e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (List No. 4J86-90)
e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (List No. 4J86-70)
e Abbott RealTime HCV Control Kit (List No. 4J86-80)
For Abbott m2000sp Instrument Sample Preparation Area
e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit
(List No. 09N02-001)
e Abbott m2000sp instrument (List No. 09K14-01, 09K14-02)
e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)
(List No. 04J70-24)
e Calibrated precision pipettes capable of delivering 20 to 1000 pL
(Calibrated precision pipettes capable of delivering <20 puL may be
required if using UNG.)



e Aerosol barrier pipette tips for 20 to 1000 pL pipettes (Aerosol
barrier pipette tips capable of delivering <20 uL may be required if
using UNG.)

* Vortex Mixer

e Master Mix Tube (List No. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (List No. 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (List No. 04J71-20)

® 200 mL reagent vessels (List No. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (List No. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (List No. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (List 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (List No. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (List No. 01L69-040 or higher)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (List No. 09N03-001)

e 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps (List No. 03N20-01) optional

e Uracil N-Glycosylase (UNG)?2 (List No. 6L87-02)

alf needed, per the Contamination From External dU-Containing

Amplified Product section of this IFU.

For Abbott m2000rt Instrument Amplification Area

e Abbott m2000rt instrument (List No. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (List No. 01L69-040 or higher)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (List No. 04J71-93)

Other Materials

e Biological safety cabinet approved for working with infectious
materials

e Sealable bag for DBS card

e Desiccant pack for DBS card

e Ahlstrom-Munktell TFN paper card and/or Whatman 903

e Sealable plastic bag for disposal of 96-well reaction plate

¢ RNase-free water (Eppendorf or equivalent)®

e 1.7 mL molecular biology grade microcentrifuge tubes (Dot
Scientific, Inc. or equivalent)b

e Cotton Tip Applicators (Puritan or equivalent)?

bNote: These 3 items are used in the procedure for Monitoring the

Laboratory for the Presence of Contamination. Refer to the QUALITY

CONTROL PROCEDURES section in the Abbott RealTime HCV assay

(List No. 4J86) package insert.

Procedural Precautions

e Read the instructions in this IFU carefully before processing
specimens.

e Amplification reagents and internal control may be used up to
2 times, as described in this IFU. The Abbott RealTime HCV
Calibrators, Negative Control, Low Positive Control, and High
Positive Control vials are intended for single-use only and should be
discarded after use.

e Use aerosol barrier pipette tips or disposable pipettes only 1 time
when pipetting specimens or IC. To prevent contamination to the
pipette barrel while pipetting, care should be taken to avoid touching
the pipette barrel to the inside of the sample tube or container. The
use of extended aerosol barrier pipette tips is recommended.

e Monitoring procedures for the presence of amplification product can
be found in the QUALITY CONTROL PROCEDURES section.

e To reduce the risk of nucleic acid contamination, clean and
disinfect spills of specimens by including the use of a tuberculocidal
disinfectant such as 1.0% sodium hypochlorite or other suitable
disinfectant.

e The Abbott RealTime HCV Calibrators and Controls must be
prepared in conjunction with the specimens to be tested. The use
of the Abbott RealTime HCV Controls and Calibrators is integral to
the performance of the Abbott RealTime HCV assay. Refer to the
QUALITY CONTROL PROCEDURES section.

e The Abbott m2000sp Master Mix Addition protocol must be initiated
within 1 hour after completion of Sample Preparation.

e If the Abbott m2000sp master mix addition protocol is aborted, then
discard the amplification reagents that were being used for the
second time. New reagent packs being used for the first time may
be saved and stored for later use as described in this manual.

e The Abbott m2000rt protocol must be started within 50 minutes
of the initiation of the Master Mix Addition protocol. If the Abbott
m?2000rt instrument run is not initiated within 50 minutes, or is
interrupted or aborted, seal the Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate in a sealable plastic bag and dispose according to the Abbott
m2000rt Operations Manual along with the gloves used to handle
the plate.
IMPORTANT: Amplification reagents that will be used a second
time must be stored at —10°C or colder within 50 minutes of the
initiation of the master mix addition protocol.

ASSAY PROTOCOL: DBS SAMPLES USING THE ABBOTT
m2000sp AND THE ABBOTT m2000rt INSTRUMENTS
For a detailed description of how to perform an Abbott m2000sp
instrument and Abbott m2000rt instrument protocol, refer to the

Abbott m2000sp and Abbott m2000rt Operations Manuals, Operating

Instructions sections. The DBS protocol requires Abbott m2000sp

Software Version 6.0 or higher. Please follow Abbott m2000sp

Operations Manual (List 09K20 version 6 or higher).

A total of 96 samples can be processed in each run. An Abbott

RealTime HCV Negative Control, Low Positive Control, and High Positive

Control are included in each run, therefore allowing a maximum of

93 DBS specimens to be processed per run when calibrators are not

included. Process Calibrators and Controls directly as liquid samples;

step 1 through step 5 are for DBS only. Do not process plasma or
serum specimens on any run where DBS protocol is used. For each

DBS sample, a single Abbott Master Mix Tube should be used for the

entire sample processing procedure. Ensure DBS samples are labeled

throughout processing.

1. Fill the Abbott Master Mix Tube with 1.3 mL of mDBS buffer from
the Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit (List No.
09N02-001).

NOTE: Do not use mLysis Buffer or any other reagents for this
step

2. Hold perforated DBS paper card above the Abbott Master Mix Tube.

3. Push the DBS circle out of the card using a clean pipette tip, 1
DBS circle per Abbott Master Mix Tube. Each DBS should be
approximately one-half-inch (12 millimeters) in diameter.

NOTE: USE A NEW PIPETTE TIP FOR EACH DBS SAMPLE TO
PREVENT CROSS-CONTAMINATION.

Alternatively, from non-perforated DBS paper, cut out 1 entire DBS
(approximately one-half-inch in diameter) for each specimen and
transfer to an Abbott Master Mix Tube.

NOTE: Avoid direct contact of the cutting surface with DBS
specimens. Decontaminate the tool used to cut DBS between
specimens if necessary, according to good laboratory practices.

4. Ensure that the DBS circle is fully submerged in the mDBS Buffer
by tapping the tube or using the pipette tip to push the DBS into the
buffer.

NOTE: If a pipette tip is used to push the DBS into the buffer,
ensure that the pipette tip does not cause DBS buffer volume
loss due to liquid containment in the tip and/or absorption of the
buffer by the tip filter.

5. Manually shake or swirl the sample tubes. Do not vortex the
samples. Incubate for 30 minutes (+2 minutes) at ambient
temperature.

6. Meanwhile, thaw assay controls and internal control (IC) at 15°C to
30°C or at 2°C to 8°C. Thaw calibrators at 15°C to 30°C or at 2°C to
8°C only if performing a calibration run.

NOTE: Once thawed, assay controls, IC, and calibrators can be
stored at 2°C to 8°C for up to 24 hours before use.

7. Vortex each assay calibrator and each control 3 times for 2 to 3
seconds before use. Ensure that the contents of each vial are at
the bottom by tapping the vials on the bench to bring liquid to the
bottom of the vial. Ensure bubbles or foam is not generated; if
present, remove with a sterile pipette tip, using a new tip for each
vial.

8. Thaw amplification reagents at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C and
store at 2°C to 8°C until required for the amplification master mix
procedure.

9. Select new and/or partial amplification reagent packs to be used in
the run. Refer to the Abbott m2000sp Operations Manual
(List No. 09K20 version 6 or higher), Operating Instructions section,
for instructions pertaining to amplification reagent pack inventory
management. Amplification reagent packs must have the same
lot number.



Thaw new amplification reagents at 15°C to 30°C or at 2°C to 8°C
and store at 2°C to 8°C until required for the amplification master mix
procedure.

NOTE: Once thawed, the new amplification reagents can be stored
at 2°C to 8°C for up to 24 hours if not used immediately. Partial
amplification reagent packs being used a second time should NOT
be stored at 2°C to 8°C before use. They should be kept at —10°C
or colder until needed for master mix addition. Once removed
from the freezer, cumulative room temperature exposure should
not exceed 25 minutes, including instances where packs are
removed from storage, but not used. If 25 minutes is exceeded,
discard the partial amplification reagent packs.

The following table shows the number of sample preparation reagents
and internal control vials needed based on the number of reactions.

Sample Preparation Reagents and Internal Control Requirements

1to24 25t0 48 49 to 72 73 to 96
Reagent Reactions Reactions Reactions Reactions
mMicroparticles 1 bottle 2 bottles 2 bottles 2 bottles
mLysis 1 bottle 2 bottles 3 bottles 4 bottles
mWash 1 1 bottle 2 bottles 3 bottles 4 bottles
mWash 2 1 bottle 2 bottles 3 bottles 4 bottles
mElution Buffer 1 bottle 2 bottles 3 bottles 4 bottles
Internal Control? 1 new 1 new 2 new 2 new
vial or vial or vials or vials or
1 partial 2 partial 3 partial 4 partial
vial vials vials vials

a8 A combination of new and partial vials of Internal Control may be used.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Gently invert the Abbott mSample Preparation bottles to ensure a
homogeneous solution. If crystals are observed in any of the reagent
bottles upon opening, allow the reagent to equilibrate at room
temperature until the crystals disappear. Do not use the reagents
until the crystals have dissolved.

Vortex each IC 3 times for 2 to 3 seconds before use.

Use a calibrated precision pipette DEDICATED FOR INTERNAL
CONTROL USE ONLY to add 500 pL of IC to each bottle of mLysis
Buffer. Mix by gently inverting the container 5 to 10 times to minimize
foaming. Partial vials of IC can be recapped and stored at —10°C or
colder for a second use.

Place the low and high positive controls, the negative control, and
the calibrators, if applicable, into the Abbott m2000sp sample racks.

After the incubation is complete, manually shake or swirl the DBS
sample tubes and then place them into the Abbott m2000sp sample
racks.

NOTE: Ensure that the Abbott m2000sp sample racks have been
calibrated specifically for the Abbott RealTime HCV procedure for
DBS.

Load the sample racks carefully to avoid splashing. If used, bar
codes on tube labels must face right for scanning. Ensure that each
tube is placed securely in the sample rack so that the bottom of the
tube reaches the inside bottom of the rack.

Load filled sample racks onto the Abbott m2000sp in consecutive
sample rack positions, with the first rack farthest to the right on the
worktable, and any additional rack progressively to the left of the
first rack.

Place the 5 mL Reaction Vessels into the Abbott m2000sp 1 mL
subsystem carrier.

Load the Abbott mSample Preparation System reagents and the
Abbott 96 Deep-Well Plate on the Abbott m2000sp worktable as
described in the Abbott m2000sp Operations Manual, Operating
Instructions section.

From the Protocol screen, select the HCV RNA DBS application file.
Initiate the sample extraction protocol as described in the Abbott
m2000sp Operations Manual, Operating Instruction section.

Enter calibrator (needed if a calibration curve has not been stored
on the Abbott m2000rt) and control lot specific values in the
Sample Extraction: Worktable Setup, Calibrator and Control fields.
Lot-specific values are specified in each Abbott RealTime HCV
Calibrator and Control Kit Card.

21.

22.

23.

24,

25.

The Abbott m2000sp Master Mix Addition protocol (step 28) must be
initiated within 1 hour after completion of Sample Preparation.

NOTE: Change gloves before handling the amplification reagents.
Load the amplification reagents and the master mix tube (if needed)
on the Abbott m2000sp worktable after sample preparation is
completed. The following table shows the number of amplification
reagent packs needed based on the number of reactions.

If only 1 amplification reagent pack is being used, no master mix
tube is required.

Amplification Reagent Pack Requirements?

1to24 25 to 48 49 to 72 73 to 96
Reactions Reactions Reactions Reactions
1 if new; 2 if new; 3 if new; 4 new

up to 4 with up to 4 with up to 4 with or

partial packs partial packs partial packs partial packs

2 Refer to the Abbott m2000sp Operations Manual (List No. 09K20 version
6 or higher) for instructions on inventory management to determine the
maximum number of reactions that can be tested with the partial packs
selected.

e Partial amplification reagent packs can only be used on the same
Abbott m2000sp instrument used for the reagent pack’s initial
preparation. Using an amplification reagent pack for a second
time on a different instrument will result in an error, which may
delay the run.

e Partial and new amplification reagent packs may be
used together.

IMPORTANT: Partial amplification reagent packs should be stored

at — 10°C or colder until inmediately before the second use.

Confirm that master mix is thawed before placing partial pack(s)

on the Abbott m2000sp worktable. Once removed from —10°C

or colder storage, partial amplification reagent packs being used

a second time must be used within 25 minutes or discarded.

This applies to cumulative room temperature exposure, including

instances where packs are removed from storage, but not used.

Ensure that the contents of new amplification reagent packs are at

the bottom of the vials prior to opening the amplification reagents by

tapping the vials in an upright position on the bench 5 to 10 times.

e Do not tap partial amplification reagent packs being used a
second time. Tapping may result in loss of master mix volume in
the cap.

Remove caps. If a new amplification reagent pack will be stored

for a second use, the vials will need to be recapped for storage. If

planning to reuse the original caps to recap the reagent vials, save

the original caps. If planning to use fresh caps to recap the reagent
vials, original caps may be discarded.

If the uracil N-glycosylase (UNG) is used for contamination

control, follow the instructions below.

Use a PIPETTE DEDICATED FOR REAGENT USE ONLY to add

specified volume of 1 U/uL UNG (List No. 6L87-02) to the reagent

vial in position 3 of new and partial amplification reagent packs.

Manually mix by pipetting gently up and down for all partial packs.

Do not mix new packs.

e Use the table below to determine the volume of UNG to add to
the reagent vial in position 3 of new and partial amplification
reagent packs. The reagent vial in position 3 of a new reagent
pack contains the thermostable rTth polymerase enzyme. The
reagent vial in position 3 of a partial reagent pack contains the
master mix.



Volume of UNG to Add to the Reagent Vial in Position 3 of Each
Amplification Reagent Pack

Tests Remaining in the Pack Add This Volume of UNG (pL)

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (new pack) 27

NOTE: The volume of UNG added to the reagent vial in position
3 depends upon the number of tests remaining in the reagent
pack, and not the number of samples being run. Refer to the
Abbott m2000sp Operations Manual for instructions pertaining
to amplification reagent pack inventory management and how to
determine the number of tests remaining in a reagent pack.

26. Partial amplification packs are loaded to the left of new amplification
reagent packs on the Abbott m2000sp worktable.

27. Ensure that amplification reagent packs are firmly seated on the
instrument.

28. Select the appropriate deep-well plate that matches the
corresponding sample preparation extraction. Initiate the Abbott
m2000sp Master Mix Addition protocol. Follow the instructions as
described in the Abbott m2000sp Operations Manual, Operating
Instructions section.

NOTE: The operator should not manually fill any empty/unfilled

wells in the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e After sample extraction is complete, the Abbott m2000sp
automatically fills any empty wells in the Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate with mElution buffer when there are greater than
48 samples processed within a run. Plate fill is not performed for
runs containing 48 samples or fewer.

¢ If prompted by the instrument, Reagent Carrier 2 should remain
in place, minimally containing the reagent vessel for mElution
Buffer (Reagent Carrier 2, location 6). If this reagent vessel has
been unloaded, place a new reagent vessel with the mElution
Buffer label into Reagent Carrier 2, location 6. System fluid will
be added to the reagent vessel and used to fill empty wells. Once
this process is complete, the system will continue with the master
mix addition.

NOTE: System instructions for use of the automated plate-filling

feature are found in the Abbott m2000sp Operations Manual (List

No. 09K20 version 6 or higher), section 5, Operating Instructions,

Sample Extraction-Closed Mode.

e The Abbott m2000rt protocol (step 33) must be started within 50
minutes of the initiation of the Master Mix Addition protocol
(step 28).

NOTE: If the run is aborted for any reason subsequent to step 28,
a new Abbott 96-Well Optical Reaction Plate must be used if the
Abbott m2000sp Master Mix Addition Protocol (step 28) will be
repeated.

29. Switch on and initialize the Abbott m2000rt instrument in the
Amplification Area.

NOTE: The Abbott m2000rt requires 15 minutes to warm-up.
NOTE: Remove gloves before returning to the sample preparation
area.

30. Seal the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate after the Abbott
m2000sp instrument has completed addition of samples and master
mix according to the Abbott m2000sp Operations Manual, Operating
Instructions section.

31. Place the sealed optical reaction plate into the Abbott Splash-Free
Support Base for transfer to the Abbott m2000rt instrument.

If the uracil N-glycosylase (UNG) is used, follow the instructions
below:

32. Transfer the sealed optical plate to the Abbott Splash-Free Support
Base and incubate at room temperature (15°C to 30°C) for 10
minutes. Following room temperature incubation, transfer the Abbott
96-Well Optical Reaction Plate on the Abbott Splash-Free Support
Base to the Abbott m2000rt instrument.

33. Place the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in the Abbott
m2000rt instrument. From the Protocol screen, select the HCV RNA
DBS application file. Initiate the protocol as described in the Abbott
m2000rt Operations Manual, Operating Instructions section.

NOTE: Test order transfer through the use of CD-ROM or network
connection with export and import features of the m2000sp and
m2000rt software is recommended. If creating the Abbott m2000rt
test order manually, enter sample IDs in the corresponding

PCR tray locations according to the “Wells for Selected Plate”
grid, found on the detail screen of the “PCR Plate Results” on
the Abbott m2000sp. See Section 5 of the Abbott m2000sp
Operations Manual.

34. If a prepared partial amplification reagent pack is to be used a
second time, cap the 3 reagent vials with the saved caps or new
caps (List No. 3N20-01) and promptly store the reagents at —10°C or
colder, protected from light, and in an upright position. Discard any
amplification reagent packs that are exhausted or have been used
twice.

IMPORTANT: Amplification reagents that will be used a second
time must be stored at —10°C or colder within 50 minutes of the
initiation of the master mix addition protocol.

POST PROCESSING PROCEDURES

1. Remove the Abbott 96 Deep-Well Plate from the worktable and
dispose of according to the Abbott m2000sp Operations Manual.

2. Place the Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in a sealable
plastic bag and dispose according to the Abbott m2000rt Operations
Manual along with the gloves used to handle the plate.

3. Clean the Abbott Splash-Free Support Base before next use,
according to the Abbott m2000rt Operations Manual.

QUALITY CONTROL PROCEDURES

Abbott m2000rt Optical Calibration

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.
Assay Calibration

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.

For DBS testing using Abbott m2000sp and Abbott m2000rt: Once an
Abbott RealTime HCV calibration is accepted and stored, it may be used
for 6 months. During this time, all subsequent samples may be tested
without further calibration unless:

e An Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit with a new lot
number is used.

e An Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps) with a new
lot number is used.

e A new Abbott RealTime HCV RNA DBS application file is installed.
Detection of Inhibition

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.
Negative and Positive Controls

Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.

Monitoring the Laboratory for the Presence of Contamination
Refer to the Abbott RealTime HCV assay (List No. 4J86) package insert.



RESULTS FOR DBS SPECIMENS

The reported DBS sample concentration result from the Abbott m2000rt
DBS protocol run represents the HCV viral concentration in the plasma
of the whole blood specimen from which the DBS specimen is obtained.
The Abbott m2000rt instrument automatically reports the results on

the Abbott m2000rt workstation. Assay results can be reported in
International Units IU/mL, or Log IU/mL.

Interpretation of Results

Result Interpretation

Not Detected Target not detected

<2.66 Log IU/mL? Detected
2.66 to 8.00 Log IU/mL
>8.00 Log IU/mL >ULQP

2462 IU/mL
b ULQ = upper limit of quantitation

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

e FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE

e Optimal performance of this test requires appropriate specimen
collection, storage, and transport to the test site (refer to the
SPECIMEN COLLECTION, STORAGE, AND TRANSPORT TO THE
TEST SITE section of this package insert).

e Whole blood specimens collected in EDTA tubes may be used to
generate DBS that are tested with the Abbott RealTime HCV assay
for DBS. The use of other anticoagulants has not been validated
with the Abbott RealTime HCV assay for DBS.

e Use of the Abbott RealTime HCV assay for DBS is limited to
personnel who have been trained in the procedures of DBS
preparation and pre-processing, a molecular diagnostic assay and
the Abbott m2000 system.

e The instruments and assay procedures reduce the risk of
contamination by amplification product. However, nucleic acid
contamination from the calibrators, positive controls, or specimens
must be controlled by good laboratory practices and careful
adherence to the procedures specified in this package insert.

e As with any diagnostic test, results from the Abbott RealTime HCV
assay for DBS should be interpreted in conjunction with other
clinical and laboratory findings. A specimen with a result of “Not
Detected” cannot be presumed to be negative for HCV RNA.

e Inappropriate collection, drying, storage, and handling of DBS cards
may lead to inaccurate test results.

e Ahlstrom-Munktell TFN and Whatman 903 DBS cards may be used.
The use of other cards has not been validated with Abbott RealTime
HCV assay.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS FOR DBS
SPECIMENS

Limit of Detection (LoD)

The LoD of the Abbott RealTime HCV assay is 462 IU/mL with the

DBS sample type. The LoD was determined by testing DBS samples
prepared with a dilution series of the WHO International Standard for
Hepatitis C Virus RNA diluted in HCV negative whole blood. Testing for
each HCV RNA concentration was performed with 4 lots of amplification
reagents across 3 days. The results, representative of the analytical
sensitivity performance of the Abbott RealTime HCV assay for DBS, are
summarized in Table 1.

Table 1. Abbott RealTime HCV for DBS Limit of Detection (LoD)

HCV RNA Number Number Percent
(IU/mL) Tested Detected Detected
500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64

50 84 26 31

Probit analysis of the data determined that the concentration of HCV
RNA detected from dried blood spot with 95% probability was 462 1U/mL
(95% CI 381 to 593 IU/mL).

Linear Range

The upper limit of quantitation (ULQ) for the Abbott RealTime HCV
assay is 100 million [U/mL and the lower limit of quantitation is
equivalent to the LoD (462 IU/mL) for the DBS claim. A 7-member DBS
panel was prepared with HCV armored RNA diluted to concentrations
ranging from 200 million IU/mL to 316 IU/mL in HCV negative whole
blood. The results, representative of the Abbott RealTime HCV assay
linearity for DBS, are shown in Figure 1.

Figure 1. Abbott RealTime HCV Assay for DBS Linearity
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The Abbott RealTime HCV assay for DBS is shown to be linear across
the range of HCV RNA concentrations tested (316 to 200 million 1U/mL,
2.5 to 8.3 Log IU/mL).

Specificity

The target specificity of the Abbott RealTime HCV assay for DBS is
greater than or equal to 99.5%. Specificity was determined by analyzing
119 HCV sero-negative specimens, across 2 lots of amplification
reagents. The overall specificity was 100% (119/119).

Precision

Precision was evaluated by testing a 6-member DBS panel targeted to
cover the HCV RNA concentration range from 316 IU/mL to 200 million
IU/mL. Panel members with concentrations lower than 5 Log IU/mL
(100,000 1U/mL) were prepared with HCV positive clinical specimen
diluted in HCV negative whole blood, while panel members with
concentrations greater than 5 Log IU/mL (100,000 IU/mL) were prepared
with HCV armored RNA diluted in HCV negative whole blood. Each panel
member was tested in 5 replicates once per day for 5 days, on 3

Abbott m2000sp/rt pairs with 3 amplification reagent lots. Within run,
between run, and inter-assay (within-run and between-run) standard
deviations (SD) were determined. The Abbott RealTime HCV assay

for DBS was designed to achieve an inter-assay standard deviation

(SD) of less than or equal to 0.25 Log IU/mL of HCV RNA for samples
containing HCV concentrations from 10,000 to 100 million IU/mL. The
results, representative of the precision of the Abbott RealTime HCV
assay for DBS, are summarized in Table 2.



Table 2. Abbott RealTime HCV Assay for DBS Precision

Between-Lot/

Mean Concentration Mean Concentration Within-Run Between-Run Inter-Assay Instrument
Panel Member N (IU/mL) (Log IU/mL) Component SD2¢ Component SD? SDab Component SD? Total®®
1 63d 420 2,62 0.26 0.07 0.27 0.00 0.27
2 75 1,435 3.16 0.23 0.00 0.23 0.09 0.25
3 75 13,211 4.12 0.06 0.04 0.07 0.05 0.09
4 75 395,427 5.60 0.04 0.03 0.05 0.02 0.05
5 75 14,008,770 7.15 0.12 0.04 0.13 0.05 0.14
6 75 316,713,566 8.50 0.04 0.03 0.05 0.05 0.07

2 Standard deviations (SD) are in Log IU/mL.

b Inter-Assay contains Within-Run and Between-Run components.

¢ Total includes Within-Run, Between-Run, and Between-Lot/Instrument components.

dMean concentration of panel member 1 is below LoD. The precision estimates are based on the replicates that are quantitated.
€ Within-Run SD is also known as Repeatability. Total SD is also known as Reproducibility.

Repeatability and Reproducibility for Panel Member 1 (near LLoQ) were 0.26 Log IU/mL and 0.27 Log IU/mL respectively, and for Panel Member 2
(near LLoQ) were 0.23 Log IU/mL and 0.25 Log IU/mL respectively. Repeatability and reproducibility for Panel Member 5 (near ULoQ) were
0.12 Log IU/mL and 0.14 Log IU/mL respectively, and for Panel Member 6 (near ULoQ) were 0.04 Log IU/mL and 0.07 Log IU/mL respectively.

Correlation

HCV RNA quantitation was compared between the Abbott RealTime HCV assay using dried blood spots and the CE-marked comparator assay,
Abbott RealTime HCV testing using human plasma. Plasma and DBS specimens from a total of 346 subjects (collected and tested in Georgia,
Cameroon, and Greece) were included in the analysis. Both DBS prepared from venous blood and DBS prepared from capillary blood (finger prick)
were tested by the Abbott RealTime HCV assay for DBS. The quantitative results from specimens that fell within the assays’ dynamic ranges were
analyzed by the least squares linear regression method and Bland-Altman bias method (DBS capillary versus plasma N=346, DBS venous versus
plasma N=346, and DBS capillary versus DBS venous N=345). For the correlation between DBS capillary and plasma, the correlation coefficient was
0.843, the slope was 0.91 (95% CI 0.85 to 0.97), and the intercept was 0.48 Log IU/mL (95% CI 0.12 to 0.84)(Figure 2). For the correlation between
DBS venous and plasma, the correlation coefficient was 0.840, the slope was 0.94 (95% CIl 0.88 to 1.00), and the intercept was 0.31 Log IU/mL

(95% CI -0.07 to 0.69)(Figure 3). For the correlation between DBS capillary and DBS venous, the correlation coefficient was 0.943, the slope was
0.91 (95%Cl 0.87 to 0.94), and the intercept was 0.53 Log IU/mL (95% CI 0.33 to 0.72)(Figure 4). Additionally, Bland-Altman plots for these same
comparisons are presented in Figure 5, Figure 6, and Figure 7. The mean bias difference between DBS capillary and plasma was -0.05 Log IU/mL.
The mean bias difference between DBS venous and plasma was -0.04 Log IU/mL. The mean bias difference between DBS capillary and DBS venous
was -0.02 Log IU/mL.

Predicted bias between the DBS Capillary and Plasma was evaluated at LLoQ and ULoQ target levels. In addition, predicted bias between DBS Venous
and Plasma was evaluated at LLoQ and ULoQ target levels. Refer to Table 3 for the predicted bias summary.

Table 3. Predicted Bias Between DBS (Capillary or Venous) and Plasma at LLoQ and ULoQ

Viral Load Target Level Predicted Bias
Comparison Level (Log IU/mL) (Log IU/mL)
DBS Capillary vs Plasma LLoQ 2.66 0.24
uLoQ 8.00 -0.26
DBS Venous vs Plasma LLoQ 2.66 0.15
uLoQ 8.00 -0.17




Figure 2. DBS Capillary and Plasma

Figure 5. DBS Capillary Versus Plasma
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APPENDIX 1. OVERVIEW OF THE ABBOTT REALTIME HCV AMPLIFICATION REAGENT EXTENDED USE FEATURE

The amplification reagent extended use feature allows for the use of an amplification reagent pack and internal control (IC) a total of 2 times.
Amplification reagent packs that have not yet been used to prepare master mix are referred to as new amplification reagent packs. Amplification
reagent packs that have been used once and contain prepared master mix are referred to as partial amplification reagent packs. Refer to the
instructions provided in this manual for additional details.

Storage Conditions (Amplification Reagent Pack and Internal Control Vials)

Pack Type Storage Temperature Storage Time
New Packs -10°C or colder Until date shown on label
New IC -10°C or colder Until date shown on label

Partial Packs
Partial IC

-10°C or colder (protected from light)
-10°C or colder

Up to 14 days after initial use

Up to 14 days after initial use

e |f using UNG for contamination control procedure, refer to the Assay Protocol step 25 and 32 for specific instructions.

Select combination of new and/or partial
packs required for run.

New Pack(s) Partial Pack(s)

Remove new pack(s)
from freezer (< -10°C).

Thaw at 2°C to 8°C or
15°C to 30°C.

/H/-W“C

Y

Once thawed, store at
2°C to 8°C for < 24 hours,
prior to use.

/ﬂf )
2°C

Complete sample extraction.

Remove partial pack(s)
from freezer (< -10°C).
Confirm that master mix

¢ is thawed before use.

A

Remove caps.

YJ 0°C

.G.-_-

Load pack(s):
Firmly seat all packs;

< 60 nfinutes partial packs to left.
1
- )
1
X <25 njinutes
: Load master mix tube - n':
if usi than 1 K.
Initialize Abbott ! I using more than 1 pac :
m2000rt, . ¢ !
y A4

Start master mix protocol.

Master mix protocol complete.

1

1

1

! 1

.
Seal PCR plate.
<50 nfinutes \ 4 < 50 minutes

1 1

' Recap partial pack(s) v '

. after first use. !

. Transfer PCR plate :

I to Abbott m2000rt. '

1 + ¢ !

J[ "€y | store partial pack(s) at < -to'c :

ore partial pack(s) at <-10°C,
- ) 3 . Start Abbott m2000rt ;
upright and protected from light. protocol. < v

Discard empty packs
and partial packs after
second use.

e Amplification reagent packs eligible for extended use must have a 6-digit serial number above the barcode.

e Partial amplification reagent packs can only be used a second time on the same instrument as the initial use. Using them on a different instrument
will generate a processing error, which may delay the run.

e Partial and new amplification reagent packs may be used together. All amplification reagent packs used on the instrument for a run must have the
same lot number.
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Abbott RealTime HCV

Erganzung fir Dried Blood Spot

(DBS, Trockenblutproben)
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Bitte Anderungen beachten

Erlauterung der verwendeten Symbole

GTIN Global Trade ltem Number

Bestellnummer

In-vitro-Diagnostikum

Maximal zulédssige Zeitspanne

Temperaturobergrenze

Temperaturgrenze

Bevolimachtigter in der Europdischen
Gemeinschaft/Europdischen Union

Hersteller

L~ GhYg

BEI FRAGEN WENDEN SIE SICH BITTE AN IHREN
ABBOTT KUNDENDIENST

Diese Packungsbeilage muss vor der Verwendung aufmerksam gelesen
werden. Die Anweisungen der Packungsbeilage sind zu befolgen. Bei
Abweichungen von den Anweisungen dieser Packungsbeilage kann die
Zuverlassigkeit der Assay-Ergebnisse nicht garantiert werden.

Diese Gebrauchsanweisung ist eine Ergdnzung zur Packungsbeilage
des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86), speziell fir den
Probentyp Dried Blood Spot (DBS, Trockenblutproben).

HINWEIS FUR BENUTZER

Bei schwerwiegenden Vorféllen im Zusammenhang mit diesem Produkt
sollte der Vorfall dem Hersteller und der zustdndigen Behdrde des
Landes, in dem der Benutzer und/oder Patient wohnhaft sind, gemeldet
werden. Kontaktinformationen zum Hersteller enthalt der Abschnitt
»Kundendienst” in dieser Packungsbeilage.

NAME
Abbott RealTime HCV

ZUR VERWENDUNG MIT DBS

Der Abbott RealTime HCV-Assay nutzt einen Assay mit In-vitro-Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) zur Quantifizierung
von RNA des Hepatitis-C-Virus (HCV-RNA) in Vollblut von HCV-infizierten
Personen, das als Trockenblutprobe (DBS) auf Karten aufgebracht
wurde (d. h. entnommen Uber Venenpunktion oder Kapillarblut). Der
Abbott RealTime HCV-Assay ist als Hilfsmittel bei der Behandlung von
HCV-infizierten, antiviral behandelten Patienten vorgesehen. Der Abbott
RealTime HCV Assay ist nicht zum Screening von Blut-, Plasma-,
Serum- oder Gewebespendern auf HCV oder zur Verwendung als
diagnostischer Test zur Bestétigung einer HCV-Infektion vorgesehen.

VORGESEHENE BENUTZER
Die vorgesehenen Benutzer des Abbott RealTime HCV-Assays sind
Laborfachkréfte.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG DES TESTS
Das Hepatitis-C-Virus (HCV) ist eine der Hauptursachen fiir eine
Lebererkrankung. Schétzungen zufolge sind etwa 1,1 % der Bevolkerung
chronisch mit Hepatitis C infiziert' und sterben jedes Jahr etwa

700.000 Menschen an Hepatitis-C-bedingten Lebererkrankungen.?

HCYV ist ein RNA-Virus mit positiver Polaritdt, das hauptséchlich

Uber intravendsen Drogenkonsum und Uber Blutprodukte (ibertragen
wird. Etwa 55 bis 85 % der HCV-infizierten Personen erkranken an
chronischer Hepatitis, wobei bis zu 30 % der chronisch infizierten Personen
eine Leberzirrhose entwickeln.! Bei Patienten mit Leberzirrhose liegt die
Inzidenz eines hepatozelluldren Karzinoms bei 2 bis 4 % pro Jahr.!

Die quantitative Messung des Gehalts an HCV-RNA im peripheren Blut
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hat sich als wesentlicher Parameter beim Management verschiedener
Anti-HCV-Therapien erwiesen.®'3 Mit der Einfiihrung von direkt
wirkenden antiviralen Therapieverfahren hat sich die Behandlung

von HCV-Infektionen dramatisch weiterentwickelt. Ziel der Anti-HCV-
Therapien ist es, ein dauerhaftes virologisches Ansprechen (SVR) zu
erreichen, das sich als dauerhaftes Fehlen nachweisbarer HCV-RNA
zeigt.2> Messungen der HCV-Viruslast wurden zur Individualisierung
der Behandlungsdauer und der reaktionsorientierten Therapie oder zur
Bestimmung und Prognose einer dauerhaften bzw. nicht dauerhaften
virologischen Reaktion auf die antivirale Therapie eingesetzt.2®

Der GroBteil der globalen HCV-Belastung betrifft Ldnder mit niedrigem
und mittlerem Einkommen (LMICs)." Die Identifizierung von Patienten
mit aktiver HCV-Infektion ist in diesen Gebieten aufgrund der
eingeschrénkten Ressourcen sehr begrenzt. Vollblut in Form von Dried
Blood Spot (DBS, Trockenblutprobe) kann als Alternative zu Serum
oder Plasma fiir HCV-RNA-Tests eingesetzt werden. Die DBS-Methode
ist eine praktikable Option, die viele logistische und technische
Einschrankungen im Zusammenhang mit der Gewinnung, Verarbeitung,
Lagerung und dem Versand von Serum oder Plasma beseitigt. Die
Leitlinien der Weltgesundheitsorganisation (WHO) zu Hepatitis-C-Tests
enthalten Empfehlungen fir die Verwendung der DBS-Methode bei
virologischen HCV-Tests in Gebieten mit begrenzten Ressourcen.'
Der Abbott RealTime HCV-Assay fiir DBS verwendet die Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) in Kombination mit
einem homogenen Echtzeit-Fluoreszenznachweis zur Quantifizierung
der HCV-RNA in DBS. Die Auswahl einer konservierten Region des
HCV-Genoms ermdglicht den Nachweis der Genotypen 1 bis 6. Der
Assay wurde gegen den 2. Internationalen WHO-Standard fir Hepatitis C
Virus-RNA (NIBSC-Code 96/798) standardisiert', und die Ergebnisse
werden in internationalen Einheiten/ml (IE/ml) oder dem entsprechenden
Logarithmus zur Basis 10 angegeben.

BIOLOGISCHE VERFAHRENSGRUNDLAGEN

Der Abbott RealTime HCV-Assay fiir DBS umfasst 3 Reagenzkits:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

* Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Der Abbott RealTime HCV-Assay fur DBS verwendet RT-PCR zur
Erzeugung eines amplifizierten Produkts aus dem HCV-RNA-Genom

in humanen DBS-Proben. Die Schritte des Abbott RealTime HCV-
Assays fur DBS bestehen aus prdanalytischer DBS-Behandlung,
Probenvorbereitung, RT-PCR-Aufbau, Amplifikation, Detektion und
Ergebnisausgabe. Die praanalytische DBS-Behandlung wird mit dem
Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit durchgefuhrt,
bevor die Probe in das Abbott m2000sp System geladen wird. Nach der
praanalytischen DBS-Behandlung werden alle nachfolgenden Schritte
automatisch von den Systemen Abbott m2000sp und Abbott m2000rt
ausgefihrt.

Weitere Informationen zu Probenvorbereitung, RT-PCR-Aufbau, Amplifikation
und Detektion finden Sie in der Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-
Assays (Bestellnr. 4J86).

ERWEITERTE VERWENDUNG FUR DAS
AMPLIFIKATIONSREAGENZ

Mit der optionalen erweiterten Verwendungsfunktion fir das
Amplifikationsreagenz kénnen die Reagenzpackungen zur Amplifikation
und die IC insgesamt 2 x verwendet werden. Reagenzpackungen zur
Amplifikation mit vorbereitetem Master Mix kdnnen vor der zweiten
Verwendung bis zu 14 Tage lang verschlossen und vor Licht geschiitzt
bei -10 °C oder kélter gelagert werden. Die interne Kontrolle (IC) kann
vor der zweiten Verwendung bis zu 14 Tage lang verschlossen bei -10 °C
oder kalter gelagert werden. Die zweite Verwendung muss vor Ablauf
des Verfallsdatums des Reagenz erfolgen.

Eine Ubersicht tiber diese Funktion finden Sie in Anhang 1 dieser
Gebrauchsanweisung.

In dieser Gebrauchsanweisung werden Reagenzpackungen zur
Amplifikation und IC, die noch nicht verwendet wurden, als neue
Reagenzpackungen zur Amplifikation bzw. neue IC (d. h. erstmalige
Anwendung) bezeichnet. Reagenzpackungen zur Amplifikation, die
einmal verwendet wurden und einen vorbereiteten Master Mix enthalten,
werden als partielle Reagenzpackungen zur Amplifikation bezeichnet.
IC-Flaschchen, die einmal verwendet wurden, werden als partielle IC-
Flaschchen bezeichnet.



VERMEIDEN EINER NUKLEINSAUREKONTAMINATION
Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestelinr. 4J86).

REAGENZIEN
Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Zur Verwendung als In-vitro-Diagnostikum

Der Abbott RealTime HCV-Assay fiir DBS ist nicht zum Screening

von Blut-, Plasma-, Serum- oder Gewebespendern auf HCV oder zur
Verwendung als diagnostischer Test zur Bestatigung einer HCV-Infektion
vorgesehen.

SICHERHEITSVORKEHRUNGEN

Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr.
4J86). Der Abbott RealTime HCV-Assay fir DBS verwendet nur die
Gerate Abbott m2000sp und Abbott m2000rt.

BESONDERE VORSICHTSMASSNAHMEN

VorsichtsmaBnahmen bei der Handhabung von DBS-Proben

Der Abbott RealTime HCV-Assay fir DBS ist nur zur Verwendung

mit Vollblut oder DBS-Proben vorgesehen, die wie im Abschnitt

PROBENENTNAHME, LAGERUNG UND TRANSPORT ZUM

TESTSTANDORT beschrieben behandelt und gelagert wurden.

Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).

Spezifische VorsichtsmaBnahmen bei der Handhabung von DBS:

e Sicherstellen, dass die DBS-Karten vor der Lagerung in
einem Beutel mit Trockenmittel vollstandig getrocknet sind.
UnsachgemaBes Auftragen, Trocknen, Lagern und Handhaben der
DBS-Proben kann zu ungenauen Testergebnissen fihren.

e Um eine Kontamination anderer Proben zu vermeiden, fir jede
DBS-Probe eine neue Pipettenspitze verwenden, wenn Sie den
Spot aus der perforierten DBS-Karte herausdrlicken. Wenn eine
nicht perforierte DBS-Karte verwendet wird, sicherstellen, dass das
zum Abtrennen des Spots verwendete Werkzeug vor und nach dem
Kontakt mit der DBS-Probe dekontaminiert wird.

Arbeitsbereiche

Nur zwei fest zugeordnete Bereiche, Probenvorbereitungsbereich und
Amplifikationsbereich, werden zur Bearbeitung empfohlen, wenn Abbott
m2000sp und Abbott m2000rt verwendet werden.

Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).
Kontamination durch Aerosole
Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).
Kontamination und Hemmung
Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).

Kontamination durch externe dU-(Desoxy-Uracil)haltige
Amplifikationsprodukte

Labore, die HCV-Amplifikationsassays verwenden oder verwendet haben,
die die post-PCR-Verarbeitung des amplifizierten Produkts beinhalten, sind
méglicherweise durch dU-haltige Amplifikationsprodukte kontaminiert. Eine
derartige Kontamination kann zu ungenauen Ergebnissen im Abbott RealTime
HCV-Assay fir DBS flihren. Weitere Informationen finden Sie im Abschnitt
Kontaminationskontrolle des Labors in der Packungsbeilage des Abbott
RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86). Wenn Negativ-Kontrollen dauerhaft
reaktiv sind oder wenn eine Kontamination mit einem dU-haltigen HCV-
Amplifikationsprodukt wahrscheinlich ist, wird empfohlen, dass das Labor
das Uracil-N-Glycosylase (UNG)-Kontaminationskontrollverfahren verwendet,
wenn die Dekontamination des Labors nicht erfolgreich ist.

LAGERUNGSANWEISUNGEN
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Bestellnr. 4J86-90)

-10°C e Neue und partielle Abbott RealTime HCV
Reagenzpackungen zur Amplifikation und Flaschchen
mit interner Kontrolle (IC) miissen bei -10 °C oder

kéalter gelagert werden, wenn sie nicht verwendet

werden. Es ist darauf zu achten, dass die Abbott

RealTime HCV Reagenzpackung zur Amplifikation, die

gerade verwendet wird, nicht in direkten Kontakt mit

Proben, Kalibratoren und Kontrollen kommt.

e Partielle Reagenzpackungen zur Amplifikation und IC
mussen nach der ersten Verwendung verschlossen,
aufrecht und vor Licht geschitzt bei 10 “C oder kalter
gelagert werden. Bei entsprechender Lagerung kénnen
partielle Reagenzpackungen zur Amplifikation mit
vorbereitetem Master Mix innerhalb von 14 Tagen
nach der ersten Verwendung ein zweites Mal verwendet
werden. Auch die IC kann innerhalb von 14 Tagen nach
dem Auftauen ein zweites Mal verwendet werden,
wenn sie verschlossen bei -10 °C oder kalter gelagert
wird. Nach 2 Einsatzen missen die partiellen
Reagenzpackungen zur Amplifikation und die partielle
IC entsorgt werden. Die zweite Verwendung muss vor
Ablauf des Verfallsdatums des Reagenz erfolgen.

Abbott RealTime HCV Control Kit (Bestellnr. 4J86-80)

/H/-w"c .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Bestellnr. 4J86-70)

/H/-mf*c .

VERSANDBEDINGUNGEN
Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).
ANZEICHEN AUF INSTABILITAT ODER ZERFALL DER

REAGENZIEN
Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).

GERATEVERFAHREN

Vor der Durchfiihrung des Assays muss die Anwendungsdatei fur
Abbott RealTime HCV fiir DBS auf den Systemen Abbott m2000sp
und Abbott m2000rt von der Abbott RealTime HCV m2000 ROW
System Combined Application CD-ROM installiert werden (Bestellnr.
01L69-040 oder hoher). Detaillierte Informationen zur Installation von
Anwendungsdateien finden Sie in den Abbott m2000sp und Abbott
m2000rt Bedienungsanleitungen, Kapitel Anweisungen zur Bedienung.

PROBENENTNAHME, LAGERUNG UND TRANSPORT
ZUM TESTSTANDORT

Probenentnahme und Lagerung

e Zur Vorbereitung des DBS mittels Fingerstich gewonnenes Vollblut
oder EDTA-Vollblut verwenden. EDTA-Vollblut muss wahrend
Lagerung und Versand unter kontrollierten Temperaturbedingungen
gehalten werden (2 °C bis 8 °C fiir bis zu 48 Stunden oder fiir bis zu
24 Stunden bei einer Umgebungstemperatur von maximal 30 °C).

* In ein Réhrchen entnommenes EDTA-Vollblut vor dem Auftragen
griindlich durch mehrmaliges vorsichtiges Umdrehen durchmischen.
Das Blut auf die 12-mm-Kreise auf der Ahlstrom-Munktell TFN-
Papierkarte oder Whatman 903 auftragen und dabei sicherstellen,
dass der gesamte Kreis bedeckt ist. Es wird empfohlen, fiir jeden
Kreis mindestens 70 pl Blut (ca. 3 bis 5 Bluttropfen) zu verwenden,
um eine vollstdndige Abdeckung zu gewahrleisten.

¢ Die Karte mindestens 3 Stunden lang bei Raumtemperatur an
der Luft trocknen lassen. Jede Karte in einem verschlieBbaren
Beutel mit Trockenmittelpackungen (mindestens 2 bis 3
Trockenmittelpackungen) verpacken.

e DBS-Probenkarten kénnen vor der Assay-Verarbeitung unter den in der
nachfolgenden Tabelle angegebenen Bedingungen aufbewahrt werden.

Die Abbott RealTime HCV negativen und positiven
Kontrollen mussen bei -10 °C oder kélter gelagert
werden.

Abbott RealTime HCV Kalibrator A und Kalibrator B
mussen bei -10 °C oder kalter gelagert werden.

Lagerung der DBS-Probenkarte

Lagerungsbedingung Maximale Lagerungszeit

2 °C bis 30 °C bei Umgebungsfeuchtigkeit 18 Wochen
< 37 °C bei Umgebungsfeuchtigkeit 12 Wochen
< 45 °C bei Umgebungsfeuchtigkeit 8 Wochen
< 38 °C bei hoher Luftfeuchtigkeit (< 85 %) 4 Wochen
-25 °C bis -15 °C bei Umgebungsfeuchtigkeit 18 Wochen
-70 °C oder kélter bei Umgebungsfeuchtigkeit 18 Wochen

Probentransport

Die Proben geméaB der empfohlenen Lagertemperatur und -zeit, die
im obigen Abschnitt Probenentnahme und Lagerung aufgefihrt sind,
versenden. Bei einem Versand ins In- und Ausland sind die Proben
geman den geltenden regionalen, nationalen und internationalen
Bestimmungen zum Transport klinischer, diagnostischer oder
biologischer Proben zu verpacken und zu kennzeichnen.

ABBOTT REALTIME HCV-TESTVERFAHREN FUR DBS
Erforderliche Materialien, die nicht im Lieferumfang enthalten sind
e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Bestellnr. 4J86-90)
e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Bestellnr. 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (Bestellnr. 4J86-80)

Fur den Probenvorbereitungsbereich des Abbott m2000sp Gerats

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (Bestellnr.
09N02-001)

e Abbott m2000sp Gerat (Bestellnr. 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Praparationen)
(Bestellnr. 04J70-24)

e Kalibrierte Prazisionspipetten mit einem Abgabevolumen von 20 bis
1000 pl (Kalibrierte Prézisionspipetten mit einem Abgabevolumen
von < 20 pl sind méglicherweise bei Verwendung von UNG
erforderlich.)



e Pipettenspitzen mit Aerosol-Barriere flr 20- bis 1000-pl-Pipetten
(Pipettenspitzen mit Aerosol-Barriere und einem Abgabevolumen von
< 20 pl sind mdglicherweise bei Verwendung von UNG erforderlich.)

e Vortexmischer

e Mastermix-Réhrchen (Bestellnr. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (Bestellnr. 04J71-30)

e 5-ml-Reaktionseinsétze (Bestellnr. 04J71-20)

e 200-ml-Reagenzeinsatze (Bestellnr. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (Bestellnr. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (Bestellnr. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (Bestellnr. 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (Bestellnr. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (Bestellnr. 01L69-040 oder héher)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (Bestellnr. 09N03-001)

® 1,4-ml-Mikror6hrchen mit 15-mm-Verschluss (Bestellnr. 03N20-01),
optional

e Uracil N-Glycosylase (UNG)? (Bestelinr. 6L87-02)

aBei Bedarf, gemal dem Abschnitt Kontamination durch externe

dU-haltige Amplifikationsprodukte in dieser Gebrauchsanweisung.

Fiir den Amplifikationsbereich des Abbott m2000rt Gerats

e Abbott m2000rt Gerat (Bestellnr. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (Bestellnr. 01L69-040 oder héher)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (Bestellnr. 04J71-93)

Sonstige Materialien

e Biologische Sicherheitswerkbank, zugelassen fir die Arbeit mit
infektiosen Materialien

e VerschlieBbarer Beutel fir DBS-Karte

e Trockenmittelpackung fir DBS-Karte

e Ahlstrom-Munktell TFN-Papierkarte und/oder Whatman 903

e VerschlieBbarer Kunststoffbeutel zur Entsorgung von 96-Well-
Reaktionsplatten

¢ RNase-freies Wasser (Eppendorf oder gleichwertig)®

e 1,7-ml-Mikrozentrifugenréhrchen in molekularbiologischer Qualitat
(Dot Scientific, Inc. oder gleichwertig)®

e Wattestdbchen (Puritan oder gleichwertig)?

PHinweis: Diese 3 Positionen werden im Verfahren zur

Kontaminationsiiberpriifung im Labor verwendet. Weitere Informationen

finden Sie im Abschnitt VERFAHREN ZUR QUALITATSKONTROLLE in der

Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).

VorsichtsmaBnahmen bei der Durchfiihrung

e Die Anweisungen in dieser Gebrauchsanweisung vor der
Probenverarbeitung sorgfaltig durchlesen.

e Amplifikationsreagenzien und interne Kontrolle kbnnen maximal 2 x
verwendet werden, wie in dieser Gebrauchsanweisung beschrieben.
Die Flaschchen fiir Abbott RealTime HCV Calibrators, Negative
Control, Low Positive Control und High Positive Control sind nur fur
den Einmalgebrauch bestimmt und missen nach der Verwendung
entsorgt werden.

e Pipettenspitzen mit Aerosol-Barriere und Einwegpipetten nur 1 x
fur die Pipettierung von Proben oder IC verwenden. Um eine
Kontamination des Pipettenzylinders wahrend der Pipettierung zu
vermeiden, darauf achten, dass der Pipettenzylinder nicht mit der
Innenseite des Probenréhrchens oder -behélters in Berilihrung
kommt. Die Verwendung von extra langen Pipettenspitzen mit
Aerosol-Barriere wird empfohlen.

o Uberwachungsverfahren auf das Vorhandensein eines
Amplifikationsprodukts finden Sie im Abschnitt VERFAHREN ZUR
QUALITATSKONTROLLE.

e Um das Risiko einer Nukleinsdurekontamination zu verringern,
verschittete Proben mit einem tuberkuloziden Desinfektionsmittel
wie 1,0%igem Natriumhypochlorit oder einem anderen geeigneten
Desinfektionsmittel reinigen und desinfizieren.

e Die Abbott RealTime HCV Calibrators und Controls miissen zusammen
mit den zu testenden Proben vorbereitet werden. Die Verwendung der
Abbott RealTime HCV Controls und Calibrators ist von entscheidender
Bedeutung fur die Leistung des Abbott RealTime HCV-Assays.
Néhere Informationen finden Sie im Abschnitt VERFAHREN ZUR
QUALITATSKONTROLLE.

e Das Protokoll zur Abbott m2000sp Master Mix Addition muss innerhalb
von 1 Stunde nach Abschluss der Probenvorbereitung eingeleitet werden.

e Wenn das Protokoll zur Abbott m2000sp Master Mix Addition
abgebrochen wird, miissen die Amplifikationsreagenzien, die
zum zweiten Mal verwendet wurden, entsorgt werden. Neue
Reagenzpackungen, die zum ersten Mal verwendet werden, kdnnen
aufbewahrt und fiir den spateren Gebrauch wie in diesem Handbuch
beschrieben gelagert werden.

e Das Abbott m2000rt-Protokoll muss innerhalb von 50 Minuten
nach Einleitung des Protokolls zur Master Mix Addition gestartet
werden. Wenn der Abbott m2000rt Geratelauf nicht innerhalb
von 50 Minuten eingeleitet bzw. unterbrochen oder abgebrochen
wird, muss die Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in einem
verschlieBbaren Plastikbeutel versiegelt und gemaB Abbott m2000rt
Bedienungsanleitung zusammen mit den Handschuhen, die fir die
Handhabung der Platte verwendet wurden, entsorgt werden.
WICHTIG: Amplifikationsreagenzien, die ein zweites Mal verwendet
werden, miissen innerhalb von 50 Minuten nach Beginn des Protokolls
zur Master Mix Addition bei -10 °C oder kalter gelagert werden.

ASSAY-PROTOKOLL: DBS-PROBEN UNTER VERWENDUNG
DER ABBOTT m2000sp UND ABBOTT m2000rt GERATE
Eine ausfihrliche Beschreibung der Durchflihrung von Abbott m2000sp

und Abbott m2000rt Gerateprotokollen finden Sie in den Abbott m2000sp
und Abbott m2000rt Bedienungsanleitungen, Kapitel Anweisungen

zur Bedienung. Das DBS-Protokoll erfordert die Abbott m2000sp
Software-Version 6.0 oder héher. Bitte befolgen Sie die Abbott m2000sp
Bedienungsanleitung (Bestellnr. 09K20, Version 6 oder hdher).

In einem Durchlauf kénnen insgesamt 96 Proben bearbeitet werden.

In jedem Durchlauf sind eine Abbott RealTime HCV Negativ-Kontrolle,

eine niedrige Positiv-Kontrolle und eine hohe Positiv-Kontrolle enthalten,

sodass pro Lauf maximal 93 DBS-Proben verarbeitet werden kénnen,
sofern keine Kalibratoren enthalten sind. Kalibratoren und Kontrollen
werden direkt als flissige Proben verarbeitet; Schritt 1 bis Schritt 5 sind
nur fur die DBS-Proben vorgesehen. Plasma- oder Serumproben bei
keinem Lauf verarbeiten, bei dem das DBS-Protokoll verwendet wird.

Fir jede DBS-Probe sollte ein einzelnes Abbott Mastermix-Réhrchen fir

das gesamte Probenverarbeitungsverfahren verwendet werden. Die DBS-

Proben miissen wéahrend der gesamten Verarbeitung gekennzeichnet

sein.

1. Das Abbott Mastermix-Réhrchen mit 1,3 ml mDBS-Puffer aus dem
Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit fiillen (Bestellnr.
09N02-001).

HINWEIS: Fir diesen Schritt keinen mLysis Buffer oder andere
Reagenzien verwenden

2. Die perforierte DBS-Papierkarte Uiber das Abbott Mastermix-

Réhrchen halten.

3. Den DBS-Kreis mit einer sauberen Pipettenspitze aus der Karte
herausdriicken, 1 DBS-Kreis pro Abbott Mastermix-Réhrchen. Jeder
DBS sollte einen Durchmesser von etwa 12 mm haben.

HINWEIS: FUR JEDE DBS-PROBE EINE NEUE PIPETTENSPITZE
VERWENDEN, UM KREUZKONTAMINATION ZU VERMEIDEN.
Alternativ aus nicht perforiertem DBS-Papier fir jede Probe 1 gesamten
DBS (Durchmesser ca. 12 mm) ausschneiden und in ein Abbott
Mastermix-Rohrchen Uberflihren.
HINWEIS: Direkten Kontakt der Schnittflache mit DBS-Proben
vermeiden. Bei Bedarf das Werkzeug zum Schneiden der DBS
zwischen den Proben entsprechend den Normen fiir gute
Laborpraxis dekontaminieren.

4. Sicherstellen, dass der DBS-Kreis vollstdndig in den mDBS Buffer
eingetaucht ist. Dazu auf das Rohrchen klopfen oder den DBS mit
der Pipettenspitze in den Puffer schieben.

HINWEIS: Wenn der DBS mit einer Pipettenspitze in den Puffer
geschoben wird, ist darauf zu achten, dass die Pipettenspitze
aufgrund von Fliissigkeitsaufnahme in der Spitze und/oder
Absorption des Puffers durch den Spitzenfilter keinen Verlust des
DBS-Puffervolumens verursacht.

5. Die Probenréhrchen manuell schitteln oder schwenken. Die Proben
nicht vortexen. 30 Minuten lang (+ 2 Minuten) bei Raumtemperatur
inkubieren.

6. Wéhrenddessen die Assay-Kontrollen und die interne Kontrolle (IC)
bei 15 °C bis 30 °C bzw. bei 2 °C bis 8 ‘C auftauen. Kalibratoren
nur bei 15 °C bis 30 °C bzw. bei 2 °C bis 8 °C auftauen, wenn eine
Kalibrierung durchgefiihrt wird.

HINWEIS: Nach dem Auftauen kénnen Assay-Kontrollen, IC und
Kalibratoren vor Gebrauch bis zu 24 Stunden lang bei 2 °C bis
8 °C gelagert werden.

7. Alle Testkalibratoren und alle Kontrollen vor dem Einsatz 3 x fir je
2 bis 3 Sekunden vortexen. Sicherstellen, dass sich der Inhalt jedes
Flaschchens am Boden befindet. Dazu mit den Flaschchen auf die
Tischplatte klopfen, um die Flissigkeit nach unten zu bringen. Es
durfen keine Luft- oder Schaumbléschen vorhanden sein. Blédschen
ggf. mit einer sterilen Pipettenspitze entfernen. Dabei fir jedes
Flaschchen eine frische Spitze verwenden.

8. Die Amplifikationsreagenzien bei 15 °C bis 30 “C bzw. bei 2 °C bis
8 °C auftauen und bei 2 °C bis 8 °C aufbewahren, bis sie fir das
Verfahren fir den Master Mix zur Amplifikation benétigt werden.

9. Neue und/oder partielle Reagenzpackungen zur Amplifikation fur
den Lauf auswéhlen. Anweisungen zum Inventarmanagement der
Reagenzpackung zur Amplifikation finden Sie in der Abbott m2000sp
Bedienungsanleitung (Bestellnr. 09K20 Version 6 oder hdher),



Kapitel Anweisungen zur Bedienung. Reagenzpackungen zur
Amplifikation miissen dieselbe Chargennummer haben.

Neue Amplifikationsreagenzien bei 15 °C bis 30 ‘C bzw. bei 2 °C bis
8 °C auftauen und bei 2 °C bis 8 °C lagern, bis sie fiir das Verfahren
fur den Master Mix zur Amplifikation bendtigt werden.

HINWEIS: Nach dem Auftauen kénnen die neuen
Amplifikationsreagenzien bis zu 24 Stunden bei 2 °C bis 8 °C
gelagert werden, wenn sie nicht sofort verwendet werden. Die
zum zweiten Mal verwendeten partiellen Reagenzpackungen zur
Amplifikation vor Gebrauch NICHT bei 2 °C bis 8 °C lagern. Sie sind
bei Temperaturen von -10 °C oder kélter aufzubewahren, bis sie fiir
die Zugabe zum Master Mix benétigt werden. Nach der Entnahme
aus dem Gefrierschrank darf ihre kumulative Exposition gegeniiber
Raumtemperatur 25 Minuten nicht Giberschreiten; auch dann,
wenn die Packungen aus dem Lagerplatz entnommen, aber nicht
verwendet werden. Wenn 25 Minuten liberschritten werden, sind die
partiellen Reagenzpackungen zur Amplifikation zu entsorgen.
Die folgende Tabelle zeigt die Anzahl der erforderlichen Reagenzien zur
Probenvorbereitung und Flaschchen der internen Kontrolle basierend auf
der Anzahl der Reaktionen.

Benotigte Reagenzien zur Probenvorbereitung und interne Kontrollen

1 bis 24 25 bis 48 49 bis 72 73 bis 96
Reagenz Reaktionen  Reaktionen Reaktionen Reaktionen
mMicroparticles 1 Flasche 2 Flaschen 2 Flaschen 2 Flaschen
mLysis 1 Flasche 2 Flaschen 3 Flaschen 4 Flaschen
mWash 1 1 Flasche 2 Flaschen 3 Flaschen 4 Flaschen
mWash 2 1 Flasche 2 Flaschen 3 Flaschen 4 Flaschen
mElution Buffer 1 Flasche 2 Flaschen 3 Flaschen 4 Flaschen
Interne Kontrolle? 1 neues 1 neues 2 neue 2 neue
Flaschchen  Flaschchen  Flaschchen  Flaschchen
oder 1 oder 2 oder 3 oder 4
partielles partielle partielle partielle

Flaschchen  Flaschchen  Flaschchen  Flaschchen

@ Es kann eine Kombination aus neuen und partiellen Flaschchen der internen
Kontrolle verwendet werden.

10. Die Abbott mSample Preparation Flaschen vorsichtig umdrehen,
um eine homogene Lésung zu gewahrleisten. Wenn in einer der
Reagenzflaschen beim Offnen Kristalle zu sehen sind, dem Reagenz
Zeit lassen, die Raumtemperatur anzunehmen, bis die Kristalle sich
aufgelést haben. Reagenzien erst verwenden, wenn keine Kristalle
mehr vorhanden sind.

. Jedes IC-Flaschchen vor dem Gebrauch 3 x fir je 2 bis 3 Sekunden
vortexen.

12. Mit einer kalibrierten Prézisionspipette ZUR AUSSCHLIESSLICHEN
VERWENDUNG FUR DIE INTERNE KONTROLLE 500 pl IC zu
jeder Flasche mLysis Buffer hinzufligen. Durch vorsichtiges 5- bis
10-maliges Umdrehen vermischen, um Schaumbildung zu vermeiden.
Partielle IC-Flaschchen kénnen erneut verschlossen und fiir eine
zweite Verwendung bei -10 °C oder kalter gelagert werden.

13. Niedrige und hohe Positiv-Kontrollen, Negativ-Kontrolle und
gegebenenfalls die Kalibratoren in die Abbott m2000sp Probenracks
stellen.

14. Nach Abschluss der Inkubation die DBS-Probenréhrchen manuell
schitteln oder schwenken und dann in die Abbott m2000sp
Probenracks stellen.

HINWEIS: Sicherstellen, dass die Abbott m2000sp Probenracks
speziell fir das Abbott RealTime HCV-Verfahren fiir DBS kalibriert
wurden.

15. Die Probenracks vorsichtig beladen, um Spritzer zu vermeiden. Bei
Verwendung von Réhrchen mit Barcodes missen die Etiketten zum
Scannen nach rechts weisen. Sicherstellen, dass jedes Réhrchen
sicher so im Probenrack sitzt, dass die Unterseite des Rohrchens die
Unterseite des Racks erreicht.

16. Die gefiillten Probenracks in aufeinander folgenden Probenrack-
Positionen so auf das Abbott m2000sp laden, dass sich das erste
Rack am weitesten rechts auf dem Arbeitstisch befindet und
jedes weitere Rack jeweils links neben dem vorhergehenden Rack
hinzugefiigt wird.

17. Die 5-ml-Reaktionseinsétze in den Abbott m2000sp Tréager fir das
1-ml-Subsystem stellen.

18. Die Abbott mSample Preparation System Reagenzien und die Abbott
96 Deep-Well Plate auf den Abbott m2000sp Arbeitstisch laden, wie
in der Abbott m2000sp Bedienungsanleitung, Kapitel Anweisungen zur
Bedienung, beschrieben.

1

-
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19.

20.

21.

=

22.

23.

24,

25.

Im Protokollbildschirm die HCV-RNA DBS-Anwendungsdatei auswahlen.
Das Probenextraktionsprotokoll einleiten, wie im Kapitel Anweisungen
zur Bedienung der Abbott m2000sp Bedienungsanleitung
beschrieben.

Die kalibrator- (erforderlich, wenn keine Kalibrierungskurve auf dem
Abbott m2000rt gespeichert ist) und kontrolichargenspezifischen
Werte in die Felder fiir Kalibrator und Kontrolle im Bildschirm
Probenextraktion: Konfiguration des Arbeitsbereichs eingeben. Die
chargenspezifischen Werte sind auf jeder Abbott RealTime HCV
Calibrator und Control Kit Card angegeben.

Das Protokoll zur Abbott m2000sp Master Mix Addition (Schritt 28)
muss innerhalb von 1 Stunde nach Abschluss der Probenvorbereitung
eingeleitet werden.

HINWEIS: Wechseln Sie die Schutzhandschuhe, bevor Sie die
Amplifikationsreagenzien handhaben.
Die Amplifikationsreagenzien und das Mastermix-Réhrchen (falls
erforderlich) nach Abschluss der Probenvorbereitung in den Abbott
m2000sp Arbeitsbereich laden. Die nachfolgende Tabelle zeigt die
Anzahl der benétigten Reagenzpackungen zur Amplifikation basierend
auf der Anzahl der Reaktionen. Wenn nur 1 Reagenzpackung zur
Amplifikation verwendet wird, ist kein Mastermix-Roéhrchen erforderlich.

Amplifikationsreagenzpackung — Anforderungen®

1 bis 24 25 bis 48 49 bis 72 73 bis 96
Reaktionen Reaktionen Reaktionen Reaktionen
1, wenn neu; 2, wenn neu; 3, wenn neu; 4 neue oder
bis zu 4 bei bis zu 4 bei bis zu 4 bei partielle

partiellen partiellen partiellen Packungen
Packungen Packungen Packungen

2 Anweisungen zum Inventarmanagement flr die Bestimmung der
maximalen Anzahl der Reaktionen, die mit den ausgewéhlten partiellen
Packungen getestet werden konnen, finden Sie in der Abbott m2000sp
Bedienungsanleitung (Bestellnr. 09K20 Version 6 oder hdher).

e Partielle Reagenzpackungen zur Amplifikation kénnen nur auf
demselben Abbott m2000sp Gerat verwendet werden, das fur die
Erstpraparation der Reagenzpackung verwendet wurde. Erfolgt die
zweite Verwendung einer Reagenzpackung zur Amplifikation auf
einem anderen Geréat, flihrt dies zu einem Fehler, der den Lauf
verzégern kann.

e Partielle und neue Reagenzpackungen zur Amplifikation kénnen
gemeinsam verwendet werden.

WICHTIG: Die partiellen Reagenzpackungen zur Amplifikation

miissen bis unmittelbar vor der zweiten Verwendung bei -10 °C

oder kélter gelagert werden. Der Master Mix muss aufgetaut

sein, bevor die partielle(n) Packung(en) in den Abbott m2000sp

Arbeitsbereich eingesetzt werden. Nach der Entnahme aus

der Lagerung bei -10 °C oder kélter miissen die partiellen

Reagenzpackungen zur Amplifikation fiir den zweiten Gebrauch

innerhalb von 25 Minuten verwendet oder entsorgt werden. Dies gilt

fir die kumulative Exposition gegeniiber Raumtemperatur, auch
dann, wenn die Packungen aus der Lagerung entnommen, aber
nicht verwendet werden.

Vor Offnen der Amplifikationsreagenzien sicherstellen, dass sich der

Inhalt der neuen Amplifikationsreagenzpackungen am Boden der

Flaschchen befindet. Dazu die Fldschchen in senkrechter Position

5- bis 10-mal auf die Tischplatte klopfen.

e Nicht auf die zum zweiten Mal verwendeten partiellen
Reagenzpackungen zur Amplifikation klopfen. Das Klopfen kénnte
dazu fuhren, dass Mastermix in der Verschlusskappe zurlickbleibt.

Die Verschlusskappen entfernen. Wenn eine neue

Amplifikationsreagenzpackung fur die zweite Verwendung eingelagert

wird, missen die Fldschchen zur Lagerung wieder verschlossen

werden. Die Originalkappen aufbewahren, wenn diese zum

WiederverschlieBen der Reagenzfldschchen wiederverwendet werden

sollen. Wenn die Reagenzflaschchen mit neuen Kappen verschlossen

werden sollen, kdnnen die Originalkappen entsorgt werden.

Wenn die Uracil N-Glycosylase (UNG) zur Kontaminationskontrolle

verwendet wird, den unten stehenden Anweisungen folgen.

Mit einer PIPETTE ZUR AUSSCHLIESSLICHEN VERWENDUNG FUR

REAGENZIEN das angegebene Volumen von 1 E/ul UNG (Bestellnr.

6L87-02) in das Reagenzflaschchen in Position 3 von neuen und

partiellen Reagenzpackungen zur Amplifikation geben. Durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren alle partiellen Packungen manuell
mischen. Neue Packungen nicht mischen.

e Anhand der nachstehenden Tabelle das UNG-Volumen bestimmen,
das dem Reagenzfldschchen in Position 3 von neuen und
partiellen Reagenzpackungen zur Amplifikation zuzugeben ist. Das
Reagenzfldschchen in Position 3 einer neuen Reagenzpackung enthélt
das thermostabile Enzym rTth-Polymerase. Das Reagenzflaschchen in
Position 3 einer partiellen Reagenzpackung enthalt den Master Mix.



UNG-Volumen, das dem Reagenzflaschchen in Position 3 jeder
Amplifikationsreagenzpackung zuzugeben ist

Verbleibende Tests Zuzugebendes
in der Packung UNG-Volumen (pl)
1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (neue Packung) 27

26.

27.

28.

HINWEIS: Das UNG-Volumen, das dem Reagenzflaschchen in
Position 3 zugegeben wird, héangt von der Anzahl der verbleibenden
Tests in der Reagenzpackung und nicht von der Anzahl der Proben
ab, die getestet werden. Anweisungen zum Inventarmanagement
der Reagenzpackung zur Amplifikation sowie zur Bestimmung der
Anzahl der in einer Reagenzpackung verbleibenden Tests finden Sie
in der Abbott m2000sp Bedienungsanleitung.

Partielle Reagenzpackungen zur Amplifikation werden im Abbott
m2000sp Arbeitsbereich links von neuen Reagenzpackungen zur
Amplifikation geladen.

Sicherstellen, dass die Reagenzpackungen zur Amplifikation fest im
Gerét sitzen.

Die geeignete Deep-Well-Platte fur die entsprechende
Probenvorbereitungs-Extraktion auswahlen. Das Protokoll zur

Abbott m2000sp Master Mix Addition starten. Die Anweisungen

im Kapitel Anweisungen zur Bedienung der Abbott m2000sp
Bedienungsanleitung befolgen.

HINWEIS: Der Bediener sollte leere/nicht gefiilite Vertiefungen in

der Abbott 96-Well Optical Reaction Plate nicht manuell fiillen.

e Nach Abschluss der Probenextraktion flllt das Abbott m2000sp
automatisch alle leeren Vertiefungen in der Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate mit mElution Buffer, wenn in einem Durchlauf mehr
als 48 Proben verarbeitet werden. Bei Durchldufen mit maximal
48 Proben wird keine Plattenflllung durchgefihrt.

e Wenn vom Gerat dazu aufgefordert, sollte Reagenztrager 2
an seinem Platz bleiben und mindestens den Reagenzeinsatz
fur den mElution Buffer (Reagenztréger 2, Position 6)
enthalten. Wenn dieser Reagenzeinsatz entladen wurde, einen
neuen Reagenzeinsatz mit dem Etikett fur mElution Buffer in
Reagenztréger 2, Position 6, platzieren. Systemflussigkeit wird in
den Reagenzeinsatz gegeben und zum Fillen leerer Vertiefungen
verwendet. Sobald dieser Vorgang abgeschlossen ist, fahrt das
System mit der Master Mix-Zugabe fort.

HINWEIS: Systemanweisungen fiir die Verwendung der Funktion

zur automatischen Plattenfiillung sind der Abbott m2000sp

Bedienungsanleitung (Bestellnr. 09K20, Version 6 oder héher),

Abschnitt 5, Anweisungen zur Bedienung, Probenextraktion im

geschlossenen Modus, zu entnehmen.

e Das Abbott m2000rt Protokoll (Schritt 33) muss innerhalb von
50 Minuten nach Einleitung des Protokolls zur Master Mix Addition
(Schritt 28) gestartet werden.

29.

30.

31

32.

33.

34.

HINWEIS: Wenn der Durchlauf aus irgendeinem Grund nach
Schritt 28 abgebrochen wird, muss eine neue Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate verwendet werden, wenn das Protokoll zur
Abbott m2000sp Master Mix Addition (Schritt 28) wiederholt wird.
Das Abbott m2000rt Geréat einschalten und im Amplifikationsbereich
initialisieren.

HINWEIS: Das Abbott m2000rt benétigt 15 Minuten zum
Aufwarmen.

HINWEIS: Legen Sie die Handschuhe ab, bevor Sie zum
Probenvorbereitungsbereich zuriickkehren.

Die Abbott 96-Well Optical Reaction Plate versiegeln, nachdem

das Abbott m2000sp Geréat die Zugabe von Proben und Master Mix
gemanB Kapitel Anweisungen zur Bedienung in der Abbott m2000sp
Bedienungsanleitung abgeschlossen hat.

Die versiegelte Optical Reaction Plate in die Abbott Splash-Free Support
Base einsetzen, um sie zum Abbott m2000rt Gerét zu bringen.

Wenn die Uracil N-Glycosylase (UNG) verwendet wird, den unten
stehenden Anweisungen folgen:

Die versiegelte Optical Reaction Plate in die Abbott Splash-

Free Support Base einsetzen und 10 Minuten lang bei
Raumtemperatur (15 °C bis 30 °C) inkubieren. Nach der Inkubation
bei Raumtemperatur die Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in
der Abbott Splash-Free Support Base zum Abbott m2000rt Geréat
bringen.

Die Abbott 96-Well Optical Reaction Plate im Abbott m2000rt Gerét
platzieren. Im Protokollbildschirm die HCV-RNA DBS-Anwendungsdatei
auswahlen. Das Protokoll wie im Kapitel Anweisungen zur Bedienung
der Abbott m2000rt Bedienungsanleitung beschrieben einleiten.

HINWEIS: Es wird empfohlen, Testauftrage per CD-ROM oder
Netzwerkverbindung mit den Export- und Importfunktionen der
m2000sp und m2000rt Software zu libertragen. Wird die Abbott
m2000rt Testanforderung manuell erstellt, die Proben-IDs in

den entsprechenden PCR-Plattenpositionen gemaB der Tabelle
»Vertiefungen der ausgewahlten Platte“ im Bildschirm ,,PCR-
Plattenergebnisse“ des Abbott m2000sp eingeben. Siehe
Abschnitt 5 der Abbott m2000sp Bedienungsanleitung.

Wenn eine vorbereitete partielle Reagenzpackung zur Amplifikation
ein zweites Mal verwendet werden soll, die drei Reagenzfldschchen
mit den aufbewahrten Kappen oder neuen Kappen (Bestellnr.
3N20-01) verschlieBen und die Reagenzien sofort bei -10 °C oder
kalter vor Licht geschiitzt und in aufrechter Position lagern. Alle
Reagenzpackungen zur Amplifikation, die aufgebraucht sind oder
zweimal verwendet wurden, entsorgen.

WICHTIG: Amplifikationsreagenzien, die ein zweites Mal verwendet
werden, miissen innerhalb von 50 Minuten nach Beginn des Protokolls
zur Master Mix Addition bei -10 °C oder kalter gelagert werden.

VERFAHREN ZUR NACHVERARBEITUNG

1

3.

Die Abbott 96 Deep-Well Plate vom Arbeitsbereich entfernen und
geménB Abbott m2000sp Bedienungsanleitung entsorgen.

Die Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in einen verschlieBbaren
Plastikbeutel geben und gemaB Abbott m2000rt Bedienungsanleitung
zusammen mit den Handschuhen, die flr die Handhabung der Platte
verwendet wurden, entsorgen.

Die Abbott Splash-Free Support Base vor der ndchsten Verwendung
geménB Abbott m2000rt Bedienungsanleitung reinigen.

VERFAHREN ZUR QUALITATSKONTROLLE

Optische Kalibrierung des Abbott m2000rt
Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).

Assay-Kalibrierung

Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).
Fir DBS-Tests mit Abbott m2000sp und Abbott m2000rt: Wenn eine
Abbott RealTime HCV-Kalibrierung akzeptiert und gespeichert wurde,
kann sie 6 Monate lang verwendet werden. In diesem Zeitraum kénnen
alle nachfolgenden Proben ohne weitere Kalibrierung getestet werden,
es sei denn:

Es wird ein Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit mit einer
neuen Chargennummer verwendet.

Es wird ein Abbott mSample Preparation System

(4 x 24 Préparationen) mit einer neuen Chargennummer verwendet.
Es wird eine neue Abbott RealTime HCV RNA DBS-Anwendungsdatei
installiert.

Detektion einer Inhibition

Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).
Negativ- und Positivkontrolle

Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).
Kontaminationskontrolle des Labors

Siehe Packungsbeilage des Abbott RealTime HCV-Assays (Bestellnr. 4J86).



ERGEBNISSE FUR DBS-PROBEN

Die ausgegebene DBS-Probenkonzentration aus dem Durchlauf mit
dem Abbott m2000rt DBS-Protokoll stellt die HCV-Viruskonzentration
im Plasma der Vollblutprobe dar, aus der die DBS-Probe entnommen
wird. Das Abbott m2000rt Gerat gibt die Ergebnisse automatisch auf
der Abbott m2000rt Datenstation aus. Assay-Ergebnisse kénnen in
internationalen Einheiten (IE/ml) oder in log IE/ml ausgegeben werden.

Interpretation der Ergebnisse

Ergebnis Interpretation

Not Detected (Nicht detektiert) Ziel nicht detektiert

<2,66 log IE/mI? Detektiert
2,66 bis 8,00 log IE/mI

>8,00 log IE/ml >ULQP
2462 IE/ml

b ULQ = obere Quantifizierungsgrenze

GRENZEN DES VERFAHRENS

e ZUR VERWENDUNG ALS IN-VITRO-DIAGNOSTIKUM

e Fir eine optimale Leistung dieses Tests muss die Probe ordnungsgeman
entnommen, gelagert und zum Teststandort transportiert werden (siehe
Abschnitt PROBENENTNAHME, LAGERUNG UND TRANSPORT ZUM
TESTSTANDORT dieser Packungsbeilage).

e Vollblutproben, die in EDTA-R6hrchen entnommen wurden, kénnen
zur Erzeugung von Trockenblutproben (DBS) verwendet werden,
die mit dem Abbott RealTime HCV Assay fiir DBS getestet werden.
Die Verwendung anderer Antikoagulanzien wurde mit dem Abbott
RealTime HCV Assay fir DBS nicht validiert.

e Der Abbott RealTime HCV Assay fir DBS darf ausschlieBlich
von Personen verwendet werden, die in den Verfahren zur DBS-
Vorbereitung und -Vorverarbeitung, einem molekulardiagnostischen
Assay und dem Abbott m2000 System geschult wurden.

e Die Gerate und Assay-Verfahren verringern das Risiko einer
Kontamination durch Amplifikationsprodukt. Dennoch ist darauf zu
achten, Kontaminationen mit Nukleinsduren aus den Kalibratoren,
Positivkontrollen oder Proben durch Vorgehen nach guter
Laborpraxis und genaue Einhaltung der in dieser Packungsbeilage
aufgeflihrten Verfahrensanweisungen zu vermeiden.

e Wie bei jedem diagnostischen Test sind die Ergebnisse des Abbott
RealTime HCV Assays fur DBS in Verbindung mit anderen klinischen
und Laborbefunden zu interpretieren. Eine Probe mit dem Ergebnis
»Not Detected” (Nicht detektiert) ist nicht automatisch negativ fur
HCV-RNA.

e Eine unsachgemaBe Entnahme, Trocknung, Lagerung und Handhabung
der DBS-Karten kann zu ungenauen Testergebnissen flhren.

e Es kénnen Ahlstrom-Munktell TFN und Whatman 903 DBS-Karten
verwendet werden. Die Verwendung anderer Karten wurde mit dem
Abbott RealTime HCV Assay nicht validiert.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSDATEN FUR DBS-PROBEN

Nachweisgrenze (LoD)

Die LoD des Abbott RealTime HCV Assays betragt beim Probentyp DBS
462 IE/ml. Die LoD wurde durch Testen von DBS-Proben bestimmt, die
mit einer Verdiinnungsreihe des internationalen WHO-Standards fir
Hepatitis-C-Virus-RNA vorbereitet wurden, die in HCV-negativem Vollblut
verdiinnt wurde. Die Tests flr jede HCV-RNA-Konzentration wurden mit
vier Chargen Amplifikationsreagenzien lber drei Tage durchgefihrt. Die
Ergebnisse, die reprasentativ fir die analytische Sensitivitdt des Abbott

RealTime HCV Assays fur DBS sind, sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1. Abbott RealTime HCV fir DBS — Nachweisgrenze (LoD)

HCV-RNA Anzahl Anzahl Prozentsatz
(IE/ml) getestet nachgewiesen nachgewiesen
500 84 83 99

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

Eine Probit-Analyse der Daten ergab, dass die Konzentration der HCV-
RNA, die in einer Trockenblutprobe mit einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
nachgewiesen wurde, 462 IE/ml betrug (95%-KI 381 bis 593 IE/ml).
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Linearer Bereich

Die obere Quantifizierungsgrenze (ULQ) fir den Abbott RealTime HCV
Assay betrégt 100 Millionen IE/ml, die untere Quantifizierungsgrenze
entspricht der Nachweisgrenze (462 IE/ml) fur DBS-Proben. Ein DBS-
Panel mit 7 Proben wurde mit HCV-Armored-RNA vorbereitet, die auf
Konzentrationen von 200 Millionen IE/ml bis 316 IE/ml in HCV-negativem
Vollblut verdiinnt wurde. Die Ergebnisse, die représentativ fiir die Linearitét
des Abbott RealTime HCV Assays fir DBS sind, sind in Abbildung 1
dargestellt.

Abbildung 1. Abbott RealTime HCV Assay fiir DBS — Linearitat

y = 1,08x -0,08
r=0,999
n =283

RealTime HCV DBS (log IE/ml)

o

2 3 4 5 6 7 8 -]
Zielkonzentration (log IE/ml)

Der Abbott RealTime HCV Assay fur DBS ist im Bereich der getesteten
HCV-RNA-Konzentrationen (316 bis 200 Millionen IE/ml, 2,5 bis 8,3 log IE/ml)
nachweislich linear.

Spezifitat

Die Zielspezifitat des Abbott RealTime HCV Assays fiir DBS ist groBer oder
gleich 99,5 %. Die Sperzifitit wurde durch Analyse von 119 seronegativen
HCV-Proben uber zwei Chargen von Amplifikationsreagenzien hinweg
bestimmt. Die Gesamtspezifitit betrug 100 % (119/119).

Préazision

Die Prézision wurde durch Testen eines DBS-Panels aus 6 Proben
bewertet, das einen HCV-RNA-Konzentrationsbereich von 316 IE/ml

bis 200 Millionen IE/ml abdeckt. Panel-Proben mit einer Konzentration
unter 5 log IE/ml (100.000 IE/ml) wurden mit einer HCV-positiven klinischen
Probe vorbereitet, die in HCV-negativem Vollblut verdiinnt wurde, wahrend
Panel-Proben mit einer Konzentration tber 5 log IE/ml (100.000 IE/ml)

mit HCV-Armored-RNA vorbereitet wurden, die in HCV-negativem Vollblut
verdlinnt wurde. Je flinf Replikate jeder Panel-Probe wurden Gber finf
Tage einmal téglich auf drei Abbott m2000sp/rt Geratepaaren mit drei
Chargen Amplifikationsreagenzien getestet. Die Standardabweichungen
(s) innerhalb des Durchlaufs, zwischen Durchldufen und zwischen Assays
(Inter-Assay; innerhalb des Durchlaufs und zwischen Durchldufen) wurden
ermittelt. Der Abbott RealTime HCV Assay fir DBS hat eine vorgesehene
Inter-Assay-Standardabweichung (s) von héchstens 0,25 log IE/ml
HCV-RNA bei Proben mit HCV-Konzentrationen von 10.000 bis

100 Millionen IE/ml. Die Ergebnisse, die repréasentativ fur die Prézision
des Abbott RealTime HCV Assays fir DBS sind, sind in Tabelle 2
zusammengefasst.



Tabelle 2. Abbott RealTime HCV Assay fur DBS — Prézision

s zwischen
Mittlere Konzentration ~ Mittlere Konzentration s innerhalb des s zwischen Chargen/
Panel-Probe n (IE/ml) (log IE/ml) Durchlaufs®® Durchlaufen?® Inter-Assay-s®P Geraten? Gesamt®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1.435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Standardabweichungen (s) werden in log IE/ml angegeben.

b Inter-Assay enthalt die Komponenten ,innerhalb des Durchlaufs” und ,zwischen Durchlaufen®.

¢ Gesamt umfasst die Komponenten ,innerhalb des Durchlaufs®, ,zwischen Durchlaufen“ und ,zwischen Chargen/Geréten®.

d Mittlere Konzentration von Panel-Probe 1 liegt unter LoD. Die Schétzungen der Prazision basieren auf den quantifizierten Replikaten.
¢ Die s innerhalb des Durchlaufs wird auch als Wiederholbarkeit bezeichnet. Die Gesamt-s wird auch als Reproduzierbarkeit bezeichnet.

Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit fiir Panel-Probe 1 (nahe LLoQ) betrugen 0,26 log IE/ml bzw. 0,27 log IE/ml und fiir Panel-Probe 2
(nahe LLoQ) 0,23 log IE/ml bzw. 0,25 log IE/ml. Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit fiir Panel-Probe 5 (nahe ULoQ) betrugen 0,12 log IE/ml bzw.
0,14 log IE/ml und flr Panel-Probe 6 (nahe ULoQ) 0,04 log IE/ml bzw. 0,07 log IE/ml.

Korrelation

Die HCV-RNA-Quantifizierung wurde zwischen dem Abbott RealTime HCV Assay unter Verwendung von Trockenblutproben (DBS) und dem
Vergleichsassay mit CE-Kennzeichnung, dem Abbott RealTime HCV Assay unter Verwendung von Humanplasma verglichen. Plasma- und DBS-

Proben von insgesamt 346 Probanden (entnommen und getestet in Georgien, Kamerun und Griechenland) wurden in die Analyse einbezogen. Sowohl
aus vendsem Blut vorbereitete DBS als auch DBS aus Kapillarblut (Fingerstich) wurden mit dem Abbott RealTime HCV Assay fiir DBS getestet. Die
quantitativen Ergebnisse von Proben, die in den dynamischen Bereichen der Assays lagen, wurden mit der linearen Regressionsfunktion nach der
Methode der kleinsten Quadrate und der Bland-Altman-Methode fir die Messabweichung analysiert (DBS kapillar im Vergleich zu Plasma n=346, DBS
vends im Vergleich zu Plasma n=346 und DBS kapillar im Vergleich zu DBS vends n=345). In Bezug auf die Korrelation zwischen DBS kapillar und
Plasma betrug der Korrelationskoeffizient 0,843, die Steigung 0,91 (95%-KIl 0,85 bis 0,97) und der Achsenabschnitt 0,48 log IE/ml (95%-KI 0,12 bis
0,84) (Abbildung 2). In Bezug auf die Korrelation zwischen DBS vends und Plasma betrug der Korrelationskoeffizient 0,840, die Steigung 0,94 (95%-KI
0,88 bis 1,00) und der Achsenabschnitt 0,31 log IE/ml (95%-KI -0,07 bis 0,69) (Abbildung 3). In Bezug auf die Korrelation zwischen DBS kapillar und
DBS vends betrug der Korrelationskoeffizient 0,943, die Steigung 0,91 (95%-KIl 0,87 bis 0,94) und der Achsenabschnitt 0,53 log IE/ml (95%-KI 0,33 bis
0,72) (Abbildung 4). AuBerdem werden in Abbildung 5, Abbildung 6 und Abbildung 7 Bland-Altman-Diagramme flr diese Vergleiche dargestellt. Die
mittlere Messabweichungsdifferenz zwischen DBS kapillar und Plasma betrug -0,05 log IE/ml. Die mittlere Messabweichungsdifferenz zwischen DBS
vends und Plasma betrug -0,04 log IE/ml. Die mittlere Messabweichungsdifferenz zwischen DBS kapillar und DBS vends betrug -0,02 log IE/ml.

Die zu erwartende Messabweichung zwischen DBS kapillar und Plasma wurde an der LLoQ- und ULoQ-Zielgrenze untersucht. AuBerdem wurde die zu
erwartende Messabweichung zwischen DBS vends und Plasma an der LLoQ- und ULoQ-Zielgrenze untersucht. Tabelle 3 enthdlt eine Ubersicht lber
die zu erwartende Messabweichung.

Tabelle 3. Zu erwartende Messabweichung zwischen DBS (kapillar oder vends) und Plasma
bei LLoQ und ULoQ

Zu erwartende
Messabweichung

Vergleich Level Zielwert fir Viruslast (log IE/ml) (log IE/ml)
DBS kapillar im Vergleich zu LLoQ 2,66 0,24
Plasma ula 8,00 026
DBS vends im Vergleich zu LLoQ 2,66 0,15
Plasma ula 8,00 047




Abbildung 2. DBS kapillar und Plasma

Abbott HCV Quantifizierung mit DBS kapillar (log IE/ml)
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Abbildung

5. DBS kapillar im Vergleich zu Plasma

Differenz: (Abbott HCV DBS kapillar - Abbott RealTime HCV Plasma)

IS

In=2346
Mittlere Messabweichung -0,05
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(Abbott HCV DBS kapillar + Abbott RealTime HCV Plasma)/2

Abbildung 3. DBS venés und Plasma

Abbott HCV Quantifizierung mit DBS venés (log IE/ml)
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6. DBS vends im Vergleich zu Plasma

Differenz: (Abbott HCV DBS vends - Abbott RealTime HCV Plasma)

4

n = 346
Mittlere Messabweichung -0,04
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(Abbott HCV DBS vends + Abbott RealTime HCV Plasma)/2

Abbildung 4. DBS kapillar und DBS vends

Abbildung

7. DBS kapillar im Vergleich zu DBS vends

Abbott HCV Quantifizierung mit DBS kapillar (log IE/ml)

0 1 2 3 4 5 6 7‘ é 9 10
Abbott HCV Quantifizierung mit DBS vends (log IE/ml)

18

Differenz: (Abbott HCV DBS kapillar - Abbott HCV DBS vends)

4y n=-345
Mittlere Messabweichung -0,02

"] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Abbott HCV DBS kapillar + Abbott HCV DBS vends)/2
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ANHANG 1. UBERSICHT UBER DIE ERWEITERTE VERWENDUNGSFUNKTION FUR DAS ABBOTT REALTIME HCV
AMPLIFIKATIONSREAGENZ

Mit der erweiterten Verwendungsfunktion fur das Amplifikationsreagenz kénnen eine Reagenzpackung zur Amplifikation und die interne Kontrolle (IC)
insgesamt 2 Mal verwendet werden. Reagenzpackungen zur Amplifikation, die noch nicht zur Vorbereitung des Master Mix verwendet wurden, werden
als neue Reagenzpackungen zur Amplifikation bezeichnet. Reagenzpackungen zur Amplifikation, die bereits einmal verwendet wurden und einen
vorbereiteten Master Mix enthalten, werden als partielle Reagenzpackungen zur Amplifikation bezeichnet. Weitere Informationen sind den Anweisungen
in diesem Handbuch zu entnehmen.

Lagerbedingungen (Amplifikationsreagenzpackung und Fldschchen der internen Kontrolle)

Packungstyp Lagerungstemperatur Lagerungszeit

Neue Packungen -10 °C oder kalter Bis zum auf dem Etikett angegebenen Datum
Neue IC -10 °C oder kélter Bis zum auf dem Etikett angegebenen Datum
Partielle -10 °C oder kalter Bis zu 14 Tage nach der ersten Verwendung
Packungen (lichtgeschiitzt)

Partielle IC -10 °C oder kalter Bis zu 14 Tage nach der ersten Verwendung

e Bei Verwendung von UNG zur Kontaminationskontrolle siehe die Schritte 25 und 32 des Assay-Protokolls fiir spezifische Anweisungen.

Erforderliche Kombination neuer
und/oder partieller Packungen

Neue Packung(en) fiir den Durchlauf auswahlen. Partielle Packung(en)

Neue Packung(en) aus dem
-0°c | Gefrierschrank (< -10 °C)
/H[ nehmen.

Bei 2 °C bis 8 °C oder 15°C
bis 30 °C auftauen.

Y

8C | Nach dem Auftauen vor der
) Verwendung bei 2 °C bis 8 °C
2c fiir < 24 Stunden lagern.

I

Probenextraktion
P Y
Partielle Packung(en) A0°C
Die Kappen entfernen.  |[€— aus dem Gefrierschrank /Y
. (<10 °C) nehmen. Vor der
1 ¢ Verwendung sicherstellen,
dass der Master Mix
Packung(en) laden: Alle aufgetaut ist.
Packungen fest einsetzen; |
<60 Mlinuten partielle Packungen links.
- 7
1
: Bei Verwendung von mehr <25 Mi"}'te"
1 als 1 Packung Master- 1
Abbott m2000rt : Mix-Réhrchen laden. :
initialisieren. 1 1
v v v

=== Master Mix-Protokoll starten. .

Master Mix-Protokoll abgeschlossen.

1
1
1
1
1
G :
PCR-Platte versiegeln.
<50 Minuten Y <50 Nlinuten

: Partielle Packung(en) nach :
1 der ersten Verwendung Y '
1 wieder verschlieBen. PCR-Platte zu Abbott 1
: + m?2000rt Ubertragen. :
1 ¢ '

e Partielle Packung(en) bei <-10 °C :
- = > aufrecht stehend und licht- Abbott m2000rt ¢----

geschiitzt lagern. Protokoll starten. v

Leere Packungen sowie
partielle Packungen
nach der zweiten Ver-
wendung entsorgen.

e Amplifikationsreagenzpackungen, die fir die erweiterte Verwendung geeignet sind, missen tber dem Barcode mit einer 6-stelligen Seriennummer
versehen sein.

e Partielle Amplifikationsreagenzpackungen kénnen ein zweites Mal nur auf demselben Geréat wie bei der ersten Verwendung verwendet
werden. Wenn sie auf einem anderen Geréat verwendet werden, wird ein Verarbeitungsfehler generiert, der den Durchlauf verzégern kann.

e Partielle und neue Amplifikationsreagenzpackungen kénnen gemeinsam verwendet werden. Alle Amplifikationsreagenzpackungen,
die auf dem Gerat flr einen Durchlauf verwendet werden, missen dieselbe Chargennummer haben.
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REMARQUE : Faire attention aux modifications

Légende des symboles utilisés

GTIN Code article international

Référence

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Durée maximale autorisée

Limite supérieure de température

Conserver a

Mandataire au sein de la Communauté euro-
péenne/de I’'Union européenne

Fabricant

L~ GhYg

POUR DE PLUS AMPLES INFORMATIONS, CONTACTER
LE SERVICE CLIENTS ABBOTT

Lire attentivement cette notice avant d’utiliser le test et suivre
scrupuleusement les instructions. La fiabilité des résultats du test ne peut
pas étre garantie si ces instructions ne sont pas strictement respectées.

Cette notice d’utilisation constitue un supplément a la notice du test
Abbott RealTime HCV (référence 4J86), spécifique aux échantillons de
sang sur papier buvard (dried blood spots ou DBS).

AVIS AUX UTILISATEURS

Si un incident grave se produit avec cet appareil, signaler 'incident au
fabricant ainsi qu’aux autorités nationales compétentes du pays dans
lequel I'utilisateur et/ou le patient se trouvent. Afin de contacter le
fabricant, se reporter aux coordonnées indiquées dans la partie Service
Clients ou Assistance technique de cette notice.

DENOMINATION
Abbott RealTime HCV

DOMAINE D’APPLICATION DES DBS

Le test Abbott RealTime HCV est un test in vitro par RT-PCR (reverse
transcription - polymerase chain reaction ; soit transcription inverse -
réaction en chaine de polymérisation) pour la détermination quantitative
de I'ARN du virus de I'népatite C (ARN du VHC) dans du sang total
déposé par gouttes sur du papier buvard (DBS) (c.-a-d. obtenu par
ponction veineuse ou sang capillaire) provenant d'individus infectés par
le VHC. Le test Abbott RealTime HCV fournit une aide dans le suivi des
patients atteints du VHC sous thérapie antivirale. Le test Abbott RealTime
HCV n'est pas destiné au dépistage du VHC dans le sang, le plasma, le
sérum ou les tissus de donneurs, ni au diagnostic de confirmation d’une
infection par le VHC.

UTILISATEURS CONCERNES
Le test Abbott RealTime HCV est destiné au personnel de laboratoire.

RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Le virus de I'hépatite C (VHC) est I'une des principales causes de
pathologies hépatiques. On estime qu'environ 1,1 % de la population
est atteinte d'une infection chronique par I'hépatite C' et qu'environ
700 000 personnes meurent chaque année d'une pathologie hépatique
liée & I'népatite C2. Le VHC est un virus & ARN a polarité positive et

se transmet principalement par voie intraveineuse et par des produits
sanguins. Environ 55 a 85 % des personnes infectées par le VHC
développent une hépatite chronique, et jusqu'a 30 % de ces personnes
développent une cirrhose'. Chez les patients atteints de cirrhose,
l'incidence du carcinome hépatocellulaire est de 2 & 4 % par an'.

Il a été démontré que la mesure quantitative du taux d'ARN du VHC
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dans le sang périphérique est essentielle dans la gestion des différents
traitements anti-VHC®13, Les traitements antiviraux & action directe ont
permis une forte progression des traitements des infections par le VHC.
L'objectif des traitements anti-VHC est d'obtenir une réponse virologique
soutenue (RVS), présentée comme I'absence continue d'ARN détectable
du VHC?Z5. Les mesures de la charge virale du VHC ont été utilisées
pour déterminer la durée du traitement et le traitement guidé par la
réponse ou pour déterminer et prédire la réponse virologique soutenue
ou non soutenue du traitement antiviral2-5.

Les pays a revenu faible et intermédiaire (PRFI) constituent la majorité

du fardeau mondial du VHC'. L'identification des patients atteints d'une
infection active par le VHC est trés limitée dans ces zones a ressources
limitées. Le sang total prélevé par gouttes sur du papier buvard (DBS)

peut étre utilisé comme alternative au sérum ou au plasma pour l'analyse
de I'ARN VHC. Les DBS représentent une option réalisable qui élimine de
nombreuses limites logistiques et techniques associées au prélévement, au
traitement, au stockage et a I'expédition de sérum ou de plasma. Les lignes
directrices de I'Organisation mondiale de la santé (OMS) sur le dépistage
de I'hépatite C comprennent des recommandations sur I'utilisation des

DBS dans le dépistage virologique du VHC dans les zones a ressources
limitées™.

Le test Abbott RealTime HCV pour DBS utilise une technologie de
transcription inverse-amplification en chaine par polymérase (RT-PCR)
combinée a une détection par fluorescence homogéne en temps réel
pour la quantification de I'ARN du VHC dans les DBS. La sélection
d'une région conservée du génome du VHC permet de détecter les
génotypes 1 a 6. Le test est standardisé par rapport a la 2° norme
internationale de 'OMS pour I'ARN du virus de I'népatite C (code NIBSC
96/798)" et les résultats sont rapportés en unités internationales par
millilitre (Ul/ml) ou en équivalent log10.

PRINCIPES BIOLOGIQUES DE LA METHODE

Le test Abbott RealTime HCV pour DBS nécessite trois kits de réactifs :
* Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Le test Abbott RealTime HCV pour DBS utilise la RT-PCR afin de
générer un produit amplifié du génome de I'ARN du VHC dans des
échantillons humains de DBS. Les étapes du test Abbott RealTime HCV
pour DBS se composent d'un traitement préanalytique des DBS, de la
préparation des échantillons, de I'assemblage RT-PCR, de I'amplification,
de la détection et de la génération de rapports de résultats. Le
traitement préanalytique des DBS est effectué a I'aide de I’Abbott
mSample Preparation System DBS Buffer Kit, avant le chargement

des échantillons sur le systéme Abbott m2000sp. Aprés le traitement
préanalytique des DBS, toutes les étapes suivantes sont exécutées
automatiquement par les systemes Abbott m2000sp et Abbott m2000rt.
Pour plus de détails sur la préparation des échantillons, I'assemblage
RT-PCR, I'amplification et la détection, se reporter a la notice du test
Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

UTILISATION PROLONGEE DES REACTIFS
D'AMPLIFICATION

La fonction d'utilisation prolongée des réactifs d'amplification en option
permet d'utiliser les coffrets-réactifs d’amplification et le contréle interne

2 fois au total. Les coffrets-réactifs d’amplification contenant le master
mix préparé peuvent étre conservés a une température inférieure ou égale
a -10 °C, fermés et a I'abri de la lumiére, pendant une période maximale

de 14 jours avant d'étre utilisés la deuxiéme fois. Le contréle interne (Cl)
peut étre conservé fermé a une température inférieure ou égale a -10 °C
pendant une période maximale de 14 jours avant la deuxiéme utilisation. La
deuxiéme utilisation ne doit pas dépasser la date de péremption du réactif.
Cette fonction est présentée dans I'Annexe 1 de cette notice.

Tout au long de cette notice, les coffrets-réactifs d’amplification et les
Cl qui n'ont pas encore été utilisés seront appelés nouveaux coffrets-
réactifs d’amplification et Cl (c.-a-d. premiere utilisation). Les coffrets-
réactifs d’amplification qui ont été utilisés une fois et qui contiennent
le master mix préparé seront appelés coffrets-réactifs d’amplification
partiels. Les flacons de Cl qui ont été utilisés une fois seront appelés
flacons de ClI partiels.



PREVENTION D’UNE CONTAMINATION PAR LES ACIDES
NUCLEIQUES
Se reporter & la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

REACTIFS
Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

Pour diagnostic in vitro

Le test Abbott RealTime HCV pour DBS n'est pas destiné au dépistage
du VHC dans le sang, le plasma, le sérum ou les tissus de donneurs, ni
au diagnostic de confirmation d’une infection par le VHC.

MESURES DE SECURITE

Se reporter & la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).
Le test Abbott RealTime HCV pour DBS utilise uniquement les
instruments Abbott m2000sp et Abbott m2000rt.

PRECAUTIONS PARTICULIERES

Précautions de manipulation des échantillons DBS

Le test Abbott RealTime HCV pour DBS ne doit étre utilisé qu'avec des

échantillons de sang total ou de DBS qui ont été manipulés et stockés

comme décrit dans la partie PRELEVEMENT, CONSERVATION ET

TRANSPORT DES ECHANTILLONS SUR LE LIEU D’ANALYSE.

Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

Précautions de manipulation spécifiques aux DBS :

e S'assurer que le sang des papiers buvards DBS est complétement
séché avant de stocker les papiers buvards dans un sachet
contenant des dessiccants. Un prélévement, un séchage, un
stockage et une manipulation inappropriés des DBS peuvent
conduire a des résultats de test inexacts.

e Pour éviter toute contamination croisée, utiliser un nouvel embout de
pipette pour chaque échantillon DBS extrait du papier buvard DBS
perforé. En cas d'utilisation d'un papier buvard DBS non perforé,
s'assurer que l'outil utilisé pour extraire la goutte est décontaminé
avant et aprés contact avec I'échantillon DBS.

Zones de travail

Seules deux zones dédiées, la zone de préparation des échantillons
et la zone d'amplification, sont recommandées lorsque les systémes
Abbott m2000sp et Abbott m2000rt sont utilisés.

Se reporter & la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).
Contamination par aérosols

Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).
Contamination et inhibition

Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

Contamination par du produit amplifié externe contenant du dU
Les laboratoires qui utilisent ou ont utilisé des tests d'amplification du
VHC qui incluent un traitement post-PCR du produit amplifié peuvent
étre contaminés par du produit amplifié contenant du dU. Une telle
contamination peut entrainer I’obtention de résultats imprécis avec le
test Abbott RealTime HCV pour DBS. Se reporter a la partie Contréle
de la contamination dans le laboratoire de la notice du test Abbott
RealTime HCV (référence 4J86). Si les contrbles négatifs sont
réactifs de maniéere persistante ou si une contamination par du produit
amplifié VHC contenant du dU a pu avoir lieu, et en cas d'échec de la
décontamination du laboratoire, il est recommandé d'utiliser la procédure
de contréle de la contamination a base d'uracile-N-glycosylase (UNG).

INSTRUCTIONS DE CONSERVATION
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (référence 4J86-90)

-10°C e Les coffrets-réactifs d’amplification Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Packs et les flacons de contrdle
interne (Cl) nouveaux et partiels doivent étre conservés

a une température inférieure ou égale a -10 °C quand ils

ne sont pas utilisés. Il faut éviter le contact entre I’Abbott

RealTime HCV Amplification Reagent Pack en cours

d’utilisation et les échantillons, les calibrateurs et les

contrdles.

e Aprés la premiere utilisation, les coffrets-réactifs
d’amplification et les Cl partiels doivent étre conservés
fermés, a la verticale et a I'abri de la lumiére, a une
température inférieure ou égale a -10 °C. S'ils sont stockés
de cette maniére, les coffrets-réactifs d’amplification
partiels contenant le master mix préparé peuvent étre
utilisés une seconde fois dans les 14 jours suivant la
premiére utilisation. Le Cl peut également étre utilisé une
seconde fois dans les 14 jours suivant sa décongélation,
s'il est conservé fermé a une température inférieure
ou égale a -10 °C. Aprés deux utilisations, éliminer les
coffrets-réactifs d’amplification et Cl partiels. La deuxieme
utilisation ne doit pas dépasser la date de péremption du
réactif.
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Abbott RealTime HCV Control Kit (référence 4J86-80)

/H/-w"c .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (référence 4J86-70)

/H/-wf*c .

CONDITIONS D'EXPEDITION
Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

INDICATION D'INSTABILITE OU D'ALTERATION DES

REACTIFS
Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

FONCTIONNEMENT DE L’ APPAREIL

Le fichier d'application Abbott RealTime HCV pour DBS doit étre installé
sur les systéemes Abbott m2000sp et Abbott m2000rt & partir de I'Abbott
RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application CD-ROM
(référence 01L69-040 ou supérieure) avant d'effectuer le test. Pour plus
d'informations sur l'installation d’un fichier d'application, se reporter au
Chapitre Mode opératoire des Manuels Techniques Abbott m2000sp et
Abbott m2000rt.

PRELEVEMENT, CONSERVATION ET TRANSPORT DES
ECHANTILLONS SUR LE LIEU D’ANALYSE

Préléevement et conservation des échantillons

e Pour préparer le DBS, utiliser du sang prélevé par piqlre au bout du
doigt ou du sang total EDTA. Le sang total EDTA doit étre maintenu
sous des conditions de température contrélée pendant le stockage
et I'expédition (entre 2 °C et 8 “C pendant 48 heures maximum, ou
a température ambiante ne dépassant pas 30 ‘C pendant 24 heures
maximum).

e Avant de procéder a I'extraction des gouttes, le sang total EDTA
prélevé dans un tube doit étre mélangé soigneusement en le
retournant délicatement plusieurs fois. Déposer le sang sur les
cercles de 12 mm (1/2 pouce) du papier buvard Ahlstrom-Munktell
TFN ou Whatman 903, en veillant chaque fois a recouvrir tout le
cercle. Il est recommandé d'utiliser au moins 70 pl de sang (environ
3 a 5 gouttes de sang) pour chaque cercle afin d'assurer une
couverture complete.

e Laisser sécher le papier buvard a température ambiante pendant
au moins 3 heures. Emballer chaque papier buvard dans un sachet
hermétique contenant des sachets de dessiccant (au moins 2 a
3 sachets de dessiccant).

e Les papiers buvards d'échantillons DBS peuvent étre stockées dans
les conditions spécifiées dans le tableau ci-dessous avant le test.

Les Abbott RealTime HCV Negative et Positive
Controls doivent étre conservés a une température
inférieure ou égale a -10 °C.

Les Abbott RealTime HCV Calibrator A et Calibrator
B doivent étre conservés a une température
inférieure ou égale a -10 °C.

Conservation des papiers buvards d'échantillons DBS

Durée maximale de
conservation

Condition de conservation

2 °C a 30 °C a humidité ambiante 18 semaines
< 37 °C a humidité ambiante 12 semaines
< 45 °C a humidité ambiante 8 semaines
< 38 °C a humidité élevée (< 85 %) 4 semaines
-25 °C a -15 °C a humidité ambiante 18 semaines
Température inférieure ou égale a 18 semaines

-70 °C a humidité ambiante

Transport des échantillons

Expédier les échantillons en respectant la température et la durée de
conservation indiquées dans la partie Prélevement et conservation
des échantillons ci-dessus. Pour les envois nationaux et internationaux,
les échantillons doivent étre conditionnés et étiquetés conformément
aux réglementations nationales, fédérales et internationales en vigueur
concernant le transport des échantillons cliniques, de diagnostic ou
biologiques.

PROCEDURE DE TEST ABBOTT REALTIME HCV POUR
DBS

Matériel requis mais non fourni

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (référence 4J86-90)
e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (référence 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (référence 4J86-80)

Pour la zone de préparation des échantillons de l'instrument

Abbott m2000sp
e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit
(référence 09N02-001)




e Instrument Abbott m2000sp (référence 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps) (référence 04J70-
24)

e Pipettes de précision calibrées pouvant distribuer des volumes
compris entre 20 et 1000 pl (Des pipettes de précision calibrées
pouvant distribuer des volumes < 20 pl peuvent étre requises en cas
d'utilisation d'UNG.)

e Embouts de pipette munis de protection contre les aérosols pour
pipettes de précision pouvant distribuer des volumes compris entre
20 et 1000 pl (Des embouts de pipettes munis de protection contre
les aérosols pour pipettes pouvant distribuer des volumes < 20 pl
peuvent étre requis en cas d'utilisation d'UNG.)

e Agitateur Vortex

e Tube de master mix (référence 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (référence 04J71-30)

e Cupules réactionnelles de 5 ml (référence 04J71-20)

e Cuves de réactifs de 200 ml (référence 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (référence 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (référence 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (référence 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (référence 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (référence 01L69-040 ou supérieure)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (référence 09N03-001)

e Micro-flacons de 1,4 ml avec bouchon de 15 mm (référence 03N20-
01) (facultatif)

e Uracile-N-glycosylase (UNG)? (référence 6L87-02)

a Si nécessaire, conformément a la partie Contamination par du

produit amplifié externe contenant du dU de cette notice.

Pour la zone d'amplification de I'instrument Abbott m2000rt

e Instrument Abbott m2000rt (référence 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (référence 01L69-040 ou supérieure)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (référence 04J71-93)

Matériel supplémentaire

e Sorbonne conforme aux régles de biosécurité pour la manipulation
des substances infectieuses

e Sachet hermétique pour papier buvard DBS

e Sachet de dessiccant pour papier buvard DBS

e Papier buvard Ahlstrom-Munktell TFN et/ou Whatman 903

e Sachet en plastique hermétique pour I'élimination de la plaque de
réaction a 96 puits

e Eau sans RNase (Eppendorf ou équivalent)?

e Tubes pour microcentrifugeuse pour biologie moléculaire de 1,7 ml
(Dot Scientific, Inc. ou équivalent)?

e Applicateurs avec embout en coton (Puritan ou équivalent)?

b Remarque : Ces trois articles sont utilisés lors de la procédure de

controle de la contamination dans le laboratoire. Se reporter a la

partie PROCEDURES DU CONTROLE DE QUALITE de la notice du test

Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

Précautions a prendre au cours de la procédure

e Lire attentivement les instructions de cette notice avant traitement
des échantillons.

e Les réactifs d'amplification et le contrdle interne peuvent étre
utilisés jusqu'a deux fois, comme décrit dans cette notice. Les
flacons d’Abbott RealTime HCV Calibrators, Negative Control, Low
Positive Control et High Positive Control sont congus pour n'étre
utilisés qu'une seule fois et doivent étre jetés apres utilisation.

e Utiliser une seule fois les embouts de pipettes munis de protection
contre les aérosols ou les pipettes jetables lors du pipetage des
échantillons ou du CI. Lors du pipetage, éviter tout contact entre
le corps de la pipette et I'intérieur du tube ou récipient échantillon
afin d’éviter toute contamination du corps de la pipette. Il est
recommandé d’utiliser de longs embouts de pipettes munis de
protection contre les aérosols.

e Les procédures de contrdle permettant de détecter la présence
de produit d'amplification figurent a la partie PROCEDURES DU
CONTROLE DE QUALITE.

e Pour réduire le risque de contamination par des acides nucléiques,
nettoyer et désinfecter toutes les projections d'échantillons & I'aide
d'un désinfectant antimicrobien, tel qu’une solution d'hypochlorite de
sodium a 1,0 %, ou de tout autre désinfectant approprié.

e Les Abbott RealTime HCV Calibrators et Controls doivent étre
préparés en association avec les échantillons a analyser. L'utilisation
des Abbott RealTime HCV Controls et Calibrators est essentielle pour
la bonne performance du test Abbott RealTime HCV. Se reporter a la
partie PROCEDURES DU CONTROLE DE QUALITE.

e Le protocole d'addition du master mix Abbott m2000sp doit étre
lancé dans I'heure suivant la fin de la préparation des échantillons.

e Sile protocole d’addition du master mix Abbott m2000sp est
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abandonné, jeter les réactifs d'amplification utilisés pour la seconde
fois. Les nouveaux coffrets-réactifs utilisés pour la premiére fois
peuvent étre conservés pour une utilisation ultérieure comme décrit
dans cette notice.

e Le protocole Abbott m2000rt doit étre lancé dans les 50 minutes
suivant le lancement du protocole d’addition du master mix. Si
une série sur le systeme Abbott m2000rt n'est pas initiée dans
les 50 minutes ou est interrompue ou arrétée, sceller la plaque
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate dans un sac plastique
hermétique et la jeter, ainsi que les gants ayant servi a la manipuler,
conformément au Manuel Technique Abbott m2000rt.
IMPORTANT : Les réactifs d'amplification qui seront utilisés une
seconde fois doivent étre conservés a une température inférieure
ou égale a -10 °C dans les 50 minutes suivant le lancement du
protocole d'addition du master mix.

PROTOCOLE DU TEST : ECHANTILLONS DBS
UTILISANT LES INSTRUMENTS ABBOTT m2000sp ET
ABBOTT m2000rt
Pour obtenir une description détaillée de la réalisation d’un protocole
Abbott m2000sp et Abbott m2000rt, se référer au Chapitre Mode
opératoire des Manuels Techniques Abbott m2000sp et Abbott
m2000rt. Le protocole DBS nécessite la version 6.0 ou ultérieure du
logiciel Abbott m2000sp. Suivre le Manuel Technique Abbott m2000sp
(référence 09K20 version 6 ou ultérieure).
Il est possible de traiter jusqu'a 96 échantillons lors de chaque série.
Un Abbott RealTime HCV Negative Control, un Abbott RealTime HCV
Low Positive Control et un Abbott RealTime HCV High Positive Control
sont requis par série d’analyse, ce qui permet de traiter au maximum
93 échantillons DBS par série lorsque les calibrateurs ne sont pas
inclus. Traiter les calibrateurs et contréles directement sous forme
d'échantillons liquides ; les étapes 1 a 5 concernent uniquement les
DBS. Ne pas traiter d'échantillons de plasma ou de sérum lors d'une
série utilisant le protocole DBS. Pour chaque échantillon DBS, un seul
tube de master mix Abbott doit étre utilisé pour toute la procédure de
traitement. S'assurer que les échantillons DBS sont étiquetés tout au
long du traitement.
1. Remplir le tube de master mix Abbott avec 1,3 ml de tampon
mDBS de I'Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit
(référence 09N02-001).
REMARQUE : Ne pas utiliser le mLysis Buffer ou autres réactifs
pour cette étape.
2. Tenir le papier buvard DBS perforé au-dessus de I'Abbott Master Mix
Tube.

3. Retirer le cercle DBS du papier buvard a I'aide d'un embout de
pipette propre, 1 cercle DBS par Abbott Master Mix Tube. Chaque
DBS doit avoir un diamétre d'environ 12 millimétres (1/2 pouce).
REMARQUE : UTILISER UN NOUVEL EMBOUT DE PIPETTE
POUR CHAQUE ECHANTILLON DBS AFIN D'EVITER TOUTE
CONTAMINATION CROISEE.

Dans le cas d'un papier DBS non perforé, découper 1 DBS entier
(environ 12 millimetres de diamétre) pour chaque échantillon et le
transférer dans un Abbott Master Mix Tube.

REMARQUE : Eviter tout contact direct de la surface de coupe
avec les échantillons DBS. Si nécessaire, décontaminer I'outil
utilisé pour découper le DBS entre les échantillons, conformément
aux bonnes pratiques de laboratoire.

4. Veérifier que le cercle DBS est entierement immergé dans le mDBS
Buffer en tapotant sur le tube ou en utilisant I'embout de la pipette
pour pousser le DBS dans le tampon.

REMARQUE : Si un embout de pipette est utilisé pour pousser
le DBS dans le tampon, s'assurer que I'embout de pipette ne
provoque pas de perte de volume du tampon DBS en raison de
la rétention de liquide dans I'embout et/ou de I'absorption de
tampon par le filtre de I'embout.

5. Agiter ou faire tourner manuellement les tubes d'échantillon. Ne pas
mélanger les échantillons au vortex. Incuber pendant 30 minutes
(+ 2 minutes) a température ambiante.

6. Pendant ce temps, décongeler les contrdles du test et le contrdle
interne (Cl) entre 15 °C et 30 °C ou entre 2 °C et 8 °C. Décongeler
les calibrateurs entre 15 °C et 30 “C ou entre 2 °C et 8 °C
uniquement lors d’une analyse de calibration.

REMARQUE : Une fois décongelés, les contrdles du test, le Cl et
les calibrateurs peuvent étre conservés entre 2 °C et 8 °C pendant
24 heures maximum avant d'étre utilisés.

7. Mélanger au vortex chaque calibrateur et chaque contrdle 3 fois
pendant 2 a 3 secondes avant utilisation. S'assurer que le contenu
de chaque flacon se trouve bien au fond en tapotant le flacon sur la
paillasse afin de faire descendre le liquide au fond du flacon. Veérifier
qu'aucune bulle ou mousse n'est générée ; si c'est le cas, les retirer
a l'aide d'un embout de pipette stérile, en utilisant un nouvel embout



pour chaque flacon.

Décongeler les réactifs d'amplification entre 15 °C et 30 °C ou entre
2 °C et 8 °C, puis les conserver entre 2 °C et 8 °C jusqu'au moment
de la procédure d'amplification utilisant le master mix.

Sélectionner les coffrets-réactifs d’amplification nouveaux et/ou partiels
a utiliser dans la série. Se reporter au Chapitre Mode opératoire du
Manuel Technique Abbott m2000sp (référence 09K20 version 6 ou
ultérieure) pour des instructions sur la gestion du stock de coffrets-
réactifs d’amplification. Les coffrets-réactifs d’amplification doivent avoir
le méme numéro de lot.

Décongeler les nouveaux réactifs d'amplification entre 15 °C et 30 °C ou
entre 2 °C et 8 °C, puis les conserver entre 2 °C et 8 °C jusqu'au moment
ou ils sont nécessaires pour la procédure de master mix d’amplification.

REMARQUE : Une fois décongelés, les nouveaux réactifs
d'amplification peuvent étre conservés entre 2 °C et 8 °C pendant
une durée maximale de 24 heures s'ils ne sont pas utilisés
immédiatement. Les coffrets-réactifs d’amplification partiels
utilisés une deuxiéme fois NE doivent PAS étre conservés entre
2 °C et 8 °C avant utilisation. lls doivent étre conservés a une
température inférieure ou égale a -10 °C jusqu'a I'addition du
master mix. Aprés retrait du congélateur, I'exposition cumulée a
température ambiante ne doit pas dépasser 25 minutes, y compris
lorsque les coffrets sont retirés du stockage sans étre utilisés.

Si le délai de 25 minutes est dépassé, jeter les coffrets-réactifs
d’amplification partiels.

Le tableau suivant indique le nombre de flacons de réactifs de
préparation des échantillons et de contrdle interne requis en fonction du
nombre de réactions.

Exigences relatives au contréle interne et aux réactifs de

préparation des échantillons

1a24 25a48 49 a72 73 a 96
Réactif réactions réactions  réactions réactions
mMicroparticles 1 flacon 2 flacons 2 flacons 2 flacons
mLysis 1 flacon 2 flacons 3 flacons 4 flacons
mWash 1 1 flacon 2 flacons 3 flacons 4 flacons
mWash 2 1 flacon 2 flacons 3 flacons 4 flacons
mElution Buffer 1 flacon 2 flacons 3 flacons 4 flacons
Controle 1 nouveau 1 nouveau 2 2
interne® flacon ou flacon ou nouveaux nouveaux
1 flacon 2 flacons  flacons ou flacons ou
partiel partiels 3 flacons 4 flacons
partiels partiels
2| est possible d'utiliser une combinaison de flacons de contrdle interne nouveaux
et partiels.
10. Retourner délicatement les flacons d’Abbott mSample Preparation

1

-

12.

13.

14,

15.

pour garantir une solution homogéne. En cas de présence de
cristaux dans l'un des flacons de réactif a I'ouverture, laisser le
réactif s'équilibrer a température ambiante jusqu'a disparition des
cristaux. Ne pas utiliser les réactifs avant la dissolution totale des
cristaux.

. Passer chaque contréle interne au vortex 3 fois pendant 2 a

3 secondes avant utilisation.

Utiliser une pipette de précision calibrée DESTINEE UNIQUEMENT
AU CONTROLE INTERNE pour ajouter 500 pl de Cl a chaque
flacon de mLysis Buffer. Homogénéiser en retournant le flacon
délicatement 5 a 10 fois pour minimiser la formation de mousse.
Les flacons de CI partiels peuvent étre refermés et conservés a
une température inférieure ou égale a -10 “C pour une seconde
utilisation.

Placer les contréles positifs bas et haut, le contrdle négatif, les
calibrateurs (le cas échéant) dans les portoirs échantillons Abbott
m2000sp.

Lorsque l'incubation est terminée, agiter ou faire tourner
manuellement les tubes d'échantillons DBS, puis les placer dans les
portoirs échantillons Abbott m2000sp.

REMARQUE : S'assurer que les portoirs échantillons Abbott
m2000sp ont été calibrés spécifiquement pour la procédure
Abbott RealTime HCV pour DBS.

Charger avec précaution les portoirs échantillons pour éviter les
éclaboussures. Le cas échéant, les codes-barres figurant sur les
étiquettes des tubes doivent étre dirigés vers la droite pour qu'ils
puissent étre lus. S'assurer que chaque tube est correctement placé
dans le portoir échantillons de sorte que la base du tube soit en
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

=

22.

23.

24,

contact avec la face inférieure interne du portoir.

Charger les portoirs échantillons remplis sur le systeme Abbott
m2000sp sur des emplacements qui se suivent, le premier portoir le
plus & droite sur le plan de travail, et tout portoir supplémentaire a
gauche du premier portoir, progressivement.

Placer les cupules réactionnelles de 5 ml dans le portoir de I'unité
de traitement 1 ml de I’Abbott m2000sp.

Charger les réactifs Abbott mSample Preparation System et I'Abbott
96 Deep-Well Plate sur le plan de travail de I’Abbott m2000sp
comme indiqué au Chapitre Mode opératoire du Manuel Technique
Abbott m2000sp.

Dans I'écran Protocol (Protocole), sélectionner le fichier d'application
HCV RNA DBS. Initier le protocole d'extraction des échantillons
comme décrit au Chapitre Mode opératoire du Manuel Technique
Abbott m2000sp.

Saisir les valeurs spécifiques aux lots de calibrateurs (requis

si aucune courbe de calibration n’est enregistrée sur I'Abbott
m2000rt) et de contréles dans les champs Sample Extraction:
Worktable Setup - Calibrator and Control (Extraction d’échantillon :
Configuration du plan de travail - Calibrateur et Controle). Les
valeurs spécifiques au lot sont indiquées sur chaque Abbott
RealTime HCV Calibrator et Control Kit Card.

Le protocole d'addition du master mix Abbott m2000sp (étape 28)
doit étre lancé dans I'heure suivant la fin de la préparation des
échantillons.

REMARQUE : Changer de gants avant de manipuler les réactifs
d'amplification.
Charger les réactifs d'amplification et le tube de master mix (si
nécessaire) sur le plan de travail de I'Abbott m2000sp une fois la
préparation des échantillons terminée. Le tableau suivant indique
le nombre de coffrets-réactifs d’amplification requis en fonction du
nombre de réactions. Si 1 seul coffret-réactifs d'amplification est
utilisé, aucun tube de master mix n'est requis.

Exigences relatives aux coffrets-réactifs d’amplification?

1a24 25a48 49 a 72 73 a 96
réactions réactions réactions réactions

1sile 2 si le coffret 3sile 4 coffrets
coffret est est nouveau ; coffret est nouveaux ou
nouveau ; jusqu'a 4 nouveau ; partiels
jusqu'a 4 avec des jusqu'a 4
avec des coffrets avec des

coffrets partiels coffrets

partiels partiels

»

Se référer au Manuel Technique Abbott m2000sp (référence 09K20
version 6 ou ultérieure) pour des instructions sur la gestion du stock afin de
déterminer le nombre maximal de réactions pouvant étre testées avec les
coffrets partiels sélectionnés.

e Les coffrets-réactifs d’amplification partiels ne peuvent étre utilisés
que sur le méme instrument Abbott m2000sp que celui qui a été
utilisé pour la préparation initiale des coffrets-réactifs. L'utilisation
d'un coffret-réactifs d'amplification une seconde fois sur un autre
instrument produira une erreur qui risque de retarder la série.

e Les coffrets-réactifs d’amplification partiels et nouveaux peuvent
étre utilisés ensemble.

IMPORTANT : Les coffrets-réactifs d’amplification partiels doivent

étre conservés a une température inférieure ou égale a -10 °C

jusqu'avant la seconde utilisation. Vérifier que le master mix

est décongelé avant de placer un ou plusieurs coffrets partiels

sur le plan de travail Abbott m2000sp. Une fois retirés de leur

conservation a une température inférieure ou égale a -10 °C, les
coffrets-réactifs d’amplification partiels utilisés une seconde fois
doivent étre utilisés dans les 25 minutes ou jetés. Cela s'applique

a la durée totale d’exposition a température ambiante, y compris

pour les cas ou les coffrets sont retirés du stockage mais non

utilisés.

Avant d’ouvrir les flacons de réactifs d’amplification, s'assurer que

le contenu des nouveaux coffrets-réactifs d’amplification se trouve

bien au fond des flacons en tapotant 5 a 10 fois les flacons tenus a

la verticale sur la paillasse.

e Ne pas tapoter les coffrets-réactifs d’amplification partiels utilisés
une seconde fois. Le tapotement peut entrainer une perte de
volume de master mix dans le bouchon.

Retirer les bouchons. Si un nouveau coffret-réactifs d'amplification

est conservé pour une seconde utilisation, refermer les flacons pour



la conservation. Conserver les bouchons d'origine s'il est prévu

de les réutiliser pour refermer les flacons de réactif. S'il est prévu

de refermer les flacons de réactif avec des bouchons neufs, les

bouchons d'origine peuvent étre jetés.

Si l'uracile N-glycosylase (UNG) est utilisée pour le contrdle de la

contamination, suivre les instructions ci-dessous.

Utiliser une PIPETTE DESTINEE UNIQUEMENT AUX REACTIFS pour

ajouter le volume spécifié d'UNG a 1 U/ul (référence 6L87-02) au

flacon de réactif se trouvant a la position 3 des coffrets-réactifs

d’amplification nouveaux et partiels. Mélanger manuellement en

aspirant et en refoulant délicatement a I'aide de la pipette tous les

coffrets partiels. Ne pas mélanger les nouveaux coffrets.

e Utiliser le tableau ci-dessous pour déterminer le volume d'UNG
a ajouter au flacon de réactif se trouvant a la position 3 des
coffrets-réactifs d’amplification nouveaux et partiels. Le flacon
de réactif se trouvant a la position 3 d'un nouveau coffret-réactifs
contient I'enzyme polymérase rTth thermostable. Le flacon de
réactif a la position 3 d'un coffret-réactifs partiel contient le
master mix.

25.

Volume d'UNG a ajouter au flacon de réactif se trouvant a la
position 3 de chaque coffret-réactifs d'amplification

Tests restants dans le coffret Ajouter ce volume d'UNG (pl)

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26

24 (nouveau coffret) 27

REMARQUE : le volume d'UNG ajouté au flacon de réactif se
trouvant a la position 3 dépend du nombre de tests restant dans
le coffret-réactifs, et non du nombre d'échantillons en cours
d'exécution. Consulter le Manuel Technique Abbott m2000sp pour
connaitre les instructions sur la gestion des stocks de coffrets-
réactifs d’amplification et la maniére de déterminer le nombre de
tests restants dans un coffret-réactifs .

Les coffrets-réactifs d’amplification partiels sont chargés a gauche
des nouveaux coffrets-réactifs d’amplification sur le plan de travail
de I’Abbott m2000sp.

Vérifier que les coffrets-réactifs d’amplification sont bien placés
dans I'instrument.

Sélectionner la plaque a puits profonds appropriée correspondant
au protocole d'extraction des échantillons. Lancer le protocole
d’addition du master mix Abbott m2000sp. Suivre les instructions
décrites au Chapitre Mode opératoire du Manuel Technique Abbott
m2000sp.

REMARQUE : I'opérateur ne doit pas remplir manuellement les puits
vides/vacants sur la plaque Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

26.

27.

28.
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

* Une fois I'extraction des échantillons terminée, I'Abbott m2000sp
remplit automatiquement tous les puits vides de la plaque Abbott
96-Well Optical Reaction Plate avec le mElution Buffer lorsque plus
de 48 échantillons sont traités lors d’une série. La plaque n'est pas
remplie pour les séries contenant au maximum 48 échantillons.

e Si I'instrument le demande, le portoir réactif 2 doit rester en
place, contenant au moins la cuve de réactif pour le mElution
Buffer (portoir réactif 2, position 6). Si cette cuve de réactif a été
déchargée, placer une nouvelle cuve de réactif étiquetée mElution
Buffer dans le portoir réactif 2, position 6. Le liquide systéme
sera ajouté a la cuve de réactif et utilisé pour remplir les puits
vides. Une fois le processus terminé, le systéme continuera avec
I'addition du master mix.

REMARQUE : Les instructions relatives a la fonction de

remplissage automatique de la plaque sont indiquées dans le

Manuel Technique Abbott m2000sp (référence 09K20 version 6 ou

supérieure), Chapitre 5, Mode opératoire, Extraction d’échantillon-

Mode fermé.

e Le protocole Abbott m2000rt (étape 33) doit étre lancé dans les
50 minutes qui suivent le lancement du protocole d’addition du
master mix (étape 28).

REMARQUE : Si I’analyse est interrompue pour une raison aprés

I'étape 28, une nouvelle plaque Abbott 96-Well Optical Reaction

Plate doit étre utilisée si le protocole d’addition du master mix

Abbott m2000sp (étape 28) doit étre répéte.

Allumer et initialiser I'instrument Abbott m2000rt dans la zone

d'amplification.

REMARQUE : L’instrument Abbott m2000rt nécessite un

préchauffage de 15 minutes.

REMARQUE : Retirer les gants avant de retourner dans la zone de

préparation des échantillons.

Une fois que I'instrument Abbott m2000sp a terminé I'addition des

échantillons et du master mix, sceller I’Abbott 96-Well Optical

Reaction Plate conformément au Chapitre Mode opératoire du

Manuel Technique Abbott m2000sp.

Placer la plague de réaction optique scellée dans I'Abbott Splash-
Free Support Base pour effectuer le transfert vers I'instrument Abbott
m2000rt.

Si I'uracile N-glycosylase (UNG) est utilisée, suivre les
instructions ci-dessous :

Transférer la plaque optique scellée sur I'Abbott Splash-Free Support
Base et incuber a température ambiante (entre 15 °C et 30 °C) pendant
10 minutes. Suite a l'incubation a température ambiante, transférer la
plaque Abbott 96-Well Optical Reaction Plate se trouvant sur I'Abbott
Splash-Free Support Base dans I'instrument Abbott m2000rt.

Placer la plague Abbott 96-Well Optical Reaction Plate sur I’Abbott
m2000rt. Dans I'écran Protocol (Protocole), sélectionner le fichier
d'application HCV RNA DBS. Lancer le protocole comme décrit au
Chapitre Mode opératoire du Manuel Technique Abbott m2000rt.

REMARQUE : Il est recommandé de transférer la demande de
test a l'aide d'un CD-ROM ou d'une connexion réseau avec les
fonctions d'exportation et d'importation des logiciels m2000sp
et m2000rt. Pour une demande de test manuelle sur I’Abbott
m2000rt, saisir les ID échantillons dans les positions de la
plaque PCR correspondantes conformément a la grille « Wells for
Selected Plate » (Puits de la plaque sélectionnée), indiquée sur
I'écran « PCR Plate Results » (Résultats de la plaque PCR) sur
I'Abbott m2000sp. Se référer au Chapitre 5 du Manuel Technique
Abbott m2000sp.

Si un coffret-réactifs d'amplification partiel préparé doit étre utilisé
une seconde fois, fermer les 3 flacons de réactif a I'aide des
bouchons conservés ou de nouveaux bouchons (référence 3N20-01)
et placer aussitot les réactifs a une température inférieure ou égale
a -10 °C, a l'abri de la lumiére et en position verticale. Jeter tout
coffret-réactifs d'amplification vide ou utilisé deux fois.
IMPORTANT : Les réactifs d'amplification qui seront utilisés une
seconde fois doivent étre placés a une température inférieure

ou égale a -10 °C dans les 50 minutes suivant le lancement du
protocole d'addition du master mix.

PROCEDURES POST-TRAITEMENT

1

Retirer I'Abbott 96 Deep-Well Plate du plan de travail et la jeter
conformément au Manuel Technique Abbott m2000sp.

Placer la plague Abbott 96-Well Optical Reaction Plate dans un sac
plastigue hermétique et la jeter conformément au Manuel Technique
Abbott m2000rt, ainsi que les gants ayant servi a la manipuler.

Nettoyer I'Abbott Splash-Free Support Base avant de la réutiliser,
conformément au Manuel Technique Abbott m2000rt.



PROCEDURES DU CONTROLE DE QUALITE

Calibration optique de I’Abbott m2000rt
Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

Calibration du test

Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

Pour les analyses DBS avec I’Abbott m2000sp et I’Abbott m2000rt : une

fois la calibration du test Abbott RealTime HCV validée et mémorisée,

elle peut étre utilisée pendant 6 mois. Pendant cette période, tous les

échantillons suivants peuvent étre analysés sans effectuer de nouvelle

calibration, sauf si :

e un Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit portant un
nouveau numéro de lot est utilisé.

* un Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps) portant un
nouveau numéro de lot est utilisé.

e un nouveau fichier d'application Abbott RealTime HCV RNA DBS est
installé.

Détection de l'inhibition
Se reporter & la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

Controles négatif et positif
Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

Controle de la contamination dans le laboratoire
Se reporter a la notice du test Abbott RealTime HCV (référence 4J86).

RESULTATS POUR LES ECHANTILLONS DBS

Le résultat de la concentration de I'échantillon DBS rapportée dans

le protocole Abbott m2000rt DBS représente la concentration virale

du VHC dans le plasma de I'échantillon de sang total a partir duquel
I'échantillon de DBS est obtenu. L'instrument Abbott m2000rt rapporte
automatiqguement les résultats sur le poste de travail Abbott m2000rt.
Les résultats du test peuvent étre rapportés en unités internationales Ul/
ml ou en Log Ul/ml.

Interprétation des résultats

Résultat Interprétation

Not detected Cible non détectée
< 2,66 Log Ul/ml2 Détecté

2,66 a 8,00 Log Ul/ml

> 8,00 Log Ul/ml > ULQP

2462 Ul/ml
b ULQ = upper limit of quantitation (limite supérieure de quantification)

LIMITES DE LA METHODE

e POUR DIAGNOSTIC IN VITRO

e Pour une performance optimale de ce test, les échantillons doivent
étre prélevés, conservés et transportés sur le lieu d’analyse
de maniére appropriée (se référer a la partie PRELEVEMENT,
CONSERVATION ET TRANSPORT DES ECHANTILLONS SUR LE
LIEU D’ANALYSE de cette notice).

e Les échantillons de sang total prélevés dans des tubes EDTA
peuvent étre utilisés pour générer des DBS analysés avec le test
Abbott RealTime HCV pour DBS. L'utilisation d'autres anticoagulants
n'a pas été validée avec le test Abbott RealTime HCV pour DBS.

e |'utilisation du test Abbott RealTime HCV pour DBS est réservée au
personnel formé aux procédures de préparation et de prétraitement
des échantillons DBS, de tests de diagnostic moléculaire et a
I'utilisation du systeme Abbott m2000.

e Les instruments et procédures de test utilisés permettent de réduire
le risque de contamination par le produit d'amplification. Cependant,
la contamination par des acides nucléiques due aux calibrateurs,
aux contréles positifs ou aux échantillons doit étre maitrisée par de
bonnes pratiques de travail en laboratoire et un strict respect des
procédures décrites dans cette notice.

e Comme pour tout test diagnostique, les résultats du test Abbott
RealTime HCV pour DBS doivent étre interprétés en tenant compte
des autres observations cliniques et biologiques. Un échantillon
avec un résultat « Not Detected » (Non détecté) ne peut pas étre
présumé négatif pour I'ARN VHC.

e Un prélevement, un séchage, une conservation et une manipulation
inappropriés des papiers buvards DBS peuvent conduire a des
résultats incorrects.

e Les papiers buvards DBS Ahlstrom-Munktell TFN et Whatman 903
peuvent étre utilisés. L'utilisation d'autres types de papier buvard n'a
pas été validée avec le test Abbott RealTime HCV.

CARACTERISTIQUES DES PERFORMANCES
SPECIFIQUES AUX ECHANTILLONS DBS

Limite de détection (LD)
La LD du test Abbott RealTime HCV est de 462 Ul/ml avec le
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type d'échantillon DBS. La LD a été déterminée en analysant des
échantillons DBS préparés avec une série de dilutions du standard
international de I'OMS pour I'ARN du virus de I'népatite C dilué dans

du sang total négatif pour le VHC. L’analyse de chaque concentration
d'ARN du VHC a été effectuée avec 4 lots de réactifs d'amplification sur
3 jours. Les résultats, représentatifs de la sensibilité analytique du test
Abbott RealTime HCV pour DBS, sont résumés dans le Tableau 1.

Tableau 1. Limite de détection (LD) du test Abbott RealTime
HCV pour DBS

ARN du VHC (Ul/ml) Nombre testé Nombre détecté Pourcentage
détecté
500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

Des analyses probits des données ont déterminé que la concentration
de I'ARN du VHC détectée a partir d'une goutte de sang séché a une
probabilité de 95 % était de 462 Ul/ml (IC a 95 % de 381 a 593 Ul/ml).

Plage de linéarité

La limite de quantification supérieure (ULQ) du test Abbott RealTime
HCV est de 100 millions d'Ul/ml et la limite de quantification inférieure
(LLQ) est équivalente a la LD (462 Ul/ml) pour les DBS. Un panel de

7 échantillons de DBS a été préparé avec de I'ARN VHC encapsulé
dilué a des concentrations allant de 200 millions d'Ul/ml a 316 Ul/ml
dans du sang total négatif pour le VHC. Les résultats, représentatifs de
la linéarité du test Abbott RealTime HCV pour DBS, sont illustrés sur la
Figure 1.

Figure 1. Linéarité du test Abbott RealTime HCV pour DBS

1,08 x -0,08
0,999
=83

RealTime HCV DBS (Log Ul/ml)

Concentration cible (Log Ul/ml)

Le test Abbott RealTime HCV pour DBS est linéaire tout au long
de I'intervalle des concentrations en ARN VHC analysées (316 a
200 millions d'Ul/ml ; 2,5 & 8,3 Log Ul/ml).

Spécificité

La spécificité cible du test Abbott RealTime HCV pour DBS est
supérieure ou égale a 99,5 %. La spécificité a été déterminée par
I'analyse de 119 échantillons séronégatifs pour le VHC, sur 2 lots de
réactifs d'amplification. La spécificité globale était de 100 % (119/119).
Précision

La précision a été évaluée en analysant un panel de 6 échantillons DBS
ciblés pour couvrir la plage de concentrations en ARN VHC de 316 Ul/ml
a 200 millions d'Ul/ml. Les échantillons du panel dont les concentrations
étaient inférieures a 5 Log Ul/ml (100 000 Ul/ml) ont été préparés avec
un échantillon clinique positif pour le VHC dilué dans du sang total négatif
pour le VHC, tandis que les échantillons du panel dont les concentrations
étaient supérieures a 5 Log Ul/ml (100 000 Ul/ml) ont été préparés avec
de I'ARN VHC encapsulé dilué dans du sang total négatif pour le VHC.
Chaque échantillon du panel a été analysé en 5 répliques une fois par
jour pendant 5 jours, sur 3 paires d’Abbott m2000sp/rt avec 3 lots de
réactifs d'amplification. Les écarts-types (ET.) intra-analyse, inter-



analyses et inter-tests (intra-analyse et inter-analyses) ont été déterminés. Le test Abbott RealTime HCV pour DBS a été congu pour atteindre un écart-
type (ET.) inter-tests inférieur ou égal a 0,25 Log Ul/ml d'ARN VHC pour les échantillons contenant des concentrations de VHC comprises entre 10 000 et
100 millions d'Ul/ml. Les résultats, représentatifs de la précision du test Abbott RealTime HCV pour DBS, sont résumés dans le Tableau 2.

Tableau 2. Précision du test Abbott RealTime HCV pour DBS

Echantillon du Concentration moyenne Concentration moyenne E.T. du composant ET. du composant ET. du composant

panel n (Ul/ml) (Log Ul/ml) intra-analyse®® inter-analyses®  E.T. inter-tests®? intra-lots/instruments? Total®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13 211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395 427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14 008 770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316 713 566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Les écarts-types (ET.) sont exprimés en Log Ul/ml.

b L'inter-tests contient des composants intra-analyse et inter-analyses.

¢ Le total comprend les composants intra-analyse, inter-analyses et inter-lots/instruments.

d La concentration moyenne de I'échantillon 1 du panel est inférieure & la LD. Les estimations de précision sont basées sur les répliques quantifiées.
¢ L'écart-type intra-analyse est également appelé répétabilité. L'ET. total est également appelé reproductibilité.

La répétabilité et la reproductibilité pour I'échantillon 1 du panel (proche de la LLQ) étaient respectivement de 0,26 Log Ul/ml et 0,27 Log Ul/ml, et
pour I'échantillon 2 du panel (proche de la LLQ) étaient respectivement de 0,23 Log Ul/ml et 0,25 Log Ul/ml. La répétabilité et la reproductibilité pour
I'échantillon 5 du panel (proche de I'ULQ) étaient respectivement de 0,12 Log Ul/ml et 0,14 Log Ul/ml, et pour I'échantillon 6 du panel (proche de
I’'ULQ) étaient respectivement de 0,04 Log Ul/ml et 0,07 Log Ul/ml.

Corrélation

La quantification de I'ARN du VHC a été comparée entre le test Abbott RealTime HCV utilisant des gouttes de sang séché et le test comparateur
portant le marquage CE, I’Abbott RealTime HCV utilisant du plasma humain. Des échantillons de plasma et de DBS prélevés sur un total de

346 patients (prélevés et testés en Géorgie, au Cameroun et en Grece) ont été inclus dans I'analyse. Des DBS préparés a partir de sang veineux et
des DBS préparés a partir de sang capillaire (au bout du doigt) ont été analysés avec le test Abbott RealTime HCV pour DBS. Les résultats quantitatifs
des échantillons qui se sont trouvés dans les plages dynamiques des tests ont été analysés par la méthode de régression linéaire des moindres
carrés et la méthode de biais Bland-Altman (DBS capillaire versus plasma n = 346, DBS veineux versus plasma n = 346 et DBS capillaire versus DBS
veineux n = 345). Pour la corrélation entre DBS capillaire et plasma, le coefficient de corrélation était de 0,843, la pente était de 0,91 (IC a 95 % de
0,85 a 0,97) et I'ordonnée a I'origine était de 0,48 Log Ul/ml (IC a 95 % de 0,12 a 0,84) (Figure 2). Pour la corrélation entre le DBS veineux et plasma,
le coefficient de corrélation était de 0,840, la pente était de 0,94 (IC a 95 % de 0,88 a 1,00) et I'ordonnée a I'origine était de 0,31 Log Ul/ml (IC a

95 % de -0,07 a 0,69) (Figure 3). Pour la corrélation entre le DBS capillaire et DBS veineux, le coefficient de corrélation était de 0,943, la pente était
de 0,91 (IC a 95 % de 0,87 a 0,94) et I'ordonnée a l'origine était de 0,53 Log Ul/ml (IC a 95 % de 0,33 a 0,72) (Figure 4). En outre, les graphiques de
Bland-Altman pour ces comparaisons sont présentés a la Figure 5, a la Figure 6 et a la Figure 7. La différence de biais moyenne entre DBS capillaire
et plasma était de -0,05 Log Ul/ml. La différence de biais moyenne entre le DBS veineux et plasma était de -0,04 Log Ul/ml. La différence de biais
moyenne entre DBS capillaire et DBS veineux était de -0,02 Log Ul/ml.

Le biais attendu entre DBS capillaire et plasma a été évalué aux concentrations cibles de la LLQ et de 'ULQ. En outre, le biais attendu entre DBS
veineux et plasma a été évalué aux concentrations cibles de la LLQ et de 'ULQ. Se reporter au Tableau 3 pour le résumé des biais attendus.

Tableau 3. Biais attendu entre DBS (capillaire ou veineux) et plasma aux concentrations de la LLQ et de 'ULQ

Concentration cible de la charge virale Biais attendu
Comparaison Niveau (Log Ul/ml) (Log Ul/ml)
DBS capillaire vs plasma LLQ 2,66 0,24
uLQ 8,00 -0,26
DBS veineux vs plasma LLQ 2,66 0,15
uLQ 8,00 -0,17
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Figure 2.

DBS capillaire et plasma
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Figure 5. DBS capillaire versus plasma
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Figure 3.

DBS veineux et plasma
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Figure 6. DBS veineux versus plasma
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Figure 4.

DBS capillaire et DBS veineux

Figure 7. DBS capillaire versus DBS veineux
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ASSISTANCE TECHNIQUE

Pour obtenir une assistance technique, appeler le Service Clients Abbott
au 1-800-553-7042 (aux Etats-Unis) ou au +49-6122-580 (en dehors des
Etats-Unis), ou consulter le site internet d’Abbott a I'adresse suivante :
www.molecular.abbott.

RESUME DES CARACTERISTIQUES DE SECURITE ET
DES PERFORMANCES

Un résumé des caractéristiques de sécurité et des

performances (RCSP) de ce dispositif est disponible sur
https://ec.europa.eu/tools/eudamed. Il s’agit du lieu de stockage des
RCSP suite au lancement de la base de données européenne sur les

29

dispositifs médicaux. La recherche d’un dispositif s’effectue a I'aide de
Iidentifiant IUD-ID fourni sur I'emballage extérieur du dispositif.
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ANNEXE 1. DESCRIPTION DE L’OPTION D’UTILISATION PROLONGEE DES REACTIFS D’AMPLIFICATION ABBOTT

REALTIME HCV

L’'option d'utilisation prolongée des réactifs d'amplification permet d'utiliser un coffret-réactifs d'amplification et un contréle interne (Cl) 2 fois en
tout. Les coffrets-réactifs d’amplification qui n'ont pas encore été utilisés pour préparer le master mix sont appelés nouveaux coffrets-réactifs
d’amplification. Les coffrets-réactifs d’amplification qui ont été utilisés une fois et contenant du master mix préparé sont appelés coffrets-réactifs

d’amplification partiels. Pour de plus amples détails, se reporter aux instructions fournies dans ce manuel.

Conditions de conservation (coffret-réactifs d’amplification et flacons de controle interne)

Type de coffret Température de conservation

Durée de conservation

Nouveaux Température inférieure ou égale a -10 °C Jusqu'a la date figurant sur I'étiquette
coffrets

Nouveau CI Température inférieure ou égale a -10 °C Jusqu'a la date figurant sur I'étiquette
Coffrets Température inférieure ou égale a -10 °C (a l'abri Jusqu'a 14 jours apres la premiere utilisation
partiels de la lumiére)

Cl partiel Température inférieure ou égale a -10 °C Jusqu'a 14 jours apres la premiere utilisation

e En cas d'utilisation d'UNG pour la procédure de contréle de la contamination, se reporter aux étapes 25 et 32 du protocole de test pour obtenir

des instructions spécifiques.

Sélectionner la combinaison de coffrets
nouveaux et/ou partiels requis pour
la série.

Nouveau(x) coffret(s)

/H[-W“C

Retirer le(s) nouveau(x)
coffret(s) du congélateur
(< -10°C).

Décongeler entre 2 °C et 8 °C|
ou entre 15 °C et 30 'C

Y

Une fois décongelés,
conserver entre 2 °C et 8 °C
pendant < 24 heures,
avant utilisation.

/H/ )
2c
I

Y

Retirer le(s) coffret(s)
partiel(s) du congélateur
(< -10°C). Vérifier que le
master mix est décongelé
avant de I’utiliser.

Réaliser I'extraction
des échantillons.
1

Retirer les bouchons. <

v

Coffret(s) partiel(s)

/YJ 0°C

Charger le(s) coffret(s) : Bien T
positionner tous les coffrets ; !
. placer les coffrets partiels a !
<60 nflmutes gauche.
- 5
1
1 I
1 . <25 njinutes
' Charger le tube de master mix '
1 si plus d’'un coffret est utilisé. N
Lancer Abbott ' '
m2000rt. 1 ¢ 1
A4 A4
Pl Lancer le protocole du master mix. .
: Protocole du master mix terminé. !
! 1
! 1
6 -
Sceller la plaque PCR.
<50 nfinutes \ 4 <50 njinutes
1 Reboucher le(s) ¢ 1
f .
1 °°ffm(s) pame.'gs) Transférer la plaque :
1 aprés leur premiere PCR sur l'instrument 1
1 utilisation. .
. Abbott m2000rt. .
1 * ¢ 1
-10°C : Conserver le(s) coffret(s) partiel(s) :
- = P a<-10°C, en position verticale et Lancer le protocole - - - -
I’abri de la lumiére. Abbott m2000rt. v

Jeter les coffrets vides
et les coffrets partiels
aprés leur seconde
utilisation.

e Les coffrets-réactifs d’amplification qui sont compatibles avec une utilisation prolongée doivent comporter un numéro de série a 6 chiffres au-

dessus du code-barres.

e Les coffrets-réactifs d’amplification partiels ne peuvent étre utilisés une seconde fois que sur le méme instrument que celui utilisé lors de la
premiére utilisation. S’ils sont utilisés sur un instrument différent, cela entrainera une erreur de traitement qui peut retarder la série.
e Les coffrets-réactifs d’amplification partiels et nouveaux peuvent étre utilisés ensemble. Tous les coffrets-réactifs d’amplification utilisés sur

l'instrument pour une série doivent avoir le méme numéro de lot.
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NOTA: consulte las modificaciones marcadas
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identificacion del articulo
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Numero de referencia

Producto sanitario para diagnoéstico in vitro

Tiempo maximo permitido

Limite superior de temperatura

Limite de temperatura

Representante autorizado en la Comunidad
Europea/Unién Europea

Fabricante

Lj- —GHEE

ATENCION AL CLIENTE INTERNACIONAL: PONGASE EN
CONTACTO CON SU REPRESENTANTE DE ABBOTT

Lea atentamente estas instrucciones antes de utilizar el producto. Siga
las instrucciones de uso aqui detalladas. No se puede garantizar la
fiabilidad de los resultados del ensayo si no se siguen exactamente las
instrucciones indicadas.

Estas instrucciones de uso son un suplemento a las instrucciones del
ensayo de Abbott RealTime HCV (n.2 de referencia: 4J86), especificas
para el tipo de muestra de sangre seca (DBS).

AVISO AL USUARIO

Si se produjera un incidente grave relacionado con este producto, el
incidente debe comunicarse al fabricante y a las autoridades competentes
del estado miembro en el que se encuentre el usuario o el paciente. Para
informar al fabricante, consulte la informacion de contacto suministrada
en el apartado de Servicio de atencion al cliente o Asistencia técnica de
estas instrucciones de uso.

NOMBRE
Abbott RealTime HCV

FINALIDAD DE USO PARA DBS

El ensayo Abbott RealTime HCV es un ensayo in vitro de la reaccién
en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) para
la determinacién cuantitativa de RNA del virus de la hepatitis C (RNA
del VHC) en tarjetas sobre las que se ha extendido sangre en forma
de muestras de sangre seca (DBS) (es decir, obtenidas mediante
venopuncién o sangre capilar) de individuos infectados con el VHC. El
ensayo Abbott RealTime HCV esta disefiado para su uso como ayuda
en el tratamiento de pacientes infectados por el VHC que se someten
a terapia antiviral. El ensayo Abbott RealTime HCV no se debe utilizar
para el cribado de VHC en donantes de sangre, suero, plasma o
tejido, ni se puede utilizar como ensayo diagndstico para confirmar la
presencia de infeccién por el VHC.

USUARIO PREVISTO

Los usuarios previstos para el ensayo Abbott RealTime HCV son
profesionales del laboratorio.
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RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO

El virus de la hepatitis C (VHC) es una de las principales causas de

la enfermedad hepatica. Se ha calculado que alrededor del 1,1 %

de la poblacién esta infectada de forma crénica por el virus de la
hepatitis C' y que al afio mueren, aproximadamente, 700 000 personas
por enfermedades hepaticas relacionadas con la hepatitis C2. EI VHC
es un virus con RNA de cadena positiva y se transmite principalmente
por el consumo de drogas inyectables y hemoderivados. Entre el 55 y
el 85 % de los individuos infectados por el VHC desarrollan hepatitis
crénica, y hasta el 30 % de los enfermos crénicos desarrollan cirrosis.’
La incidencia del carcinoma hepatocelular en los pacientes con cirrosis
es del 2 al 4 % anual.!

Se ha demostrado que la medicidn cuantitativa del nivel de RNA del VHC
en sangre periférica es un parametro esencial para la gestion de varias
terapias contra el VHC.83 Con la aparicion de terapias con antivirales de
accion directa, se ha avanzado de manera significativa en el tratamiento
de la infeccién por el VHC. El objetivo de las terapias contra el VHC es
lograr una respuesta virolégica sostenida (RVS) que se manifiesta como
la ausencia continua de RNA del VHC detectable.?> Se han utilizado
mediciones de la carga viral del VHC para individualizar la duracién del
tratamiento y de la terapia de respuesta guiada, o para determinar y
predecir la respuesta virolégica sostenida o no sostenida de la terapia
antiviral.2-5

La mayor parte de los casos de VHC en el mundo se dan en los paises
de ingresos bajos o medios (PIBM).™ La identificacion de los pacientes
con una infeccién activa por VHC es muy limitada en estas zonas con
recursos limitados. La recogida de sangre en forma de muestras de
sangre seca (DBS) puede utilizarse como alternativa a los ensayos para
RNA del VHC en suero o plasma. La DBS representa una opcion viable
que elimina muchas limitaciones logisticas y técnicas relacionadas con
la recogida, el procesamiento, el almacenamiento y el envio del suero
o el plasma. Las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) para la deteccién de la hepatitis C incluyen recomendaciones
para el uso de DBS en los ensayos virolégicos del VHC en areas con
recursos limitados.™

El ensayo Abbott RealTime HCV para DBS utiliza la tecnologia de

la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR) combinada con una deteccién fluorescente homogénea en
tiempo real para la determinacion cuantitativa de RNA del HCV en
DBS. La seleccién de una region conservada del genoma del HCV
permite detectar los genotipos 1 a 6. El ensayo ha sido estandarizado
frente al segundo patrén internacional de la OMS para el RNA del

virus de la hepatitis C (cddigo NIBSC: 96/798) y los resultados se
han comunicado en unidades internacionales/ml (Ul/ml) o en su forma
logaritmica equivalente en base 10.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS DEL PROCEDIMIENTO

El ensayo Abbott RealTime HCV para DBS utiliza 3 envases de reactivos:
* Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

El ensayo Abbott RealTime HCV para DBS utiliza la RT-PCR para generar
producto amplificado del genoma del RNA del VHC en especimenes de
DBS humana. Los pasos del ensayo Abbott RealTime HCV para DBS
consisten en el tratamiento previo al analisis de la DBS, la preparacion
de la muestra, el montaje de la RT-PCR, la amplificacién, la deteccién

y la comunicacion de los resultados. El tratamiento previo al andlisis

de la DBS se realiza con el Abbott mSample Preparation System DBS
Buffer Kit antes de cargar el espécimen en el sistema Abbott m2000sp.
Después del tratamiento preanalitico de la DBS, los sistemas Abbott
m2000sp y Abbott m2000rt ejecutan todos los pasos siguientes de forma
automatica.



Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86) para obtener mas informacion sobre la preparacion
de las muestras, el montaje de la RT-PCR, la amplificacion y la deteccion.

USO AMPLIADO DE LOS REACTIVOS DE
AMPLIFICACION

La funcién opcional de uso ampliado de los reactivos de amplificacién
permite utilizar 2 veces los envases de reactivos de amplificacién y

el control interno (Cl). Los envases de reactivos de amplificacion que
contienen mezcla preparada pueden conservarse a una temperatura igual
o inferior a -10 °C, tapados y protegidos de la luz, durante un maximo

de 14 dias antes del segundo uso. El control interno (Cl) se puede
almacenar tapado a una temperatura igual o inferior a -10 “C durante

un maximo de 14 dias antes del segundo uso. El segundo uso no debe
superar la fecha de caducidad del reactivo.

En el Apéndice 1 de estas instrucciones de uso se proporciona una
descripcién general de esta funcion.

En estas instrucciones de uso, los envases de reactivos de
amplificacién y el Cl que no se hayan utilizado aun se denominaran
envases de reactivos de amplificacién y Cl nuevos (es decir, primer
uso). Los envases de reactivos de amplificacion que se hayan utilizado
una vez y contengan mezcla preparada se denominaran envases de
reactivos de amplificacién parciales. Los viales de Cl que se hayan
utilizado una vez se denominaran viales de Cl parciales.

PREVENCION DE LA CONTAMINACION POR ACIDO
NUCLEICO

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).

REACTIVOS

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Para uso diagndstico in vitro

El ensayo Abbott RealTime HCV para DBS no se debe utilizar para la
el cribado de VHC en donantes de sangre, suero, plasma o tejido, ni se
puede utilizar como ensayo diagndstico para confirmar la presencia de
infeccion por el VHC.

PRECAUCIONES DE SEGURIDAD

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86). El ensayo Abbott RealTime HCV para DBS
solo se puede utilizar en los sistemas Abbott m2000sp y Abbott
m2000rt.

PRECAUCIONES ESPECIALES

Precauciones de manejo para especimenes de DBS

El ensayo Abbott RealTime HCV para DBS solo se debe utilizar con

especimenes de sangre o DBS que se hayan manejado y conservado

como se describe en el apartado RECOGIDA, ALMACENAMIENTO Y

TRANSPORTE DE ESPECIMENES AL LABORATORIO.

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV

(n.2 de referencia: 4J86).

Precauciones de manejo especificas para DBS:

e Asegurese de que las tarjetas para DBS estén completamente secas
antes de almacenarlas en bolsas con desecantes. Si la extension, el
secado, el almacenamiento y el manejo de la DBS no son adecuados,
los resultados del ensayo podrian no ser precisos.

e Para evitar la contaminacién cruzada, utilice una punta de pipeta
nueva para cada muestra de DBS al extraer el circulo de la tarjeta
para DBS perforada. Si se utiliza una tarjeta para DBS no perforada,
asegurese de que la herramienta utilizada para cortar el punto esté
descontaminada antes y después del contacto con la muestra de
DBS.

Areas de trabajo

Se recomienda utilizar Unicamente 2 areas para uso exclusivo, el area
de preparacion de muestras y el area de amplificacion, cuando utilice
los sistemas Abbott m2000sp y Abbott m2000rt.

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV

(n.2 de referencia: 4J86).

Contaminacion por aerosoles

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV

(n.2 de referencia: 4J86).
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Contaminacion e inhibicion
Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).

Contaminacién por producto amplificado externo que
contiene dU

Los laboratorios que utilicen o hayan utilizado ensayos de amplificacion
del VHC que incluyan el procesamiento del producto amplificado

tras la PCR pueden estar contaminados con producto amplificado

que contenga dU. Esta contaminacién puede provocar la obtencion

de resultados inexactos con el ensayo Abbott RealTime en muestras

de DBS. Consulte el apartado Seguimiento del laboratorio para
comprobar la presencia de contaminacion de las instrucciones de
uso del ensayo de Abbott RealTime HCV (n.2 de referencia: 4J86).
Cuando los controles negativos sean persistentemente reactivos o haya
podido producirse contaminacién con producto amplificado de VHC que
contenga dU, se recomienda que el laboratorio utilice el procedimiento
de control de contaminacién con Uracilo-N-glucosilasa (UNG) si la
descontaminacion del laboratorio no resulta satisfactoria.

INSTRUCCIONES DE ALMACENAMIENTO
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (n.2 de referencia: 4J86-90)

/H/-w"c .

Los envases de reactivo de amplificacion Abbott
Realtime HCV vy los viales de Cl Abbott RealTime
HCV nuevos y parciales deben almacenarse a una
temperatura igual o inferior a -10 °C cuando no se
utilicen. Se debe tener cuidado de separar el envase
de reactivo de amplificacion Abbott Realtime HCV
que se esté utilizando para que no entre en contacto
directo con muestras, calibradores y controles.

e Los envases de reactivos de amplificacién y el
control interno parciales deben almacenarse a una
temperatura igual o inferior a -10 °C, tapados, en
posicion vertical y protegidos de la luz, después del
primer uso.

Si se almacenan de esta forma, los envases de
reactivos de amplificacién parciales con mezcla
preparada pueden utilizarse una segunda vez en
un plazo de 14 dias desde el primer uso. El CI
también se puede utilizar una segunda vez en un
plazo de 14 dias a partir de su descongelacion

si se almacena tapado a una temperatura igual o
inferior a -10 °C. Después de 2 usos, los envases de
reactivos de amplificacion y el control interno deben
desecharse. El segundo uso no debe superar la
fecha de caducidad del reactivo.

Abbott RealTime HCV Control Kit (n.2 de referencia: 4J86-80)

/ﬂ/d 0°C o

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (n.¢ de referencia: 4J86-70)

/H/-1 0°C .

CONDICIONES DE ENVIO

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia 4J86).

INDICACIONES DE INESTABILIDAD O DETERIORO DE
LOS REACTIVOS

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia 4J86).

PROCEDIMIENTO DEL INSTRUMENTO

Antes de realizar el ensayo, se debe instalar el fichero de aplicaciones
de Abbott RealTime HCV para DBS en los sistemas Abbott m2000sp y
Abbott m2000rt desde el Abbott RealTime HCV m2000 ROW System
Combined Application CD-ROM (CD-ROM de aplicaciones combinadas
del sistema m2000, internacional excepto para EE. UU. (n.2 de
referencia: 01L69-040 o siguientes) Para obtener informacion detallada
sobre la instalacion del fichero de aplicaciones, consulte la seccién
Instrucciones de funcionamiento del Manual de funcionamiento de los
sistemas Abbott m2000sp y Abbott m2000rt.

RECOGIDA, ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE DE
ESPECIMENES AL LABORATORIO

Recogida y almacenamiento de especimenes
e Para preparar la muestra de DBS, utilice un sistema de puncidn digital

Los controles positivos y negativos Abbott RealTime
HCV deben almacenarse a una temperatura igual o
inferior a -10 °C.

Los calibradores A y B Abbott RealTime HCV deben
almacenarse a una temperatura igual o inferior a
-10°C.



o sangre con EDTA. La sangre con EDTA debe conservarse a una
temperatura controlada durante el almacenamiento y el envio (de 2 °C
a 8 °C durante un maximo de 48 horas o a una temperatura ambiente
que no supere los 30 °C durante un maximo de 24 horas).

e Antes de extender la sangre recogida en un tubo con EDTA mezcle
bien invirtiendo el tubo suavemente. Extienda la sangre sobre los
circulos de media pulgada (12 milimetros) de la tarjeta de papel
Ahlstrom-Munktell TFN o Whatman 903 y asegurese de que se cubre
todo el circulo. Se recomienda utilizar por lo menos 70 pl de sangre
(aproximadamente, de 3 a 5 gotas de sangre) en cada circulo para
asegurar la cobertura completa.

e Seque la tarjeta al aire a temperatura ambiente durante un minimo de
3 horas. Introduzca cada tarjeta en una bolsa sellable con envases de
desecante (como minimo, de 2 a 3 envases de desecante).

e Las tarjetas de DBS se pueden almacenar segun las condiciones
especificadas en la tabla siguiente antes del procesamiento del ensayo.

Almacenamiento de tarjetas de especimenes de DBS

Condiciones Tiempo maximo de
almacenamiento
De 2 °C a 30 “C con humedad ambiente 18 semanas
< 37 °C con humedad ambiente 12 semanas
< 45 °C con humedad ambiente 8 semanas
< 38 °C con humedad elevada (< 85 %) 4 semanas
De -25 °C a -15 °C con humedad ambiente 18 semanas
-70 °C o inferior con humedad ambiente 18 semanas

Transporte de especimenes

Envie los especimenes de acuerdo con la temperatura y el tiempo de
almacenamiento recomendados indicados en el apartado Recogida

y almacenamiento de especimenes anterior. Para envios nacionales

e internacionales, los especimenes se deben envasar y etiquetar de
acuerdo con las normas estatales, federales e internacionales aplicables
sobre transporte de especimenes clinicos, diagndsticos o bioldgicos.

PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO ABBOTT REALTIME HCV
PARA DBS
Materiales necesarios pero no suministrados
e Abbott Realtime HCV Amplification Reagent Kit
(reactivo de amplificacién, n.2 de referencia: 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (calibrador, n.2 de referencia:
4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (control, n. de referencia: 4J86-80)

Para el area de preparacion de la muestra con el instrumento

Abbott m2000sp

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (tampén para
DBS del sistema de preparacion de muestras, n.2 de referencia:
09N02-001)

e Instrumento Abbott m2000sp (n.2 de referencia: 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 preparaciones)
(sistema de preparaciéon de muestras, n.® de referencia: 04J70-24)

e Pipetas de precisién calibradas para dispensar de 20 a 1000 pl
(si se utiliza UNG, se necesitan pipetas de precision calibradas para
dispensar < 20 pl)

e Puntas de pipeta con filtro antiaerosoles para pipetas de 20 a
1000 pl (si se utiliza UNG, se necesitan puntas de pipeta con filtro
antiaerosoles para pipetas de < 20 pl)

e Agitador tipo Vortex

e Tubos de mezcla (n. de referencia: 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (placa de 96 pocillos profundos, n® de
referencia: 04J71-30)

e Tubos de reaccién de 5 ml (n.2 de referencia: 04J71-20)

e Recipientes de reactivo de 200 ml (n.2 de referencia: 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (placa de reaccion éptica de
96 pocillos, n.® de referencia: 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (cubiertas adhesivas 6ptica, n.2 de
referencia: 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (aplicadores para la cubierta
adhesiva, n.2 de referencia: 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (base de soporte para placas,
n.2 de referencia: 9K31-01)
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e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (CD-ROM de aplicaciones combinadas del sistema
m2000, internacional excepto para EE. UU. (n.¢ de referencia:
01L69-040 o siguientes).

e Conjunto de DBS-PoST (muestras de sangre seca) 13 mm para el
sistema m2000 (n.2 de referencia: 09N03-001)

e Tapones de 15 mm para micro viales de 1,4 ml (n.2 de referencia:
03N20-01), opcionales

e Uracilo-N-glucosilasa (UNG)? (n.2 de referencia: 6L87-02)

2 En caso necesario, segun el apartado Contaminacion por producto

amplificado externo que contiene dU de estas instrucciones de uso.

Para el area de amplificacion del instrumento Abbott m2000rt

e Instrumento Abbott m2000rt (n.2 de referencia: 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (CD-ROM de aplicaciones combinadas del sistema
m2000, internacional excepto para EE. UU., n.2 de referencia:
01L69-040 o siguientes)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (equipo de calibracion dptica,
n.2 de referencia: 04J71-93)

Otros materiales

e Cabina de seguridad bioldgica aprobada para trabajar con materiales
infecciosos

e Bolsa sellable para tarjeta para DBS

e Envase de desecante para tarjeta para DBS

e Tarjeta de papel Ahlstrom-Munktell TFN o Whatman 903

e Bolsa de plastico sellable para desechar placas de reaccion de
96 pocillos

e Agua sin RNAsas (Eppendorf o equivalente)?

e Tubos para microcentrifuga de 1,7 ml aptos para biologia molecular
(Dot Scientific, Inc. o equivalente)®

e Aplicadores con punta de algodén (Puritan o equivalente)®

bNota: estos 3 elementos se utilizan en el procedimiento de

Seguimiento del laboratorio para comprobar la presencia de

contaminacion. Consulte el apartado PROCEDIMIENTOS DE

CONTROL DE CALIDAD en las instrucciones de uso del ensayo Abbott

RealTime HCV (n.° de referencia: 4J86).

Precauciones del procedimiento

e Lea atentamente estas instrucciones de uso antes de procesar los
especimenes.

* Los reactivos de amplificacién y el control interno pueden utilizarse
hasta 2 veces, como se describe en estas instrucciones de uso. Los
viales de los calibradores, el control negativo, el control positivo bajo
y el control positivo alto de Abbott RealTime HCV son de un solo
uso y deben desecharse después de su uso.

e Las puntas de pipeta con filtro antiaerosoles o la pipetas
desechables solo deben utilizarse una vez cuando pipetee los
especimenes o el Cl. Para evitar la contaminacién del cilindro de
la pipeta durante el pipeteo, tenga cuidado de no tocar el interior
del tubo ni del recipiente de muestras con el cilindro de la pipeta.
Se recomienda el uso de puntas de pipeta alargadas con filtro
antiaerosoles.

* Los procedimientos de monitorizacion de la presencia de
producto de amplificaciéon se pueden consultar en el apartado
PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD.

e Para reducir el riesgo de contaminacién por acido nucleico, limpie y
desinfecte las salpicaduras de los especimenes con un desinfectante
tuberculicida, como hipoclorito de sodio al 1,0 % u otro desinfectante
adecuado.

e Los calibradores y los controles de Abbott RealTime HCV se deben
preparar junto con los especimenes que se van a analizar. El uso
de los calibradores y controles de Abbott RealTime HCV es esencial
para el rendimiento del ensayo Abbott RealTime HCV. Consulte el
apartado PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD.

e El protocolo de adicién de la muestra Abbott m2000sp debe
iniciarse en el plazo de 1 hora después de finalizar la preparacién
de la muestra.

e Si se suspende el protocolo de adicién de la muestra Abbott
m2000sp, deseche los reactivos de amplificacion que se estaban
utilizando por segunda vez. Los nuevos envases de reactivo que se
utilicen por primera vez se pueden guardar y almacenar para su uso
posterior, tal y como se describe en este manual.

e El protocolo Abbott m2000rt debe iniciarse en un plazo de
50 minutos desde el inicio del protocolo de adicion de la muestra.



Si el procesamiento en el instrumento Abbott m2000rt no se inicia
antes de que transcurran 50 minutos o si éste se interrumpe o se
suspende, deseche la placa de reaccion optica de 96 pocillos de
Abbott en una bolsa de plastico sellable de acuerdo con lo descrito
en el Manual de funcionamiento del sistema Abbott m2000rt, junto
con los guantes que haya utilizado para manejar la placa.
IMPORTANTE: los reactivos de amplificacion que se vayan a
utilizar por segunda vez deben almacenarse a una temperatura
igual o inferior a -10 °C en un plazo de 50 minutos desde el inicio
del protocolo de adicion de la muestra.

PROTOCOLO DEL ENSAYO: MUESTRAS DE DBS CON
LOS SISTEMAS ABBOTT m2000sp Y ABBOTT m2000rt
Para obtener una descripcion detallada de cémo realizar un protocolo
con los sistemas Abbott m2000sp y Abbott m2000rt, consulte la seccion
Instrucciones de funcionamiento del Manual de funcionamiento de los
sistemas Abbott m2000sp y Abbott m2000rt. Para realizar el protocolo
de DBS se necesita la version 6.0 o superiores de software del sistema
Abbott m2000sp. Siga las instrucciones del Manual de funcionamiento
de Abbott m2000sp (n.2 de referencia: 09K20 versién 6 o superiores).
Se puede analizar un total de 96 especimenes en cada procesamiento.
En cada procesamiento se debe incluir un control negativo, un control
positivo bajo y un control positivo alto Abbott RealTime HCV, por lo que
solo se pueden analizar un maximo de 93 especimenes de sangre seca
en cada procesamiento cuando no se incluyen los calibradores. Procese
los calibradores y los controles directamente como muestras liquidas;
los pasos del 1 al 5 son solo para DBS. No procese especimenes
de plasma o suero en ningun procesamiento en el que se utilice el
protocolo para DBS. Se debe utilizar un unico tubo de mezcla Abbott
por muestra de DBS durante todo el procedimiento de procesamiento
de muestras. Asegurese de que las muestras de DBS estén etiquetadas
durante todo el procesamiento.
1. Llene el tubo de mezcla Abbott con 1,3 ml de tampén mDBS

del Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (n.2 de

referencia: 09N02-001).

NOTA: no utilice tampén mLysis ni ningtin otro reactivo para este

paso.
2. Sostenga la tarjeta para DBS de papel perforada por encima del

tubo de mezcla Abbott.

3. Extraiga el circulo de DBS de la tarjeta con una punta de pipeta
limpia; utilice 1 circulo de DBS por tubo de mezcla de Abbott. Cada
DBS debe tener un diametro de, aproximadamente, una media
pulgada (12 milimetros).

NOTA: UTILICE UNA PUNTA DE PIPETA NUEVA PARA CADA
MUESTRA DE DBS PARA EVITAR LA CONTAMINACION CRUZADA.
También puede utilizar un papel para DBS no perforado y cortar
1 DBS entera (aproximadamente media pulgada de diametro) para
cada espécimen y transferir a un tubo de mezcla de Abbott.
NOTA: evite el contacto directo de la superficie de corte con el
espécimen de DBS. Si es necesario, descontamine la herramienta
utilizada para cortar el circulo de DBS entre los especimenes, de
acuerdo con las buenas practicas de laboratorio.

4. Asegurese de que el circulo de DBS esté completamente sumergido
en tampon mDBS golpeando suavemente el tubo o introduciendo el
circulo de DBS en el tampodn con la punta de la pipeta.

NOTA: si se utiliza una punta de pipeta para introducir el circulo

de DBS en el tampon, asegurese de que la punta de la pipeta no

provoque la pérdida de volumen del tampén DBS por la contencién de

liquidos en la punta o la absorcion del tampon por el filtro de la punta.
5. Agite o gire manualmente los tubos de muestra. No mezcle las

muestras con un agitador tipo Vortex. Incube durante 30 minutos

(+ 2 minutos) a temperatura ambiente.

6. Mientras tanto, descongele los controles de ensayo y el control
interno (Cl) a una temperatura entre 15°Cy 30 ‘C o entre 2°Cy 8 °C.
Descongele los calibradores a una temperatura entre 15 °C y 30 °C o
entre 2 °C y 8 °C, solo si va a realizar un procedimiento de calibracion.

NOTA: una vez descongelados, los controles de ensayo, el Cl y los
calibradores se pueden almacenar a una temperatura entre 2 °C
a 8 °C durante un maximo de 24 horas antes de su uso.

7. Mezcle con un agitador tipo Vortex cada calibrador de ensayo
y cada control 3 veces de 2 a 3 segundos antes de su uso.
Asegurese de que el contenido de cada vial esta en el fondo dando
unos golpecitos sobre la mesa de trabajo para que el liquido se
desplace al fondo del vial. Asegurese de que no se formen burbujas
ni espuma; si hubiera, retirelas con una punta de pipeta estéril
nueva para cada vial.
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8. Descongele los reactivos de amplificacion a una temperatura entre 15 °C

y30°Coentre2°Cy 8 °C,yalmacénelos entre 2 ‘C y 8 °C hasta que se
necesiten para el procedimiento de amplificacion de la mezcla.

Seleccione los envases de reactivos de amplificacién nuevos

o parciales que se van a utilizar en el procesamiento. Consulte

la seccidn Instrucciones de funcionamiento del Manual de
funcionamiento de Abbott m2000sp (n.2 de referencia: 09K20
versién 6 o siguientes) para obtener informacién sobre la gestion
de inventario de los envases de reactivos de amplificacion. Los
envases de reactivos de amplificacién deben tener el mismo nimero
de lote. Descongele los reactivos de amplificacién nuevos a una
temperatura entre 15 °C y 30 °C o entre 2 °C y 8 °C, y almacénelos
entre 2 °C y 8 °C hasta que se necesiten para el procedimiento de
amplificacion de la muestra.

NOTA: una vez descongelados, los reactivos de amplificacion
nuevos se pueden almacenar entre 2 °C y 8 °C durante un maximo
de 24 horas si no se utilizan inmediatamente. Los envases de
reactivos de amplificacion parciales que se utilicen por segunda
vez NO deben almacenarse a una temperatura entre 2 °Cy 8 °C
antes de su uso. Se deben conservar a una temperatura igual

o inferior a -10 °C hasta que se necesiten para la adicion de la
mezcla. Una vez que se extraen del congelador, la exposicion a
temperatura ambiente acumulada no debe superar los 25 minutos,
incluyendo los casos en los que los envases se retiran del
almacenamiento pero no se utilizan. Si se superan los 25 minutos,
deseche los envases de reactivos de amplificacion parciales.

En la siguiente tabla se muestra el numero de reactivos de preparacion
de muestras y viales de control interno necesarios en funcién del nimero
de reacciones.

Reactivos de preparacion de muestras y de control interno
necesarios

Det1a24 De 25 a 48 De 49 a 72 De 73 a 96
Reactivo reacciones reacciones T iones T iones
mMicroparticles 1 frasco 2 frascos 2 frascos 2 frascos
mLysis 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
mWash 1 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
mWash 2 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
Tampoén mElution 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
Control interno® 1 vial nuevo 1 vial nuevo 2 viales nuevos 2 viales nuevos
o 1 vial 0 2 viales o 3 viales 0 4 viales
parcial parciales parciales parciales

a

Se pueden combinar viales de control interno nuevos y parciales.

10. Invierta suavemente los frascos de Abbott mSample Preparation

1

para asegurarse de obtener una solucién homogénea. Si se
observan cristales en cualquiera de los frascos de reactivos al
abrirlos, deje que el reactivo se equilibre a temperatura ambiente
hasta que los cristales desaparezcan. No utilice los reactivos hasta
que los cristales se hayan disuelto.

—

. Mezcle con un agitador tipo Vortex cada Cl 3 veces de 2 a
3 segundos antes de su uso.

12. Utilice una pipeta de precision calibrada PARA USO EXCLUSIVO

DEL CONTROL INTERNO para afiadir 500 pl de Cl a cada frasco
de tampon mLysis. Mezcle invirtiendo suavemente el recipiente
de 5 a 10 veces para minimizar la formacién de espuma. Los
viales parciales de Cl se pueden volver a tapar y almacenar a una
temperatura igual o inferior a -10 °C para un segundo uso.

13. Coloque los controles positivos bajo y alto, el control negativo y los

calibradores, si procede, en las gradillas de muestras Abbott m2000sp.

14. Una vez finalizada la incubacién, agite o gire manualmente los tubos

de muestra de DBS y, a continuacion, coléquelos en las gradillas de
muestras de Abbott m2000sp.

NOTA: asegurese de que las gradillas de muestras de Abbott
m2000sp se han calibrado especificamente para el procedimiento
de Abbott RealTime HCV para DBS.

15. Cargue las gradillas de muestras con cuidado para evitar salpicaduras.

Si se utilizan, los cédigos de barras de las etiquetas de los tubos deben
estar orientados hacia la derecha para su escaneado. Asegurese de que
cada tubo esta colocado de forma segura en la gradilla de muestras de
forma que la parte inferior del tubo llegue al fondo de la gradilla.

16. Cargue las gradillas de muestras llenas en el sistema Abbott m2000sp

en posiciones consecutivas, con la primera gradilla en la posicion mas
a la derecha de la mesa de trabajo y coloque las gradillas adicionales
de forma progresiva a la izquierda de la primera gradilla.



17.

18.

19.

20.

21.

=

22.

23.

24,

Coloque los tubos de reaccién de 5 ml en el subsistema de gradillas
de 1 ml del instrumento Abbott m2000sp.

Cargue los reactivos del Abbott mSample Preparation System y la
placa de 96 pocillos profundos de Abbott en la mesa de trabajo del
Abbott m2000sp como se describe en la seccién Instrucciones de
funcionamiento del Manual de funcionamiento del sistema Abbott
m2000sp.

En la pantalla Protocol (Protocolo), seleccione el fichero de aplicaciones
HCV RNA DBS. Inicie el protocolo de extraccion de muestras como se
describe en la seccidn Instrucciones de funcionamiento del Manual de
funcionamiento del sistema Abbott m2000sp.

Introduzca los valores especificos del lote del calibrador (necesario
si no se ha almacenado una curva de calibracion en el sistema
Abbott m2000rt) y del control en los campos de la pantalla Sample
Extraction: Worktable Setup, Calibrator and Control (Extraccion de
muestra: configuracion de la mesa de trabajo, calibrador y control).
Los valores especificos del lote se especifican en las cajas de
calibradores y controles Abbott RealTime HCV.

El protocolo de adiciéon de mezcla del sistema Abbott m2000sp
(paso 28) debe iniciarse en el plazo de 1 hora después de finalizar
la preparacion de la muestra.

NOTA: cambiese los guantes antes de manejar los reactivos de
amplificacion.

Cargue los reactivos de amplificacion y el tubo de mezcla (si es

necesario) en la mesa de trabajo del Abbott m2000sp una vez

finalizada la preparacion de la muestra. En la siguiente tabla se

muestra el numero de envases de reactivos de amplificacion

necesarios en funcién del numero de reacciones. Si solo se utiliza

1 envase de reactivo de amplificacién, no se necesita tubo de mezcla.

Envases de reactivos de amplificacion necesarios?

De1a24 De 25 a 48 De 49 a 72 De 73 a 96
reacciones reacciones reacciones reacciones
1sies 2 si son 3 si son 4 envases
nuevo; nuevos; nuevos; nuevos o
hasta 4 con hasta 4 con hasta 4 con parciales
envases envases envases
parciales parciales parciales

a Consulte el Manual de funcionamiento del sistema Abbott m2000sp (n.2 de
referencia 09K20 version 6 o siguientes) para obtener informacion sobre la
gestién del inventario y determinar el nimero maximo de reacciones que se
pueden procesar con los envases parciales seleccionados.

e Los envases de reactivos de amplificacion parciales solo se
pueden utilizar en el mismo instrumento Abbott m2000sp que se
utilizé para la preparacion inicial del envase de reactivo. Si se
utiliza un envase de reactivo de amplificacion por segunda vez en
un instrumento diferente, se generara un error y se puede retrasar
el procesamiento.

e Los envases de reactivos de amplificaciéon nuevos y parciales se
pueden utilizar juntos.

IMPORTANTE: los envases de los reactivos de amplificacion parciales

se deben almacenar a una temperatura inferior o igual a —10 °C hasta

inmediatamente antes de su segundo uso. Verifique que la mezcla esté
descongelada antes de cargar el envase parcial en la mesa de trabajo
del sistema Abbott m2000sp. Una vez extraidos del almacenamiento

a una temperatura igual o inferior a -10 °C, los envases de reactivos

de amplificacion parciales que se utilicen por segunda vez deben

utilizarse en un plazo de 25 minutos o de lo contrario, se deben

desechar. Esto se aplica al periodo maximo de tiempo de exposicion a

temperatura ambiente, incluidos los casos en los que los envases se

extraen de su almacenamiento, pero no se usan.

Antes de abrirlos, asegurese de que el contenido de los envases de

reactivos de amplificaciéon nuevos se encuentre en el fondo de los

viales dando unos golpecitos a los viales en posicién vertical de 5 a

10 veces sobre la mesa de trabajo.

¢ No golpee los envases de reactivos de amplificacion parciales
que se vayan a utilizar una segunda vez. Si lo hace, se puede
perder volumen de mezcla en el tapon.

Retire los tapones. Si se va a almacenar un envase de reactivo de

amplificacién nuevo para un segundo uso, es necesario volver a

tapar los viales para almacenarlos. Si va a reutilizar los tapones

originales para volver a tapar los viales de reactivo, guardelos.

Si tiene previsto utilizar tapones nuevos para tapar los viales de

reactivo, puede desechar los tapones originales.
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Si se utiliza Uracilo-N-glucosilasa (UNG) para el control de la
contaminacion, siga las instrucciones que se indican a continuacion.

25. Utilice UNICAMENTE UNA PIPETA PARA USO EXCLUSIVO CON

REACTIVOS para afadir el volumen especificado de 1 U/ul de UNG
(n.2 de referencia: 6L87-02) al vial de reactivo en la posicién 3 de los
envases de reactivos de amplificacién nuevos y parciales. Mezcle
manualmente pipeteando suavemente hacia arriba y hacia abajo en
todos los envases parciales. No mezcle los envases nuevos.

e Utilice la siguiente tabla para determinar el volumen de UNG que
debe afadir al vial de reactivo en la posicién 3 de los envases de
reactivos de amplificacién nuevos y parciales. El vial de reactivo
en la posicién 3 de un envase de reactivo nuevo contiene la
enzima polimerasa termoestable rTth. El vial de reactivo en la
posicion 3 de un envase de reactivo parcial contiene la mezcla.

Volumen de UNG que se debe anadir al vial de reactivo en la
posicion 3 de cada envase de reactivo de amplificacion

Ensayos que aun tiene el Anadir este volumen de UNG

envase (ul)
1 5

2 6

3 7

4 8

5 9

6 10
7 11

8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21

19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (envase nuevo) 27

26.

27.

28.

NOTA: el volumen de UNG anadido al vial de reactivo en la
posicion 3 depende del numero de ensayos restantes en el
envase de reactivo y no del nimero de muestras que se estén
procesando. Consulte el Manual de funcionamiento del sistema
Abbott m2000sp para obtener informacion sobre la gestion del
inventario de envases de reactivos de amplificacion y como
determinar el nimero de ensayos restantes en un envase de
reactivos.

Los envases de amplificacion parciales se cargan a la izquierda de
los envases de reactivos de amplificacion nuevos en la mesa de
trabajo del Abbott m2000sp.

Asegurese de que los envases de reactivos de amplificacion estén
bien colocados en el instrumento.

Seleccione la placa de pocillos profundos adecuada que coincida
con la extraccion de preparacion de muestras correspondiente.
Inicie el protocolo de adicion de la muestra Abbott m2000sp. Siga
las indicaciones de la seccién Instrucciones de funcionamiento del
Manual de funcionamiento de Abbott m2000sp.

NOTA: el usuario no debe llenar manualmente ningun pocillo vacio
o sin llenar de la placa de reacciéon optica de 96 pocillos de Abbott.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

e Una vez finalizada la extraccion de las muestras, el sistema
Abbott m2000sp rellena automaticamente los pocillos vacios
de la placa de reaccion optica de 96 pocillos de Abbott con
tampon mElution si se van a analizar mas de 48 muestras
en un procesamiento. El llenado de placas no se realiza en
procesamientos de 48 muestras 0 menos.

e Si el sistema lo solicita, el soporte de reactivos 2 debe
permanecer en su sitio, con al menos el recipiente de reactivo
para el tampdon mElution (soporte de reactivos 2, posicion 6).

Si este recipiente de reactivo se ha descargado, coloque un
recipiente de reactivo nuevo con la etiqueta de tampdn mElution
en el soporte de reactivos 2, posicién 6. Se afiadira liquido del
sistema al recipiente de reactivos y se utilizara para llenar los
pocillos vacios. Una vez completado este proceso, el sistema
continuara con la adiciéon de mezcla.

NOTA: las instrucciones de uso para la funcion automatizada de

llenado de placas se describen en el Manual de funcionamiento

del sistema Abbott m2000sp (nimero de referencia 9K20, version

6 o siguientes), seccion 5, Instrucciones del funcionamiento,

Extraccion de muestras: modo cerrado.

¢ Inicie el protocolo Abbott m2000rt (paso 33) antes de que
transcurran 50 minutos desde el inicio del protocolo de adicion de
la mezcla (paso 28).

NOTA: si por cualquier motivo se suspende el procesamiento

después del paso 28, debe utilizarse una placa de reaccion éptica

de 96 pocillos de Abbott nueva si va a repetirse el protocolo de

adicion de la mezcla Abbott m2000sp (paso 28).

Encienda e inicie el instrumento Abbott m2000rt en el area de

amplificacion.

NOTA: el tiempo de calentamiento del Abbott m2000rt es de

15 minutos.

NOTA: quitese los guantes antes de volver al area de preparacion

de muestras.

Selle la placa de reaccion optica de 96 pocillos de Abbott cuando

el sistema Abbott m2000sp haya completado la adicion de muestras

y la mezcla segun la seccién Instrucciones de funcionamiento del

Manual de funcionamiento del sistema Abbott m2000sp.

Coloque la placa de reaccion optica sellada en la base de soporte
para placas de Abbott para transferirla al instrumento Abbott
m2000rt.

Si se utiliza Uracilo-N-glucosilasa (UNG), siga las instrucciones
que se indican a continuacion:

Transfiera la placa oOptica sellada a la base de soporte para placas
de Abbott e incube a temperatura ambiente (de 15 °C a 30 °C)
durante 10 minutos. Después de la incubacién a temperatura
ambiente, transfiera la placa de reaccion dptica de 96 pocillos de
Abbott en la base de soporte para placas de Abbott al instrumento
Abbott m2000rt.

Coloque la placa de reaccion éptica de 96 pocillos de Abbott en

el instrumento Abbott m2000rt. En la pantalla Protocol (Protocolo),
seleccione el fichero de aplicaciones HCV RNA DBS. Inicie el protocolo
como se describe en la seccion Instrucciones de funcionamiento del
Manual de funcionamiento del sistema Abbott m2000rt.

NOTA: para el traslado de la peticion de analisis se recomienda
utilizar el CD-ROM o la conexion de red con funciones de
exportacion e importacion del software de los sistemas m2000sp
y m2000rt. Si la peticion de analisis en el sistema Abbott m2000rt
se crea manualmente, introduzca las identificaciones de las
muestras en las posiciones de la placa de PCR correspondientes
segun la tabla “Wells for Selected Plate” (Pocillos para la placa
seleccionada), que se muestra en detalle en la pantalla “PCR
Plate Results” (Resultados de la placa de PCR) del sistema Abbott
m2000sp. Consulte la seccion 5 del Manual de funcionamiento del
sistema Abbott m2000sp.

Si se va a utilizar un envase de reactivo de amplificacién parcial
preparado por segunda vez, tape los 3 viales de reactivos con los
tapones guardados o los tapones nuevos (n.2 de referencia: 3N20-01)

y almacene inmediatamente los reactivos a una temperatura igual o
inferior a -10 °C, protegidos de la luz y en posicion vertical. Deseche
los envases de reactivos de amplificacion que se hayan agotado o
se hayan utilizado dos veces.

IMPORTANTE: los reactivos de amplificacion que se vayan a
utilizar por segunda vez deben almacenarse a una temperatura
igual o inferior a -10 °C en un plazo de 50 minutos desde el inicio
del protocolo de adicion de mezcla.
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PROCEDIMIENTOS DESPUES DEL PROCESAMIENTO

1. Retire la placa de 96 pocillos profundos de Abbott de la mesa de
trabajo y deséchela de acuerdo con el Manual de funcionamiento
del sistema Abbott m2000sp.

2. Coloque la placa de reaccion 6ptica de 96 pocillos de Abbott en una
bolsa de plastico sellable y deséchela segun lo descrito en el Manual
de funcionamiento del sistema Abbott m2000rt, junto con los guantes
utilizados para manejar la placa.

Limpie la base de soporte para placas de Abbott antes del siguiente
uso segun el Manual de funcionamiento del sistema Abbott m2000rt.

PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD

Calibracion optica del sistema Abbott m2000rt
Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).
Calibracion del ensayo
Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).
Para realizar ensayos de DBS con Abbott m2000sp y Abbott m2000rt:
una vez se haya aceptado y almacenado una calibracion de Abbott
RealTime HCV, puede usarse durante 6 meses. Durante este periodo de
tiempo, puede que no sea necesario calibrar de nuevo cada vez que se
analicen muestras, excepto cuando:
e Se utilice un Abbott Realtime HCV Amplification Reagent Kit con un
nimero de lote nuevo.
e Se utilice un Abbott mSample Preparation System
(4 x 24 preparaciones) con un nudmero de lote nuevo.
e Se instale un nuevo fichero de aplicaciones Abbott RealTime HCV
RNA DBS.
Deteccion de inhibicion
Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).

Controles negativo y positivo

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).

Seguimiento del laboratorio para comprobar la presencia de
contaminacion

Consulte las instrucciones de uso del ensayo Abbott RealTime HCV
(n.2 de referencia: 4J86).

RESULTADOS PARA ESPECIMENES DE DBS

La concentraciéon de muestra de DBS comunicada resultante del
procesamiento del protocolo de DBS del sistema Abbott m2000rt
representa la concentracion viral de VHC en el plasma del espécimen de
sangre a partir de la cual se obtiene el espécimen de DBS. El sistema
Abbott m2000rt comunica automaticamente los resultados a la estacion
de trabajo del Abbott m2000rt. Los resultados del ensayo se pueden
registrar en unidades internacionales Ul/ml o en log Ul/ml.

Interpretacion de resultados

Resultado Interpretacion

No detectado No se ha detectado la diana
< 2,66 log Ul/ml? Detectada

De 2,66 a 8,00 log Ul/ml

> 8,00 log Ul/ml > ULQP

2462 Ul/ml

b ULQ = limite superior de determinacién cuantitativa

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

e PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

e El rendimiento 6ptimo de este analisis requiere la recogida, el
almacenamiento y el transporte adecuados del espécimen hasta el
laboratorio (consulte el apartado RECOGIDA, ALMACENAMIENTO
Y TRANSPORTE DE ESPECIMENES AL LABORATORIO de estas
instrucciones de uso).

* Los especimenes de sangre recogidos en tubos con EDTA pueden
utilizarse para generar DBS que se analizan con el ensayo Abbott
RealTime HCV para DBS. No se ha validado el uso de otros
anticoagulantes con el ensayo Abbott RealTime HCV para DBS.

e El uso del ensayo de Abbott RealTime HCV para DBS debe limitarse
a personal que haya recibido formacion en los procedimientos de
preparacion y preprocesamiento de DBS, en ensayos de diagnéstico
molecular y en el sistema Abbott m2000.



e Los instrumentos y los procedimientos de ensayo reducen el
riesgo de contaminacién por producto amplificado. Sin embargo,
la contaminacion por acido nucleico de los calibradores, los
controles positivos o los especimenes debe controlarse mediante
las buenas précticas de laboratorio y siguiendo cuidadosamente los
procedimientos especificados en estas instrucciones de uso.

e Como ocurre con todos los ensayos de diagndstico, los resultados
del ensayo Abbott RealTime HCV para DBS se deben interpretar
junto con otros analisis clinicos y de laboratorio. No se puede
suponer que un espécimen con un resultado “No detectado” sea
negativo para el RNA del VHC.

e Los resultados del ensayo podrian ser inexactos, si la recogida, el
secado, el almacenamiento y el manejo de las tarjetas para DBS no
son adecuados.

e Se pueden utilizar las tarjetas para DBS Ahlstrom-Munktell TFN y
Whatman 903. No se ha validado el uso de otras tarjetas con el
ensayo Abbott RealTime HCV.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DEL
FUNCIONAMIENTO PARA ESPECIMENES DE DBS

Limite de deteccion (LD)

El LD del ensayo Abbott RealTime HCV es de 462 Ul/ml con el tipo

de muestra DBS. El LD se determiné analizando muestras de DBS
preparadas con una serie de diluciones del patrén internacional de la
OMS para el RNA del virus de la hepatitis C diluidas en sangre negativa
para el VHC. Los analisis para cada concentracion de RNA del VHC se
realizaron con 4 lotes de reactivos de amplificacion durante 3 dias. Los
resultados representativos del rendimiento de la sensibilidad analitica
del ensayo Abbott RealTime HCV para DBS se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Limite de deteccion (LD) de Abbott RealTime HCV
para DBS

RNA del VHC (Ul/ml)  Namero de Nimero Porcentaje
analisis detectado detectado

500 84 83 99

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

El andlisis de los datos con el método probit determiné que la concentracion
de RNA del VHC detectada en la muestra de sangre seca con una
probabilidad del 95 % fue de 462 Ul/ml (IC del 95 % de 381 a 593 Ul/ml).

Intervalo lineal

El limite superior de determinacién cuantitativa (ULQ) del ensayo
Abbott RealTime HCV es de 100 millones de Ul/ml y el limite inferior
es equivalente al limite de deteccion (LD) (462 Ul/ml) para muestras
de sangre seca. Se prepardé un panel de 7 muestras de DBS con

RNA blindado (Armored RNA) del VHC diluido a concentraciones que
oscilaban entre 200 millones de Ul/ml y 316 Ul/ml en sangre negativa
para el VHC. Los resultados representativos de la linealidad del ensayo
Abbott RealTime HCV para DBS se representan en la Figura 1.
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Figura 1. Linealidad en el ensayo Abbott RealTime HCV para
DBS

DBS en RealTime HCV (log Ul/ml)

o

2 3 4 5 6 7 8 9
Concentracion esperada (log Ul/ml)

Se ha demostrado que el ensayo Abbott RealTime HCV para DBS
es lineal en todo el intervalo de concentraciones de RNA del VHC
analizadas (de 316 a 200 millones de Ul/ml, de 2,5 a 8,3 log Ul/ml).

Especificidad

La especificidad esperada del ensayo Abbott RealTime HCV para DBS
es superior o igual al 99,5 %. Para determinar la especificidad, se
analizaron 119 especimenes seronegativos para el VHC en 2 lotes de
reactivos de amplificacion. La especificidad total fue del 100 % (119/119).
Imprecision

La imprecision se evaludé analizando un panel de 6 muestras de

DBS con un intervalo de concentraciones esperadas de RNA del

VHC de 316 Ul/ml a 200 millones de Ul/ml. Las muestras del panel
con concentraciones inferiores a 5 log Ul/ml (100 000 Ul/ml) se
prepararon con un especimen clinico positivo para el VHC diluido en
sangre negativa para el VHC, mientras que las muestras del panel con
concentraciones superiores a 5 log Ul/ml (100 000 Ul/ml) se prepararon
con RNA blindado (Armored RNA) del VHC diluido en sangre negativa
para el VHC. Cada muestra del panel se analizé en 5 replicados una
vez al dia durante 5 dias, en 3 pares de Abbott m2000sp/rt con 3 lotes
de reactivos de amplificacion. Se determind la desviacién estandar
(D.E.) intraserial, interserial e interensayo (intraserial e interserial). El
ensayo Abbott RealTime HCV para DBS esta disefiado para lograr una
desviacion estandar (D.E.) interensayo igual o inferior a 0,25 log Ul/ml
de RNA del VHC para muestras con concentraciones del VHC de

10 000 a 100 millones de Ul/ml. Los resultados representativos de la
precision del ensayo Abbott RealTime HCV para DBS se resumen en la
Tabla 2.



Tabla 2. Imprecision del ensayo Abbott RealTime HCV para DBS

Componente D.E.

Muestra del Concentracion media Concentracion media Componente D.E. Componente D.E. D.E. entre lotes/

panel N (Ul/ml) (log Ul/ml) intraserial®® interserial® interensayo®? instrumentos? Total®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13 211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395 427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14 008 770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316 713 566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Las desviaciones estandar (D.E.) se expresan en log Ul/ml.

bLa D.E. interensayo incluye los componentes intraserial e interserial.

¢ Total incluye los componentes intraserial, interserial y entre lotes/instrumentos.

dLa concentracién media de la muestra del panel 1 esta por debajo del LD. Las estimaciones de imprecision se basan en replicados cuantificados.
¢ La D.E. intraserial también se conoce como repetibilidad. La D.E. total también se conoce como reproducibilidad.

La repetibilidad y reproducibilidad de la muestra del panel 1 (cerca del LLQ, limite inferior de cuantificacion) fueron de 0,26 log Ul/ml y

0,27 log Ul/ml respectivamente, y para la muestra del panel 2 (cerca del LLQ) fueron de 0,23 log Ul/ml y 0,25 log Ul/ml respectivamente. La
repetibilidad y reproducibilidad de la muestra del panel 5 (cerca del ULQ, limite superior de cuantificacién) fueron de 0,12 log Ul/ml y 0,14 log Ul/mli
respectivamente, y para la muestra del panel 6 (cerca del ULQ) fueron de 0,04 log Ul/ml y 0,07 log Ul/ml respectivamente.

Correlacion

Se compard la determinacion cuantitativa de RNA del VHC entre el ensayo Abbott RealTime HCV que utiliza muestras de sangre seca y el ensayo
comparativo con marcado CE Abbott RealTime HCV que utiliza plasma humano. En el andlisis se incluyeron especimenes de plasma y DBS de un total
de 346 individuos (recogidos y analizados en Georgia, Camerun y Grecia). Tanto las DBS preparadas a partir de sangre venosa como las preparadas con
sangre capilar (puncién dactilar) se analizaron con el ensayo Abbott RealTime HCV para DBS. Los resultados cuantitativos de los especimenes incluidos en
los intervalos dindmicos de los ensayos se analizaron mediante el método de regresion lineal de minimos cuadrados y el método de sesgo de Bland-Altman
(DBS capilar frente a plasma N=346; DBS venosa frente a plasma N=346; DBS capilar frente a DBS venosa N=345). Para la correlacién entre la DBS capilar
y el plasma, el coeficiente de correlacién fue de 0,843, la pendiente fue de 0,91 (IC del 95 %, de 0,85 a 0,97) y la ordenada en el origen fue de 0,48 log Ul/
mi

(IC del 95 %, de 0,12 a 0,84) (Figura 2). Para la correlacién entre la DBS venosa y el plasma, el coeficiente de correlacién fue de 0,840, la pendiente fue de
0,94 (IC del 95 % de 0,88 a 1,00) y la ordenada en el origen fue de 0,31 log Ul/ml (IC del 95 %, de -0,07 a 0,69) (Figura 3). Para la correlacién entre la DBS
capilar y la DBS venosa, el coeficiente de correlacion fue de 0,943, la pendiente fue de 0,91 (IC del 95 %, de 0,87 a 0,94) y la ordenada en el origen fue de
0,53 log Ul/ml (IC del 95 %, de 0,33 a 0,72) (Figura 4). Ademas, los graficos de Bland-Altman de estas comparaciones se presentan en la Figura 5, Figura 6
y Figura 7. La diferencia del sesgo medio entre la DBS capilar y el plasma fue de -0,05 log Ul/ml. La diferencia del sesgo medio entre la DBS venosa y el
plasma fue de -0,04 log Ul/ml. La diferencia del sesgo medio entre la DBS capilar y la DBS venosa fue de -0,02 log Ul/ml.

El sesgo esperado entre la DBS capilar y el plasma se evalu6 a las concentraciones esperadas de ULQ y LLQ. Ademas, el sesgo esperado entre la
DBS venosa y el plasma se evalud a las concentraciones esperadas de ULQ y LLQ. Consulte la Tabla 3 para ver el resumen de los sesgos esperados.

Tabla 3. Sesgo esperado entre DBS (capilar o venosa) y plasma en LLQ y ULQ

Concentracion esperada de Sesgo esperado
Comparacion Nivel carga viral (log Ul/ml) (log Ul/ml)
DBS capilar frente a plasma LLQ 2,66 0,24
uLQ 8,00 -0,26
DBS venosa frente a plasma LLQ 2,66 0,15
uLQ 8,00 -0,17

38



Figura 2. DBS capilar y plasma
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Figura 5. DBS capilar frente a plasma

Diferencia: (DBS capilar en Abbott HCV - Plasma en Abbott
RealTime HCV)
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Figura 3.

DBS venosa y plasma

Cuantificacion de DBS venosa en Abbott HCV (log Ul/ml)
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Figura 4.

DBS capilar y DBS venosa
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Figura 6. DBS venosa frente a plasma

Diferencia: (DBS venosa en Abbott HCV - Plasma en Abbott

RealTime HCV)
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Figura 7. DBS capilar frente a DBS venosa

Diferencia: (DBS capilar en Abbott HCV - DBS venosa en

Abbott HCV)
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APENDICE 1. DESCRIPCION GENERAL DE LA FUNCION DE USO AMPLIADO DEL REACTIVO DE AMPLIFICACION DE
ABBOTT REALTIME HCV

La funcién del uso ampliado de los reactivos de amplificacion permite utilizar el envase de reactivo de amplificacion y el control interno un total de
2 veces. Los envases de reactivos de amplificacion que no se hayan utilizado aun para preparar la mezcla se denominan envases de reactivos de
amplificacion nuevos. Los envases de reactivos de amplificacion que se hayan utilizado una vez y contengan la mezcla preparada se denominan
envases de reactivos de amplificacion parciales. Consulte las instrucciones incluidas en este procedimiento para obtener mas informacion.

Condiciones de almacenamiento (envase de reactivo de amplificacion y viales de control interno)

Tipo de envase Temperatura de almacenamiento Tiempo de almacenamiento

Envases nuevos -10 °C o inferior Hasta la fecha indicada en la etiqueta

Cl nuevo -10 °C o inferior Hasta la fecha indicada en la etiqueta
Envases parciales  -10 °C o inferior (protegidos de la luz) Hasta un maximo de 14 dias después del primer uso
Cl parcial -10 °C o inferior Hasta un maximo de 14 dias después del primer uso

e Si utiliza UNG para el procedimiento de control de la contaminacion, consulte los pasos 25 y 32 del protocolo de ensayo para obtener
instrucciones especificas.

Seleccione la combinacién necesaria
de envases nuevos o parciales

Envases nuevos para el procesamiento. Envases parciales

Retire los envases nuevos
/ﬂ['“’“c del congelador (< -10 °C).

Descongélelos entre 2 ‘C'y
8°Coentre 15°Cy 30 °C.

Y

8°C Una vez descongelados,
almacénelos entre 2°C 'y 8 'C
2% durante < 24 horas

A 4 Retire los envases parciales

antes de su uso.
ind . -10°C
Retire los tapones. |« del cong (40°C).
Confirme que la mezcla

I
¢ maestra esté descongelada

Complete la extraccion
de la muestra.
antes de su uso.

Cargue los envases: :

coldquelos bien; los I

<60 mlnutos parciales a la izquierda. ‘

1
1
: Cargue el tubo de <25 nfinutos
1 mezcla maestra si utiliza 1
Inicie el sistema | més de 1 envase. !
Abbott m2000rt. 1 ¢ f
A4 A4
il Inicio del protocolo de mezcla. .
: Fin del protocolo de mezcla. !
' '
1
;
Selle la placa PCR.
<50 m!nutos Y < 50'minutos
1
1 1
1 Tape los envases v 1
1 parciales después del 1
: primer uso. Lleve la placa PCR 1
. 7 al Abbott m2000rt. :
1 ¢ 1
- Almacene los envases parciales !
- = a<-10°C, en posicion vertical y Inicie el protocolo €= - -
protegidos de la luz. Abbott m2000rt. v

Deseche los envases
vacios y los parciales
tras el segundo uso.

e Los envases de reactivos de amplificacion aptos para el uso ampliado deben tener un nimero de serie de 6 digitos sobre el cédigo de barras.

* Los envases de reactivos de amplificacion parciales solo se pueden utilizar una segunda vez en el mismo instrumento en el que se usaron la
primera vez. Si se utilizan en un instrumento diferente, se generara un error, lo que puede retrasar el procesamiento.

e Los envases de reactivos de amplificacion nuevos y parciales se pueden utilizar juntos. Todos los envases de reactivos de amplificacion
utilizados en el instrumento para un procesamiento deben tener el mismo numero de lote.

a1
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NOTA: fare attenzione alle modifiche

Legenda dei simboli utilizzati

GTIN Codice GTIN

Numero di riferimento

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Tempo massimo consentito

Limite superiore di temperatura

Limiti di temperatura

Mandatario nella Comunita europea/Unione
europea

Fabbricante
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SRVIZIO CLIENTI INTERNAZIONALE:
RIVOLGERSI AL SERVIZIO CLIENTI ABBOTT

Leggere attentamente il foglietto illustrativo prima dell'uso. Seguire le
istruzioni riportate sul foglietto illustrativo. In caso di mancato rispetto
delle istruzioni riportate nel presente foglietto illustrativo, non € possibile
garantire I'affidabilita dei risultati del dosaggio.

Le presenti istruzioni per l'uso (IFU) costituiscono un supplemento al
foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime HCV (n. di listino 4J86),
specificamente per il tipo di campione DBS (goccia di sangue essiccato).

NOTA PER L'UTENTE

Se si verifica un incidente grave in relazione all'uso di questo dispositivo,
segnalare tale incidente al produttore e all'autorita competente appropriata
dello stato membro in cui risiede I'utente e/o il paziente. Per effettuare la
segnalazione al produttore, vedere le informazioni di contatto fornite nella
sezione relativa al servizio clienti o all'assistenza tecnica delle presenti
istruzioni.

DENOMINAZIONE
Abbott RealTime HCV

FINALITA D’USO PER DBS

Abbott RealTime HCV & un dosaggio di reazione a catena della polimerasi
con trascrittasi inversa (RT-PCR) in vitro per la determinazione quantitativa
dell'RNA del virus dell'epatite C (HCV-RNA) in gocce di sangue intero
essiccato poste su appositi cartoncini (test DBS) (da venipuntura o prelievo
capillare) di individui infettati da HCV. Il dosaggio Abbott RealTime HCV &
indicato come ausilio nella gestione di pazienti infettati da HCV sottoposti
a terapia antivirale. Il dosaggio Abbott RealTime HCV non € destinato ad
essere utilizzato per lo screening dellHCV nei donatori di sangue, plasma,
siero o tessuto, o come test diagnostico per confermare la presenza di
infezione da HCV.

UTENTI PREVISTI

Il dosaggio Abbott RealTime HCV & destinato all’'uso da parte di addetti di
laboratorio qualificati.

RIASSUNTO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Il virus dell'epatite C (HCV) rappresenta una delle principali cause di
epatopatia. E stato stimato che circa il 1,1% della popolazione presenta
infezione cronica da epatite C' e che circa 700.000 persone muoiono ogni
anno a causa di epatopatia correlata all'epatite C.2 L'HCV & un virus a RNA
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con filamento a polarita positiva, che viene trasmesso principalmente tramite
l'uso di farmaci per via endovenosa e attraverso prodotti ematici. Circa il
55-85% dei soggetti con infezione da HCV sviluppa epatite cronica e fino

al 30% dei soggetti con infezione cronica sviluppa cirrosi.! Nei pazienti con
cirrosi, l'incidenza del carcinoma epatocellulare & del 2-4% all'anno.

E stato dimostrato che la misurazione quantitativa del livello di HCV-RNA nel
sangue periferico & un parametro essenziale per la gestione di varie terapie
anti-HCV.8™3 Con I'avwvento dei regimi antivirali ad azione diretta, i trattamenti
per l'infezione da HCV sono progrediti notevolmente. L'obiettivo delle terapie
anti-HCV é ottenere una risposta virologica sostenuta (SVR), che si presenta
come assenza continuata di HCV-RNA rilevabile.2> Le misurazioni della
carica virale del'HCV sono state utilizzate per personalizzare la durata del
trattamento e la terapia guidata dalla risposta o per determinare e prevedere
una risposta virologica sostenuta o non sostenuta della terapia antivirale.2
La maggior parte del carico del’HCV a livello globale si riscontra nei
paesi a basso e medio reddito (LMIC).' L'identificazione dei pazienti
con infezione da HCV attiva € molto limitata in queste aree dove le
risorse sono scarse. Il sangue intero prelevato sotto forma di DBS
(goccia di sangue essiccato) pud essere utilizzato come alternativa

al siero o al plasma per I'analisi del’HCV-RNA. La DBS rappresenta
un'opzione fattibile che elimina molti limiti logistici e tecnici associati
alla raccolta, alla processazione, alla conservazione e alla spedizione di
siero o plasma. Le linee guida dell'Organizzazione mondiale della sanita
(OMS) sui test per epatite C includono la raccomandazione dell'uso di
DBS nei test virologici per HCV nelle aree con risorse limitate.#

Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS impiega la tecnologia della
reazione a catena della polimerasi con trascrittasi inversa (RT-PCR)

in combinazione con la rilevazione omogenea in tempo reale della
fluorescenza per la determinazione quantitativa del’HCV-RNA in DBS.
La selezione di una regione conservata del genoma dell'HCV consente
la rilevazione dei genotipi da 1 a 6. Il dosaggio & standardizzato
rispetto al 2° standard internazionale del'OMS per I'RNA del virus
dell'epatite C (codice NIBSC 96/798) e i risultati sono riportati in unita
internazionali/ml (Ul/ml) o nel suo equivalente logaritmico in base 10.

PRINCIPI BIOLOGICI DEL METODO

Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS richiede 3 kit di reagenti:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS utilizza la RT-PCR per
generare il prodotto amplificato dal genoma di HCV-RNA presente

in campioni DBS umani. Le fasi del dosaggio Abbott RealTime HCV
per DBS consistono in: trattamento pre-analitico del campione DBS,
preparazione del campione, assemblaggio di RT-PCR, amplificazione,
rilevazione e refertazione dei risultati. Il trattamento preanalitico della
DBS viene eseguito utilizzando Abbott mSample Preparation System
DBS Buffer Kit, prima del caricamento del campione nel sistema
Abbott m2000sp. Dopo il trattamento preanalitico della DBS, tutte le
fasi successive sono eseguite automaticamente dai sistemi Abbott
m2000sp e Abbott m2000rt.

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86) per ulteriori dettagli su preparazione del
campione, assemblaggio di RT-PCR, amplificazione e rilevazione.

RIUTILIZZO DEL REAGENTE PER AMPLIFICAZIONE

La funzione opzionale per il riutilizzo del reagente per amplificazione
consente di utilizzare le confezioni di reagente per amplificazione e il
controllo interno (IC) per un totale di 2 volte. Le confezioni di reagente per
amplificazione contenenti la miscela master preparata possono essere
conservate a una temperatura di -10°C o inferiore, tappate e protette dalla
luce, per un massimo di 14 giorni prima del secondo utilizzo. L'IC pud
essere conservato tappato a una temperatura di -10°C o inferiore per un
massimo di 14 giorni prima del secondo utilizzo. Il secondo utilizzo non
deve avvenire successivamente alla data di scadenza del reagente.



Una panoramica di questa funzione € fornita nell'Appendice 1 delle presenti
istruzioni per l'uso.

Nelle presenti istruzioni per I'uso, le confezioni di reagente per
amplificazione e I'IC che non sono ancora stati utilizzati saranno
chiamati "confezioni di reagente per amplificazione nuove" e "IC nuovo"
(ovvero, uso iniziale). Le confezioni di reagente per amplificazione che
sono state utilizzate una volta e contengono miscela master preparata
saranno chiamate "confezioni di reagente per amplificazione parziali".
Le fiale di IC che sono state utilizzate una volta saranno chiamate "fiale
di IC parziali".

PREVENZIONE DELLA CONTAMINAZIONE DA ACIDO
NUCLEICO

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

REAGENTI
Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro

Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS non € indicato per lo
screening dell'HCV nei donatori di sangue, plasma, siero o tessuto, o
come test diagnostico per confermare la presenza di infezione da HCV.

PRECAUZIONI RELATIVE ALLA SICUREZZA

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86). Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS
utilizza esclusivamente strumenti Abbott m2000sp e Abbott m2000rt.

PRECAUZIONI SPECIALI

Precauzioni per il trattamento dei campioni DBS

Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS deve essere utilizzato

esclusivamente con campioni DBS o di sangue intero che sono stati trattati

e conservati come descritto nella sezione RACCOLTA, CONSERVAZIONE E

TRASPORTO DEL CAMPIONE AL CENTRO DI ANALISI.

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime

HCV (n. di listino 4J86).

Precauzioni di trattamento specifiche per DBS:

e Assicurarsi che i cartoncini per DBS siano completamente asciutti
prima di conservarli in un sacchetto con essiccanti. Formazione di
gocce, essiccazione, conservazione e trattamento inadeguati della
DBS possono portare a risultati dell'analisi inesatti.

e Per evitare la contaminazione da carryover, utilizzare un nuovo
puntale per pipetta per ciascun campione DBS quando si estrae
il campione dal cartoncino per DBS perforato. Se si utilizza un
cartoncino per DBS non perforato, assicurarsi che lo strumento
utilizzato per I'escissione del campione sia decontaminato prima e
dopo il contatto con il campione DBS.

Aree di lavoro

Si raccomandano solamente due aree dedicate, I'area di preparazione
dei campioni e I'area di amplificazione, quando si utilizzano Abbott
m2000sp e Abbott m2000rt.

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

Contaminazione da aerosol

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

Contaminazione e inibizione

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

Contaminazione da prodotto amplificato esterno contenente dU
| laboratori che utilizzano o hanno utilizzato dosaggi di amplificazione
HCV che includono processazione post-PCR del prodotto amplificato
possono essere contaminati da prodotto amplificato contenente

dU. Tale contaminazione pu0 causare risultati imprecisi del

dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS. Fare riferimento alla
sezione Monitoraggio del laboratorio per individuare la presenza

di contaminazione del foglietto illustrativo del dosaggio Abbott
RealTime HCV (n. di listino 4J86). Quando i controlli negativi

sono persistentemente reattivi o laddove € probabile che si sia
verificata una contaminazione con prodotto amplificato di HCV
contenente dU, si consiglia al laboratorio di utilizzare la procedura di
controllo della contaminazione con uracil-N-glicosilasi (UNG) se la
decontaminazione del laboratorio non ha successo.
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ISTRUZIONI PER LA CONSERVAZIONE
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (n. di listino 4J86-90)

/H/-10°C .

Le confezioni di reagente per amplificazione Abbott
RealTime HCV e le fiale di controllo interno (IC) nuove e
parziali devono essere conservate a una temperatura di
-10°C o inferiore quando non in uso. Prestare attenzione

a separare la confezione di reagente per amplificazione
Abbott RealTime HCV che & in uso dal contatto diretto con
campioni, calibratori e controlli.

e Dopo l'uso iniziale, le confezioni di reagente per
amplificazione e I'IC parziali devono essere conservati
a una temperatura di -10°C o inferiore, tappati, in
posizione verticale e protetti dalla luce. Se conservate
in questo modo, le confezioni di reagente per
amplificazione parziali con miscela master preparata
possono essere utilizzate una seconda volta entro 14
giorni dal primo utilizzo. Anche I'IC pud essere utilizzato
una seconda volta entro 14 giorni dallo scongelamento,
se conservato tappato a una temperatura di -10°C o
inferiore. Dopo 2 utilizzi, le confezioni di reagente per
amplificazione e I'IC parziali devono essere eliminati.

Il secondo utilizzo non deve avvenire successivamente
alla data di scadenza del reagente.

Abbott RealTime HCV Control Kit (n. di listino 4J86-80)

/H/-mf*c .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (n. di listino 4J86-70)

Gli Abbott RealTime HCV Negative Controls e Positive
Controls devono essere conservati a una temperatura
di -10°C o inferiore.

-10°C e Abbott RealTime HCV Calibrator A e Calibrator B devono

essere conservati a una temperatura di -<10°C o inferiore.

CONDIZIONI DI SPEDIZIONE

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

INDICAZIONE DI INSTABILITA O DETERIORAMENTO DEI
REAGENTI

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

PROCEDURA STRUMENTALE

Prima di eseguire il dosaggio, il file dell'applicazione di Abbott RealTime
HCV per DBS deve essere installato sui sistemi Abbott m2000sp

e Abbott m2000rt dall'Abbott RealTime HCV m2000 ROW System
Combined Application CD-ROM (n. di listino 01L69-040 o superiore).
Per informazioni dettagliate sull'installazione del file dell'applicazione,
fare riferimento ai manuali d'impiego Abbott m2000sp e Abbott m2000rt,
sezione Istruzioni operative.

RACCOLTA, CONSERVAZIONE E TRASPORTO DEL
CAMPIONE AL CENTRO DI ANALISI

Raccolta e conservazione del campione

e Per preparare la DBS, utilizzare sangue intero con EDTA o
digitopuntura. Durante la conservazione e la spedizione, il sangue
intero con EDTA deve essere mantenuto in condizioni di temperatura
controllata (tra 2°C e 8°C per un massimo di 48 ore, oppure a
temperatura ambiente non superiore a 30°C per un massimo di 24
ore).

e |l sangue intero con EDTA raccolto in una provetta deve essere
miscelato accuratamente capovolgendo delicatamente la provetta
prima della formazione della goccia. Formare una goccia di sangue
sui cerchi da mezzo pollice (12 millimetri) su cartoncini di carta
Ahlstrom-Munktell TFN o Whatman 903, assicurandosi che l'intero
cerchio sia coperto. Si consiglia di utilizzare almeno 70 pl di sangue
(circa 3-5 gocce di sangue) per ogni cerchio per garantire una
copertura completa.

e Lasciare asciugare il cartoncino all'aria a temperatura ambiente per
almeno 3 ore. Confezionare ogni cartoncino in un sacchetto sigillabile
con sacchetti di essiccante (almeno 2-3 sacchetti di essiccante).

e | cartoncini per campioni DBS possono essere conservati come
indicato nella tabella seguente prima dell'esecuzione del dosaggio.



Conservazione del cartoncino per campioni DBS

Condizione Tempo massimo di conservazione

Da 2°C a 30°C a umidita ambiente 18 settimane

< 37°C a umidita ambiente 12 settimane
< 45°C a umidita ambiente 8 settimane
< 38°C a umidita elevata (< 85%)

Da -25°C a -15°C a umidita ambiente

4 settimane
18 settimane

-70°C o temperatura inferiore a 18 settimane

umidita ambiente

Trasporto dei campioni

Spedire i campioni rispettando la temperatura e il tempo di

conservazione consigliati indicati nella precedente sezione Raccolta

e conservazione del campione. Per spedizioni nazionali e internazionali,

i campioni devono essere imballati ed etichettati in conformita alle

normative nazionali e internazionali che regolano il trasporto di campioni

clinici, diagnostici o biologici.

PROCEDURA DEL DOSAGGIO ABBOTT REALTIME

HCV PER DBS

Materiale necessario ma non in dotazione

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (n. di listino 4J86-90)

* Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (n. di listino 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (n. di listino 4J86-80)

Per I'area di preparazione dei campioni dell'Abbott m2000sp

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (n. di listino
09N02-001)

e Abbott m2000sp (n. di listino 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 prep.) (n. di listino
04J70-24)

e Pipette di precisione calibrate in grado di erogare da 20 a 1000 pl
(se si utilizza UNG, possono essere necessarie pipette di precisione
calibrate in grado di erogare < 20 pl).

e Puntali per pipette con barriera aerosol per pipette da 20 a 1000 pl
(se si utilizza UNG, possono essere necessari puntali per pipette
con barriera aerosol in grado di erogare < 20 pl).

e Vortex Mixer

e Master Mix Tube (n. di listino 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (n. di listino 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (n. di listino 04J71-20)

e 200 mL Reagent Vessels (n. di listino 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (n. di listino 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (n. di listino 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (n. di listino 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (n. di listino 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (n. di listino 01L69-040 o superiore)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (n. di listino 09N03-001)

* 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps (n. di listino 03N20-01), opzionale

e Uracil N-Glycosylase (uracile N-glicosilasi, UNG)?

(n. di listino 6L87-02)

aSe necessario, in base alla sezione Contaminazione da prodotto

amplificato esterno contenente dU delle presenti istruzioni per I'uso.

Per I'area di amplificazione dell’Abbott m2000rt

e Abbott m2000rt (n. di listino 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (n. di listino 01L69-040 o superiore)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (n. di listino 04J71-93)

Altri materiali

e Cappa di sicurezza biologica approvata per I'uso di materiali infettivi

e Sacchetto sigillabile per cartoncino DBS

e Sacchetto di essiccante per cartoncino DBS

e Cartoncino di carta Ahlstrom-Munktell TFN e/o Whatman 903

e Sacchetto di plastica sigillabile per lo smaltimento della piastra
di reazione a 96 pozzetti

e Acqua priva di RNasi (Eppendorf o equivalente)®

e Provette per microcentrifuga da 1,7 ml di grado da biologia
molecolare (Dot Scientific, Inc. o equivalente)?

e Applicatori con punta in cotone (Puritan o equivalente)?
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bNota: questi 3 articoli sono utilizzati nella procedura di
monitoraggio del laboratorio per individuare la presenza di
contaminazione. Fare riferimento alla sezione PROCEDURE DI
CONTROLLO QUALITA del foglietto illustrativo del dosaggio Abbott
RealTime HCV (n. di listino 4J86).

Precauzioni procedurali

e Leggere attentamente le istruzioni contenute nelle presenti istruzioni
per l'uso prima di processare i campioni.

e | reagenti per amplificazione e il controllo interno possono essere
utilizzati fino a 2 volte, come descritto nelle presenti istruzioni per
l'uso. Le fiale di Abbott RealTime HCV Calibrators, Negative Control,
Low Positive Control e High Positive Control sono esclusivamente
monouso e devono essere smaltite dopo l'uso.

e Utilizzare puntali per pipette dotati di barriera aerosol o pipette monouso
soltanto 1 volta durante la dispensazione dei campioni o del controllo
interno. Per evitare la contaminazione del cilindro della pipetta durante
la pipettatura, prestare attenzione a evitare il contatto tra il cilindro
della pipetta e I'interno della provetta o del contenitore del campione. E
consigliato I'uso di puntali per pipette dotati di barriera aerosol estesa.

* Le procedure di monitoraggio per individuare la presenza di prodotto
di amplificazione sono indicate nella sezione PROCEDURE DI
CONTROLLO QUALITA.

e Per ridurre il rischio di contaminazione da acido nucleico, pulire e
disinfettare le fuoriuscite di campione, utilizzando un disinfettante
tubercolicida come ipoclorito di sodio allo 1,0% o altro disinfettante
idoneo.

e Gli Abbott RealTime HCV Calibrators e Controls devono essere
preparati insieme ai campioni da analizzare. L'uso di Abbott
RealTime HCV Controls e Calibrators & essenziale per garantire
le prestazioni del dosaggio Abbott RealTime HCV. Fare riferimento
alla sezione PROCEDURE DI CONTROLLO QUALITA.

e |l protocollo di dispensazione della miscela master Abbott m2000sp
deve essere avviato entro 1 ora dal completamento della preparazione
del campione.

e Se il protocollo di dispensazione della miscela master Abbott
m2000sp viene abbandonato, smaltire i reagenti per amplificazione
che si stavano utilizzando per la seconda volta. Le confezioni di
reagenti nuove che si stavano utilizzando per la prima volta possono
essere conservate per un uso successivo, come descritto nel
presente manuale.

e |l protocollo Abbott m2000rt deve essere iniziato entro 50 minuti
dall'avvio del protocollo di dispensazione della miscela master. Se
la seduta dell'Abbott m2000rt non viene avviata entro 50 minuti,

o & interrotta o abbandonata, sigillare la Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate in un sacchetto di plastica sigillabile e smaltirla come
indicato nel Manuale d’impiego Abbott m2000rt insieme ai guanti
utilizzati per maneggiare la piastra.

IMPORTANTE: i reagenti per amplificazione che saranno utilizzati
una seconda volta devono essere conservati a una temperatura

di -10°C o inferiore entro 50 minuti dall'inizio del protocollo di
dispensazione della miscela master.

PROTOCOLLO DI DOSAGGIO: CAMPIONI DBS SU

STRUMENTI ABBOTT m2000sp E ABBOTT m2000rt

Per una descrizione dettagliata di come eseguire un protocollo

dell'’Abbott m2000sp e dell'Abbott m2000rt fare riferimento ai manuali

d’'impiego Abbott m2000sp e Abbott m2000rt, sezione Istruzioni
operative. Il protocollo DBS richiede Abbott m2000sp Software Version

6.0 o successiva. Seguire il Manuale d’impiego Abbott m2000sp (n. di

listino 09K20 versione 6 o successiva).

In ciascuna seduta di analisi € possibile processare un totale di 96

campioni. Ciascuna seduta di analisi include un Abbott RealTime HCV

Negative Control, Low Positive Control e High Positive Control, quindi

e consentita I'analisi di un massimo di 93 campioni DBS per seduta,

quando non si includono calibratori. Processare calibratori e controlli

direttamente come campioni liquidi; le fasi da 1 a 5 sono necessarie

solamente per campioni DBS. Non analizzare campioni di plasma o

siero in una seduta di analisi in cui & utilizzato il protocollo DBS.

Per ciascun campione DBS, deve essere utilizzata una singola provetta

Abbott Master Mix Tube per l'intera procedura di analisi del campione.

Assicurarsi che i campioni DBS siano etichettati durante tutto il

processo.



1

Riempire la Abbott Master Mix Tube con 1,3 ml di tampone

mDBS dell'Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit

(n. di listino 09N02-001).

NOTA: non utilizzare mLysis Buffer o altri reagenti per questa fase
Tenere il cartoncino di carta per DBS perforato sopra la provetta
Abbott Master Mix Tube.

Estrarre il cerchio del campione DBS dal cartoncino utilizzando un
puntale per pipetta pulito, 1 cerchio di DBS per Abbott Master Mix
Tube. Ogni DBS deve avere un diametro di circa mezzo pollice
(12 millimetri).

NOTA: UTILIZZARE UN NUOVO PUNTALE PER PIPETTA PER
CIASCUN CAMPIONE DBS PER EVITARE LA CONTAMINAZIONE
CROCIATA.

In alternativa, per la carta DBS non perforata, ritagliare 1 intera DBS
(del diametro di circa mezzo pollice) per ciascun campione

e trasferirla in una Abbott Master Mix Tube.

NOTA: evitare il contatto diretto della superficie di taglio con

i campioni DBS. Decontaminare lo strumento utilizzato per
tagliare la DBS tra un campione e I'altro, se necessario, secondo
le buone pratiche di laboratorio.

Assicurarsi che il cerchio del campione DBS sia completamente immerso
nel mDBS Buffer dando dei delicati colpetti alla provetta o utilizzando il
puntale della pipetta per spingere il campione DBS nel tampone.

NOTA: se si utilizza un puntale per pipetta per spingere il
campione DBS nel tampone, assicurarsi che il puntale della pipetta
non provochi perdita di volume del tampone DBS dovuta all'entrata
del liquido nel puntale e/o all'assorbimento del tampone da parte
del filtro del puntale.

Agitare manualmente le provette di campione. Non agitare i campioni
con il Vortex. Lasciare in incubazione per 30 minuti (+ 2 minuti)

a temperatura ambiente.

Nel mentre, scongelare i controlli del dosaggio e il controllo interno
(IC) a una temperatura compresa tra 15°C e 30°C o tra 2°C e 8°C.
Scongelare i calibratori a una temperatura compresa tra 15°C e 30°C o
tra 2°C e 8°C solo se si esegue una seduta di calibrazione.

NOTA: una volta scongelati, i controlli del dosaggio, I'lC e

i calibratori possono essere conservati a una temperatura
compresa tra 2°C e 8°C per un massimo di 24 ore prima dell'uso.
Prima dell'uso, agitare su Vortex ciascun calibratore del dosaggio

e ciascun controllo per 3 volte per 2-3 secondi. Verificare che il
contenuto si trovi sul fondo delle fiale, battendo delicatamente le fiale
sul piano di lavoro per spostare il liquido verso il fondo. Verificare che
non si siano formate bolle o schiuma; se presenti, eliminarle con un
puntale di pipetta sterile usando un puntale nuovo per ogni fiala.

Scongelare i reagenti per amplificazione a una temperatura
compresa tra 15°C e 30°C o tra 2°C e 8°C e conservarli a una
temperatura compresa tra 2°C e 8°C finché necessario per la
procedura della miscela master di amplificazione.

Selezionare le confezioni di reagente per amplificazione nuove

e/o parziali da utilizzare nella seduta di analisi. Fare riferimento al
Manuale d’impiego Abbott m2000sp (n. di listino 09K20 versione 6 o
successiva), sezione Istruzioni operative, per le istruzioni relative alla
gestione dell'inventario delle confezioni di reagente per amplificazione.
Le confezioni di reagente per amplificazione devono avere lo stesso
numero di lotto. Scongelare reagenti di amplificazione nuovi a una
temperatura compresa tra 15°C e 30°C o tra 2°C e 8°C e conservarli

a una temperatura compresa tra 2°C e 8°C finché necessario per la
procedura della miscela master di amplificazione.

NOTA: una volta scongelati, & possibile conservare i reagenti

per amplificazione nuovi a una temperatura compresa tra 2°C

e 8°C per un massimo di 24 ore, se non vengono utilizzati
immediatamente. Le confezioni di reagente per amplificazione
parziali che si stanno utilizzando per una seconda volta NON
devono essere conservate a 2-8°C prima dell'uso. Devono essere
mantenute a una temperatura di -10°C o inferiore finché necessario
per la dispensazione della miscela master. Una volta rimosse dal
congelatore, I'esposizione a temperatura ambiente cumulativa
non deve superare i 25 minuti, compresi i casi in cui le confezioni
sono rimosse dallo stoccaggio ma non utilizzate. Se si superano
i 25 minuti, smaltire le confezioni di reagente per amplificazione
parziali.

La seguente tabella mostra il numero di reagenti per la preparazione dei

campioni e di fiale di controllo interno necessari in base al numero di reazioni.
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Reagenti per la preparazione dei campioni e di controllo interno
necessari

Dal1a24 Da25a48 Dad49a72 Da73a96

Reagente reazioni reazioni reazioni reazioni
mMicroparticles 1 flacone 2 flaconi 2 flaconi 2 flaconi
mLysis 1 flacone 2 flaconi 3 flaconi 4 flaconi
mWash 1 1 flacone 2 flaconi 3 flaconi 4 flaconi
mWash 2 1 flacone 2 flaconi 3 flaconi 4 flaconi
mElution Buffer 1 flacone 2 flaconi 3 flaconi 4 flaconi
Controllo 1 fiala 1 fiala 2 fiale 2 fiale
interno? nuova nuova nuove nuove
o 1 fiala o 2 fiale o 3 fiale 0 4 fiale
parziale parziali parziali parziali

a E possibile utilizzare una combinazione di fiale nuove e parziali di controllo interno.

10. Capovolgere delicatamente i flaconi di Abbott mSample Preparation
per garantire I'omogeneita delle soluzioni. Se, dopo l'apertura, si
nota la presenza di cristalli in qualsiasi flacone dei reagenti, lasciare
riposare il reagente in modo che raggiunga la temperatura ambiente,
fino alla dissoluzione dei cristalli. Non utilizzare i reagenti prima che i
cristalli si siano disciolti.

11. Prima dell'uso, agitare su Vortex ciascun IC per 3 volte per 2-3 secondi.

12. Utilizzare una pipetta di precisione calibrata DEDICATA
ESCLUSIVAMENTE AL CONTROLLO INTERNO per aggiungere
500 pl di IC a ciascun flacone di mLysis Buffer. Miscelare
capovolgendo delicatamente il contenitore 5-10 volte per ridurre al
minimo la formazione di schiuma. Le fiale parziali di IC possono
essere nuovamente tappate e conservate una temperatura di -10°C o
inferiore per un secondo utilizzo.

13. Posizionare i controlli positivi basso e alto, il controllo negativo e i
calibratori, se applicabile, nei rack dei campioni Abbott m2000sp.

14. Al termine dell'incubazione, agitare manualmente le provette per campioni
DBS e quindi collocarle nei rack dei campioni Abbott m2000sp.

NOTA: assicurarsi che i rack dei campioni Abbott m2000sp siano
stati calibrati specificamente per la procedura Abbott RealTime
HCV per DBS.

15. Caricare con cautela i rack dei campioni per evitare schizzi.
Se presenti, i codici a barre sulle etichette delle provette devono
essere rivolti verso destra per la scansione. Accertarsi che ciascuna
provetta sia collocata saldamente nel rack dei campioni in modo che
sua estremita inferiore raggiunga la base interna del rack.

16. Caricare i rack dei campioni riempiti sull'Abbott m2000sp in
posizioni di rack dei campioni consecutive, con il primo rack piu
lontano a destra sul piano di lavoro e qualsiasi rack aggiuntivo
progressivamente a sinistra del primo rack.

17. Collocare i Reaction Vessel da 5 ml nel carrier del sottosistema da
1 ml di Abbott m2000sp.

18. Caricare i reagenti Abbott mSample Preparation System e la Abbott 96
Deep-Well Plate sul piano di lavoro di Abbott m2000sp, come descritto nel
Manuale d’impiego Abbott m2000sp, sezione Istruzioni operative.

19. Dalla schermata Protocol (Protocollo), selezionare il file dell'applicazione
HCV RNA DBS. Awviare il protocollo di estrazione del campione come
descritto nel Manuale d’impiego Abbott m2000sp, sezione Istruzioni
operative.

20. Inserire i valori specifici del lotto del calibratore (necessario se non &
stata memorizzata una curva di calibrazione su Abbott m2000rt) e del
controllo nei campi Sample Extraction: Worktable Setup, Calibrator e
Control (Estrazione del campione: Impostazione del piano di lavoro,
Calibratore e Controllo). | valori specifici del lotto sono specificati in
ogni scheda dell'Abbott RealTime HCV Calibrator and Control Kit.

21. 1l protocollo di dispensazione della miscela master Abbott m2000sp
(fase 28) deve essere avviato entro 1 ora dal completamento della
preparazione del campione.

NOTA: cambiare i guanti prima di manipolare i reagenti per amplificazione.

22. Caricare i reagenti per amplificazione e la provetta per miscela master
(se necessario) sul piano di lavoro di Abbott m2000sp al termine della
preparazione del campione. La seguente tabella mostra il numero di
confezioni di reagente di amplificazione necessarie in base al numero di
reazioni. Se si utilizza solo 1 confezione di reagente per amplificazione,
non € necessaria alcuna provetta per miscela master.



23.

24,

25.

Confezioni di reagente per amplificazione necessarie?

Da1a24 Da 25 a 48 Da 49 a 72 Da 73 a 96
reazioni reazioni reazioni reazioni
1 se nuova; 2 se nuove; 3 se nuove; 4 confezioni
finoa 4 finoa 4 finoa 4 nuove
confezioni confezioni confezioni o parziali
parziali parziali parziali

o

Fare riferimento al Manuale d’impiego Abbott m2000sp (n. di listino 09K20
versione 6 o successiva) per istruzioni sulla gestione dell'inventario per
determinare il numero massimo di reazioni che € possibile testare con le
confezioni parziali selezionate.

e Le confezioni di reagente per amplificazione parziali possono
essere utilizzate solamente sullo stesso strumento Abbott
m2000sp utilizzato per la preparazione iniziale della confezione
di reagente. Se si utilizza una confezione di reagente per
amplificazione la seconda volta su uno strumento diverso, si
verifica un errore che puo ritardare la seduta di analisi.

 E possibile utilizzare insieme confezioni di reagente per
amplificazione parziali e nuove.

IMPORTANTE: le confezioni di reagente per amplificazione

parziali devono essere conservate a una temperatura di -10°C

o inferiore fino al momento del secondo utilizzo. Verificare che

la miscela master sia scongelata prima di collocare una o piu

confezioni parziali sul piano di lavoro di Abbott m2000sp. Una

volta rimosse dallo stoccaggio a una temperatura di -10°C o

inferiore, le confezioni di reagente per amplificazione parziali

da utilizzare per la seconda volta devono essere utilizzate entro

25 minuti o smaltite. Cio si riferisce all'esposizione cumulativa

a temperatura ambiente, compresi i casi in cui le confezioni

vengono rimosse dallo stoccaggio ma non utilizzate.

Prima di aprire i reagenti per amplificazione, assicurarsi che il

contenuto delle confezioni di reagente per amplificazione nuove

si trovi sul fondo delle fiale, battendo delicatamente le fiale in

posizione verticale sul banco di lavoro per 5-10 volte.

¢ Non battere sul banco di lavoro le confezioni di reagente per
amplificazione parziali che si stanno utilizzando una seconda
volta. Cid potrebbe causare la perdita nel tappo di volume della
miscela master.

Rimuovere i tappi. Se si prevede di conservare una confezione di

reagente per amplificazione nuova per un secondo utilizzo, le fiale

dovranno essere nuovamente tappate per la conservazione. Se si
prevede di riutilizzare i tappi originali per tappare nuovamente le fiale

di reagente, conservare i tappi originali. Se si prevede di utilizzare

tappi nuovi per tappare nuovamente le fiale di reagente, € possibile

gettare i tappi originali.

Se si utilizza la uracile N-glicosilasi (UNG) per il controllo

della contaminazione, attenersi alle istruzioni riportate di

seguito.

Utilizzare una PIPETTA DEDICATA ESCLUSIVAMENTE AL

REAGENTE per aggiungere il volume specificato di 1 U/ul di UNG

(n. di listino 6L87-02) alla fiala di reagente nella posizione 3 delle

confezioni di reagente per amplificazione nuove e parziali. Per

tutte le confezioni parziali, miscelare manualmente pipettando
delicatamente su e giu. Non miscelare le confezioni nuove.

e Utilizzare la tabella seguente per determinare il volume di UNG
da aggiungere alla fiala di reagente nella posizione 3 delle
confezioni di reagente per amplificazione nuove e parziali. La fiala
di reagente nella posizione 3 di una confezione di reagente nuova
contiene I'enzima polimerasi rTth termostabile. La fiala di reagente
nella posizione 3 di una confezione di reagente parziale contiene
la miscela master.
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Volume di UNG da aggiungere alla fiala di reagente nella posizione
3 di ciascuna confezione di reagente per amplificazione

Analisi rimanenti nella Aggiungere questo volume di

confezione UNG (pl)
1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (confezione nuova) 27

26.

27.

28.

NOTA: il volume di UNG aggiunto alla fiala di reagente nella
posizione 3 dipende dal numero di test rimanenti nella confezione

di reagente e non dal numero di campioni da analizzare. Fare
riferimento al Manuale d’impiego Abbott m2000sp per le istruzioni
relative alla gestione dell'inventario delle confezioni di reagente per
amplificazione e per la determinazione del numero di test rimanenti in
una confezione di reagente.

Le confezioni per amplificazione parziali sono caricate a sinistra
delle confezioni di reagente per amplificazione nuove sul piano di
lavoro di Abbott m2000sp.

Accertarsi che le confezioni di reagente per amplificazione siano
saldamente posizionate sullo strumento.

Selezionare la piastra a pozzetti profondi appropriata che corrisponde
all'estrazione di preparazione del campione corrispondente. Avviare

il protocollo di dispensazione della miscela master Abbott m2000sp.
Seguire le istruzioni descritte nel Manuale d’impiego Abbott m2000sp,
sezione Istruzioni operative.

NOTA: l'operatore non deve riempire manualmente alcun pozzetto

vuoto/non riempito della Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e Al termine dell'estrazione del campione, Abbott m2000sp riempie
automaticamente tutti i pozzetti vuoti della Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate con mElution Buffer quando sono presenti piu di 48
campioni da analizzare in una seduta. Il riempimento della piastra non
viene eseguito per sedute che includono 48 campioni 0 meno.

e Se richiesto dallo strumento, il portareagenti 2 deve rimanere in
posizione, contenendo almeno la cartuccia di reagente per I'mElution
Buffer (portareagenti 2, posizione 6). Se questa cartuccia di reagente &
stata rimossa, collocare una nuova cartuccia di reagente con l'etichetta
meElution Buffer nel portareagenti 2, posizione 6. Il liquido del sistema
sara aggiunto alla cartuccia di reagente e utilizzato per riempire
i pozzetti vuoti. Una volta completato questo processo, il sistema
continuera con la dispensazione della miscela master.



NOTA: le istruzioni di sistema per I'uso della funzione di riempimento
automatico delle piastre sono reperibili nel Manuale d’impiego Abbott
m2000sp (n. di listino 09K20 versione 6 o successiva), sezione 5,
Istruzioni operative, estrazione del campione - modalita chiusa.

e |l protocollo Abbott m2000rt (fase 33) deve essere avviato entro
50 minuti dall'inizio del protocollo di dispensazione della miscela
master (fase 28).

NOTA: se la sessione viene abbandonata per qualsiasi motivo

dopo la fase 28, & necessario utilizzare una nuova Abbott 96-Well

Optical Reaction Plate se si ripete il protocollo di dispensazione

della miscela master Abbott m2000sp (fase 28).

Accendere e inizializzare |'"Abbott m2000rt nell'area di amplificazione.

NOTA: I'Abbott m2000rt richiede 15 minuti per il riscaldamento.
NOTA: togliere i guanti prima di tornare all'area di preparazione
dei campioni.

Sigillare la Abbott 96-Well Optical Reaction Plate dopo che I'Abbott
m2000sp ha completato I'aggiunta dei campioni e della miscela
master secondo quanto riportato nel Manuale d’impiego Abbott
m2000sp, sezione Istruzioni operative.

29.

30.

31. Collocare la piastra di reazione ottica sigillata nella Abbott

Splash-Free Support Base per il trasferimento all'Abbott m2000rt.

Se si utilizza la uracile N-glicosilasi (UNG), attenersi alle istruzioni
riportate di seguito:

Trasferire la piastra ottica sigillata nella Abbott Splash-Free Support
Base e incubare a temperatura ambiente (tra 15°C e 30°C) per

10 minuti. Dopo l'incubazione a temperatura ambiente, trasferire

la Abbott 96-Well Optical Reaction Plate posizionata sulla Abbott
Splash-Free Support Base allo strumento Abbott m2000rt.
Collocare la Abbott 96-Well Optical Reaction Plate nello strumento
Abbott m2000rt. Dalla schermata Protocol (Protocollo), selezionare
il file dell'applicazione HCV RNA DBS. Awviare il protocollo come
descritto nel Manuale d’impiego Abbott m2000rt, sezione Istruzioni
operative.

32.

33.

NOTA: si consiglia di trasferire le richieste di analisi tramite I'uso
di un CD-ROM o di una connessione di rete con le funzioni di
esportazione e importazione dei software m2000sp e m2000rt.
Se si crea la richiesta di analisi di Abbott m2000rt manualmente,
inserire gli ID campione nelle corrispondenti posizioni del vassoio
PCR, in base alla griglia "Pozzetti per piastra selezionata"
visualizzata nei dettagli della schermata "Risultati piastra PCR" di
Abbott m2000sp. Consultare la sezione 5 del Manuale d’impiego
Abbott m2000sp.

Se si deve usare una seconda volta una confezione di reagente per
amplificazione parziale preparata, tappare le 3 fiale di reagente con i
tappi conservati o con tappi nuovi (n. di listino 3N20-01) e conservare
immediatamente i reagenti a una temperatura di -10°C o inferiore,

al riparo dalla luce e in posizione verticale. Smaltire le confezioni di
reagente per amplificazione esaurite o utilizzate due volte.

34.

IMPORTANTE: i reagenti per amplificazione che saranno utilizzati
una seconda volta devono essere conservati a una temperatura
di -10°C o inferiore entro 50 minuti dall'inizio del protocollo di
dispensazione della miscela master.

PROCEDURE POST-PROCESSAZIONE
1. Rimuovere la Abbott 96 Deep-Well Plate dal piano di lavoro e
smaltirla conformemente al Manuale d’impiego Abbott m2000sp.

2. Collocare la Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in un sacchetto di
plastica sigillabile e smaltirla conformemente al Manuale d’impiego
Abbott m2000rt insieme ai guanti utilizzati per maneggiarla.

3. Pulire la Abbott Splash-Free Support Base prima del successivo
utilizzo, secondo quanto indicato nel Manuale d’impiego Abbott
m2000rt.

PROCEDURE DI CONTROLLO QUALITA

Calibrazione ottica di Abbott m2000rt

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

Calibrazione del dosaggio

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).
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Per I'analisi di campioni DBS mediante Abbott m2000sp e Abbott
m2000rt: una calibrazione di Abbott RealTime HCV, una volta accettata
e memorizzata, pud essere utilizzata per 6 mesi. Durante questo
periodo, €& possibile testare tutti i campioni successivi senza un'ulteriore
calibrazione a meno che non si verifichino le seguenti condizioni:
e Viene utilizzato un Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit
con un nuovo numero di lotto.
e Viene utilizzato un Abbott mSample Preparation System
(4 x 24 prep.) con un nuovo numero di lotto.
e Viene installato un nuovo file dell'applicazione Abbott RealTime
HCV RNA DBS.

Rilevazione dell'inibizione

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

Controlli negativo e positivo

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

Monitoraggio del laboratorio per individuare la presenza
di contaminazione

Fare riferimento al foglietto illustrativo del dosaggio Abbott RealTime
HCV (n. di listino 4J86).

RISULTATI PER | CAMPIONI DBS

Il risultato di concentrazione del campione DBS riportato dalla seduta
del protocollo DBS di Abbott m2000rt rappresenta la concentrazione del
virus HCV nel plasma del campione di sangue intero dal quale € stato
ottenuto il campione DBS. Abbott m2000rt riporta automaticamente i
risultati sulla stazione di lavoro Abbott m2000rt. | risultati del dosaggio
possono essere riportati in unita internazionali Ul/ml o in log Ul/ml.

Interpretazione dei risultati

Risultato Interpretazione
Non rilevato Target non rilevato
< 2,66 log Ul/mI@ Rilevato

Da 2,66 a 8,00 log Ul/ml

> 8,00 log Ul/ml > ULQP

2462 Ul/ml

b ULQ = limite superiore di determinazione quantitativa

LIMITI DEL METODO

e PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

e |'esecuzione ottimale di questo test richiede raccolta, conservazione
e trasporto appropriati del campione al centro di analisi
(fare riferimento alla sezione RACCOLTA, CONSERVAZIONE E
TRASPORTO DEL CAMPIONE AL CENTRO DI ANALISI di questo
foglietto illustrativo).

e | campioni di sangue intero raccolti in provette con EDTA possono
essere utilizzati per generare campioni DBS testati con il dosaggio
Abbott RealTime HCV per DBS. L'uso di altri anticoagulanti con il
dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS non é stato convalidato.

e L'uso del dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS é riservato
al personale addestrato alle procedure di preparazione e
pre-processazione del campione DBS, a un dosaggio diagnostico
molecolare e al sistema Abbott m2000.

e Gli strumenti e le procedure di dosaggio riducono il rischio di
contaminazione da parte del prodotto di amplificazione.

Tuttavia, & necessario tenere sotto controllo la contaminazione da

acido nucleico derivante da calibratori, controlli positivi o campioni
adottando buone pratiche di laboratorio e rispettando attentamente
le procedure specificate in questo foglietto illustrativo.

e Come per qualsiasi analisi diagnostica, i risultati del dosaggio Abbott
RealTime HCV per DBS devono essere interpretati in associazione
ad altri riscontri clinici e di laboratorio. Non € consentito presumere
che un campione per cui si ottiene il risultato "Non rilevato" sia
negativo al’HCV-RNA.

e Raccolta, essiccazione, conservazione e trattamento inadeguati
dei cartoncini per DBS possono determinare risultati dell'analisi
inaccurati.

e E possibile utilizzare cartoncini per DBS Ahlstrom-Munktell TFN
e Whatman 903. L'uso di altri cartoncini con il dosaggio Abbott
RealTime HCV non & stato convalidato.



CARATTERISTICHE SPECIFICHE DI PRESTAZIONE PER
CAMPIONI DBS

Limite di rilevazione (LoD)

Il LoD del dosaggio Abbott RealTime HCV & 462 Ul/ml con il tipo di
campione DBS. Il LoD ¢ stato determinato testando campioni DBS
preparati con una serie di diluizioni dello standard internazionale della
OMS per I'RNA del virus dell'epatite C diluito in sangue intero negativo
all'HCV. Il test per ciascuna concentrazione di HCV-RNA é stato eseguito
con 4 lotti di reagenti di amplificazione nel corso di 3 giorni.

| risultati, rappresentativi delle prestazioni di sensibilita analitica del
dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS, sono riepilogati in Tabella 1.

Tabella 1. Limite di rilevazione (LoD) di Abbott RealTime HCV

per DBS

HCV-RNA Numero di Numero di Percentuale di
(Ul/ml) campioni testati campioni rilevati rilevazione
500 84 83 99

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

L'analisi probit dei dati ha determinato che la concentrazione di
HCV-RNA rilevata da un test su goccia di sangue essiccato con una
probabilita del 95% era di 462 Ul/ml (Cl 95% da 381 a 593 Ul/ml).

Intervallo di linearita

Il limite superiore di determinazione quantitativa (ULQ) per il dosaggio
Abbott RealTime HCV é di 100 milioni di Ul/ml e il limite inferiore di
determinazione quantitativa & equivalente al LoD (462 Ul/ml) dichiarato
per campioni DBS. E stato preparato un pannello DBS costituito da 7
elementi con armored RNA di HCV diluito a concentrazioni comprese
tra 200 milioni di Ul/ml e 316 Ul/ml in sangue intero negativo al’HCV. |
risultati, rappresentativi della linearita del dosaggio RealTime HCV per
DBS, sono mostrati in Figura 1.

Figura 1. Linearita del dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS

9y=1,03x-0,08
r=0,999
n=83

RealTime HCV su DBS (log Ul/ml)

Concentrazione target (log Ul/ml)

48

Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS risulta essere lineare
nell'intervallo di concentrazioni di HCV-RNA testate (da 316 a 200 milioni
di Ul/ml, da 2,5 a 8,3 log Ul/ml).

Specificita

La specificita prevista per il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS
€ superiore o uguale al 99,5%. La specificita € stata determinata
analizzando 119 campioni siero-negativi al’HCV, con 2 lotti di reagenti
di amplificazione. La specificita complessiva & risultata del 100%
(119/119).

Precisione

La precisione & stata valutata testando un pannello DBS costituito da

6 elementi selezionati per coprire l'intervallo di concentrazione di HCV-
RNA da 316 Ul/ml a 200 milioni di Ul/ml. Gli elementi del pannello con
concentrazioni inferiori a 5 log Ul/ml (100.000 Ul/ml) sono stati preparati
con un campione clinico positivo al’HCV diluito in sangue intero
negativo al’HCV, mentre gli elementi del pannello con concentrazioni
superiori a 5 log Ul/ml (100.000 Ul/ml) sono stati preparati con
armored RNA di HCV diluito in sangue intero negativo all’HCV. Ciascun
elemento del pannello & stato testato in 5 replicati una volta al giorno
per 5 giorni, su 3 coppie di Abbott m2000sp/rt con 3 lotti di reagenti

di amplificazione. Sono state determinate le deviazioni standard (DS)
all'interno di una seduta, tra sedute e inter-dosaggi (intra-seduta e inter-
sedute). Il dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS ¢ stato progettato
per ottenere una DS inter-dosaggi inferiore o uguale a 0,25 log Ul/ml

di HCV-RNA per campioni contenenti concentrazioni di HCV da 10.000
a 100 milioni di Ul/ml. | risultati, rappresentativi della precisione del
dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS, sono riepilogati in Tabella 2.



Tabella 2. Precisione del dosaggio Abbott RealTime HCV per DBS

Elemento del Concentrazione media Concentrazione media DS componente DS componente DS inter- DS componente

pannello N (Ul/ml) (log Ul/mI) intra-seduta®® inter-sedute? dosaggi®® inter-lotti/strumenti®  Totale®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27

2 75 1.435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09

4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05

5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14

6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Le deviazioni standard (DS) sono in log Ul/ml.

b || valore inter-dosaggi contiene i componenti intra-seduta e inter-sedute.

¢ |l totale include i componenti intra-seduta, inter-sedute e inter-lotti/strumenti.

d La concentrazione media dell'elemento 1 del pannello & inferiore al LoD. Le stime di precisione si basano sui replicati quantificati.
¢ La DS intra-seduta & anche nota come ripetibilita. La DS totale € anche nota come riproducibilita.

La ripetibilita e la riproducibilita per I'elemento 1 del pannello (vicino al limite inferiore di determinazione quantitativa, LLoQ) erano rispettivamente di
0,26 log Ul/ml e 0,27 log Ul/ml, e per I'elemento 2 del pannello (vicino al LLoQ) erano rispettivamente di 0,23 log Ul/ml e 0,25 log Ul/ml. La ripetibilita e
la riproducibilita per I'elemento 5 del pannello (vicino al limite superiore di determinazione quantitativa, ULoQ) erano rispettivamente di 0,12 log Ul/ml e
0,14 log Ul/ml e per I'elemento 6 del pannello (vicino al ULoQ) erano rispettivamente di 0,04 log Ul/ml e 0,07 log Ul/ml.

Correlazione

E stato effettuato un confronto della determinazione quantitativa dell'HCV-RNA tra il dosaggio Abbott RealTime HCV con uso di campioni DBS e il
dosaggio comparativo con marchio CE, il test Abbott RealTime HCV con uso di plasma umano. Sono stati inclusi nell'analisi campioni di plasma e
DBS ottenuti da un totale di 346 soggetti (raccolti e analizzati in Georgia, Camerun e Grecia). Sono stati testati con il dosaggio Abbott RealTime HCV
per DBS sia campioni DBS preparati da sangue venoso che campioni DBS preparati da sangue capillare (digitopuntura). | risultati quantitativi ottenuti
da campioni che rientravano negli intervalli dinamici dei dosaggi sono stati analizzati mediante il metodo di regressione lineare dei minimi quadrati e

il metodo di bias di Bland-Altman (per confronto tra DBS capillare e plasma N=346, per confronto tra DBS venoso e plasma N=346 e per confronto
tra DBS capillare e DBS venoso N=345). Per la correlazione tra DBS capillare e plasma, il coefficiente di correlazione era 0,843, la pendenza era
0,91 (Cl 95% da 0,85 a 0,97) e l'intercetta era 0,48 log Ul/ml (Cl 95% da 0,12 a 0,84) (Figura 2). Per la correlazione tra DBS venoso e plasma,

il coefficiente di correlazione era 0,840, la pendenza era 0,94 (Cl 95% da 0,88 a 1,00) e l'intercetta era 0,31 log Ul/ml (Cl 95% da -0,07 a 0,69)
(Figura 3). Per la correlazione tra DBS capillare e DBS venoso, il coefficiente di correlazione era 0,943, la pendenza era 0,91 (Cl 95% da 0,87 a 0,94)
e l'intercetta era 0,53 log Ul/ml (Cl 95% da 0,33 a 0,72) (Figura 4). Inoltre, i grafici di Bland-Altman per questi stessi confronti sono presentati in
Figura 5, Figura 6 e Figura 7. La differenza di bias media tra DBS capillare e plasma é risultata -0,05 log Ul/ml. La differenza di bias media tra DBS
venoso e plasma é risultata -0,04 log Ul/ml. La differenza di bias media tra DBS capillare e DBS venoso ¢ risultata -0,02 log Ul/ml.

Il bias previsto tra DBS capillare e plasma é stato valutato a livelli target di LLoQ e ULoQ. Inoltre, il bias previsto tra DBS venoso e plasma é stato
valutato a livelli target di LLoQ e ULoQ. Fare riferimento alla Tabella 3 per il riepilogo del bias previsto.

Tabella 3. Bias previsto tra DBS (capillare o venoso) e plasma al LLoQ e al ULoQ

Livello target di carica virale Bias previsto
Confronto Livello (log Ul/ml) (log Ul/ml)
DBS capillare vs plasma LLoQ 2,66 0,24
ULoQ 8,00 -0,26
DBS venoso vs plasma LLoQ 2,66 0,15
ULoQ 8,00 -0,17
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Figura 2. DBS capillare e plasma Figura 5. DBS capillare rispetto a plasma

101y =0,91x+048

44n=2346
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9dn =346 Media del bias -0,05
34
2]
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Determinazione quantitativa con Abbott HCV su DBS capillare (log Ul/ml)

Differenza: (Abbott HCV su DBS capillare - Abbott RealTime HCV su plasma)

Figura 3. DBS venoso e plasma Figura 6. DBS venoso rispetto a plasma
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Differenza: (Abbott HCV su DBS capillare - Abbott HCV su DBS venoso)

2
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Determinazione quantitativa con Abbott HCV su DBS venoso (log Ul/ml) (Abbott HCV su DBS capillare + Abbott HCV su DBS venoso)/2
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APPENDICE 1. PANORAMICA DELLA FUNZIONE DI RIUTILIZZO DEL REAGENTE PER AMPLIFICAZIONE ABBOTT

REALTIME HCV

La funzione di riutilizzo del reagente per amplificazione consente l'uso di una confezione di reagente per amplificazione e di controllo interno (IC) per un totale di
2 volte. Le confezioni di reagente per amplificazione che non sono ancora state utilizzate per preparare la miscela master sono chiamate nuove. Le confezioni
di reagente per amplificazione che sono state utilizzate una volta e contengono miscela master preparata sono chiamate parziali. Per ulteriori dettagli, fare

riferimento alle istruzioni fornite nel presente manuale.

Condizioni di conservazione (confezioni di reagente per amplificazione e fiale di controllo interno)

Tipo di confezione Temperatura di conservazione

Tempo di conservazione

Confezioni nuove -10°C o inferiore

IC nuovo -10°C o inferiore
Confezioni parziali -10°C o inferiore (al riparo dalla luce)

IC parziale -10°C o inferiore

Fino alla data indicata sull'etichetta
Fino alla data indicata sull'etichetta
Fino a 14 giorni dopo il primo utilizzo

Fino a 14 giorni dopo il primo utilizzo

e Se si utilizza UNG per la procedura di controllo della contaminazione, fare riferimento alle fasi 25 e 32 del protocollo di dosaggio per le istruzioni

specifiche.

Selezionare la combinazione di confezioni nuove e/o
parziali richiesta per la seduta di analisi.

Confezione/i nuova/e

Y# 0°C

Rimuovere una o piu confezioni
nuove dal congelatore (< -10°C).

Scongelare a una temperatura
compresa tra 2°C e 8°C
otra 15°C e 30°C.

Y

Una volta scongelate,
conservare a una temperatura
compresa tra 2°C e 8°C
per < 24 ore prima dell’uso.

/H/ )
2°c

Completare I'estrazione del campione.

Rimuovere una o pil confezioni
Rimuovere i tappi. parziali dal (<-10°C).
1 Verificare che la miscela master

VN

1 ¢ sia scongelata prima dell’uso.
1

Confezione/i parziale/i

/H[ -10°C

1
@ Caricare una o piu confezioni: 1
Posizionare saldamente tutte le 1
o confezioni; le confezioni !
<60 r:1|nut| parziali a sinistra.
- ¢
1
1 T—
1 Caricare la provetta della <25 minuti
1 miscela master se si utilizza 1
Inizializzare Abbott | piu di 1 confezione. :
m2000rt. 1 ¢ 1
4 A4
il Avviare il protocollo miscela master. .
: Protocollo miscela master completato. :
! ]
1
D L |
_Sigillareéa @
_— piastra PCR. T
< 50 minuti Y <50 minuti
f Tappare nuovamente :
1 le confezioni parziali Y 1
1 dopo il primo utilizzo. Trasferire la piastra 1
1 PCR su Abbott 1
1 m2000rt. 1
1 + ¢ 1
-1oc : Conservare le confezioni parziali :
- = > a <-10°C, in posizione verticale Awviare il protocollo PR
e protette dalla luce. Abbott m2000rt. v

Smaltire le confezioni
vuote e le confezioni
parziali successivamente
al secondo utilizzo.

e Le confezioni di reagente per amplificazione idonee al riutilizzo devono avere un numero di serie a 6 cifre sopra il codice a barre.

* Le confezioni di reagente per amplificazione parziali possono essere utilizzate solamente una seconda volta sullo stesso strumento utilizzato per il
primo utilizzo. L'utilizzo di queste confezioni su uno strumento diverso genera un errore di processazione che puo ritardare la seduta di analisi.

o E possibile utilizzare insieme confezioni parziali e nuove di reagente per amplificazione. Tutte le confezioni di reagente per amplificazione utilizzate

sullo strumento per una seduta devono avere lo stesso numero di lotto.
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NOTA: Alteracdes assinaladas

Legenda dos simbolos utilizados
GTIN

Numero mundial de identificagado de item comercial
Numero de referéncia

Dispositivo médico para diagnéstico in vitro

Tempo maximo permitido

Limite superior de temperatura

Restricbes de temperatura

Mandatario na Comunidade Europeia/Uniéo
Europeia

Fabricante

EICH

SERVICO DE APOIO AO CLIENTE:
CONTACTAR O SEU REPRESENTANTE ABBOTT

Ler atentamente estas instrugcdes de utilizagdo antes da utilizagéo
do produto. As instrugdes de utilizagao tém de ser rigorosamente
cumpridas. A fiabilidade dos resultados do ensaio ndo podera ser
assegurada em caso de desvios a estas instru¢des de utilizagao.

Estas instrugdes de utilizagdo sdo um suplemento as instrugdes de utilizagéo
do ensaio Abbott RealTime HCV (N¢ de Lista 4J86), especificamente para o
tipo de amostra de sangue em papel de filtro (DBS - dried blood spot).

AVISO AO UTILIZADOR

Qualquer incidente grave associado a este dispositivo deve ser comunicado
ao fabricante e as entidades competentes do Estado membro onde

o utilizador e/ou o doente tem estabelecimento permanente. Para
comunicagdes ao fabricante, consultar os dados para contacto na
seccdo Servigo ao cliente ou Assisténcia técnica destas instrugoes.

NOME
Abbott RealTime HCV

FINALIDADE DE USO PARA DBS

O Abbott RealTime HCV é um ensaio, para utilizagao in vitro, de
transcriptase reversa associada a reagdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) para a quantificagao de ARN viral da hepatite C (ARN do HCV)
em sangue total aplicado em cartdes para criar sangue em papel de
filtro (DBS) (ou seja, obtidos através de pungao venosa ou de sangue
capilar) de individuos infetados pelo HCV. O ensaio Abbott RealTime
HCV destina-se a ser utilizado como meio auxiliar na gestao de doentes
infetados pelo HCV que se encontram a receber terapéutica antiviral. O
ensaio Abbott RealTime HCV nao se destina a ser utilizado para rastreio
do HCV em dadores de sangue, plasma, soro ou tecido, nem se destina
a ser utilizado como teste de diagndstico para confirmar a presenca de
infecédo pelo HCV.

UTILIZADOR PREVISTO

Os utilizadores previstos do ensaio Abbott RealTime HCV sao
profissionais de laboratorio.
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RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

O virus da hepatite C (HCV) é uma das principais causas da doenca
hepatica. Estima-se que cerca de 1,1% da populagdo apresente infecdo
crénica pela hepatite C' e morram aproximadamente 700.000 pessoas
todos os anos por doenca hepética associada a hepatite C.2 O HCV

€ um virus de ARN de cadeia positiva e é transmitido principalmente
através do uso de drogas intravenosas e de produtos de sangue.
Aproximadamente 55 a 85% dos individuos infetados com o HCV
desenvolvem hepatite crénica, sendo que cerca de 30% dos individuos
com infegdo crénica acabam por desenvolver cirrose.! Nos doentes com
cirrose, a incidéncia de carcinoma hepatocelular é de 2 a 4% por ano."

A quantificagao do nivel de ARN do HCV no sangue periférico
demonstrou ser um parametro essencial na gestdo de diversas
terapéuticas anti-HCV.8'3 Com o aparecimento de regimes antivirais
de atuacéo direta, os tratamentos para a infecdo por HCV sofreram
avangos significativos. O objetivo das terapéuticas anti-HCV consiste
em alcangar uma resposta viroldgica sustentada (RVS), apresentada
como a auséncia continua de ARN do HCV detetavel.2-5 Foram
utilizadas medi¢des da carga viral do HCV para individualizar periodos
de tratamento e terapéuticas orientadas pelo nivel de resposta ou
para determinar e prever respostas viroldgicas sustentadas ou nao
sustentadas de terapéuticas antivirais.2®

A maioria do peso global do HCV recai em paises de rendimento
médio-baixo (PRMB).' A identificagdo de doentes com infecdo ativa
por HCV é muito limitada nessas areas com restricao de recursos. O
sangue total colhido como sangue em papel de filtro (DBS) pode ser
utilizado como uma alternativa ao soro ou plasma para testes de ARN
do HCV. O DBS representa uma opcéo vidvel que elimina diversas
limitagdes logisticas e técnicas associadas a colheita, processamento,
conservagao e transporte de soro ou plasma. As diretrizes da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sobre testes de hepatite C
incluem recomendagoes para utilizagdo de DBS em testes virologicos
de HCV realizados em areas com recursos limitados.™

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS utiliza tecnologia de
transcriptase reversa associada a reacdo em cadeia da polimerase
(RT-PCR) combinada com dete¢do homogénea de fluorescéncia em
tempo real para a quantificagdo do ARN do HCV em DBS. A selegdo
de uma regido conservada do genoma do HCV permite a detegao dos
gendtipos 1 a 6. O ensaio é padronizado relativamente ao 2° Padrdo
Internacional da OMS para ARN do virus da hepatite C (cédigo NIBSC
96/798)" e os resultados sdo apresentados em unidades
internacionais/ml (Ul/ml) ou os seus equivalentes log de base 10.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS DO PROCEDIMENTO

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS é constituido por 3 kits de
reagente:

* Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS utiliza a RT-PCR para gerar o
produto amplificado a partir do genoma de ARN do HCV em amostras
de DBS humanas. Os passos do ensaio Abbott RealTime HCV para
DBS consistem em tratamento pré-analitico de DBS, preparagédo da
amostra, montagem da RT-PCR, amplificacao, detecao e apresentacéo
de resultados. O tratamento pré-analitico de DBS é realizado utilizando
o Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit, antes da
colocacdo da amostra no sistema Abbott m2000sp. Apds o tratamento
pré-analitico de DBS, todos os passos subsequentes séo realizados
automaticamente pelos sistemas Abbott m2000sp e Abbott m2000rt.
Consultar as instrugdes de utilizagao do ensaio Abbott RealTime HCV
(N de Lista 4J86) para obter mais informacgdes sobre a preparacédo da
amostra, montagem da RT-PCR, amplificacdo e detecéo.



UTILIZACAO ALARGADA DE REAGENTE DE
AMPLIFICACAO

A funcionalidade opcional de utilizagdo alargada de reagente de
amplificacdo permite que as embalagens de reagente de amplificacéo
e de ClI sejam utilizadas num total de 2 vezes. As embalagens de
reagente de amplificagao contendo master mix preparada podem ser
conservadas a —10°C ou temperatura inferior, tapadas e ao abrigo

da luz, durante um periodo maximo de até 14 dias antes da segunda
utilizacdo. O controlo interno (Cl) pode ser conservado tapado a —10°C
ou temperatura inferior durante um periodo maximo de até 14 dias antes
da segunda utilizagao. A segunda utilizagdo ndo deve exceder o prazo
de validade do reagente.

E fornecido um resumo desta funcionalidade no Anexo 1 destas
instrugdes de utilizagéo.

Ao longo destas instrugdes de utilizacdo, as embalagens de reagente de
amplificacéo e de Cl que ainda ndo foram utilizadas serao designadas
como embalagens de reagente de amplificacdo e Cl novos (ou seja,
utilizacéo inicial). As embalagens de reagente de amplificagdo que
foram utilizadas uma vez e que contém master mix preparada serao
designadas como embalagens de reagente de amplificagédo parciais.
Os frascos de Cl que foram utilizados uma vez serdo designados como
frascos de Cl parciais.

EVITAR A CONTAMINACAO COM ACIDO NUCLEICO
Consultar as instrugdes de utilizagao do ensaio Abbott RealTime HCV
(N® de Lista 4J86).

REAGENTES
Consultar as instrugdes de utilizagao do ensaio Abbott RealTime HCV
(N® de Lista 4J86).

AVISOS E PRECAUCOES

Para utilizacao em diagnostico in vitro

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS néo se destina a ser utilizado
para rastreio do HCV em dadores de sangue, plasma, soro ou tecido, nem
se destina a ser utilizado como teste de diagndstico para confirmar a
presenca de infecdo pelo HCV.

PRECAUCOES DE SEGURANCA

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV
(N de Lista 4J86). O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS s6 utiliza
os equipamentos Abbott m2000sp e Abbott m2000rt.

PRECAUGOES ESPECIAIS

Precaucées de manuseamento para amostras DBS

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS destina-se a ser utilizado

apenas com amostras de sangue total ou DBS, que tenham sido

manuseadas e conservadas conforme descrito na seccdo COLHEITA,

CONSERVACAO E TRANSPORTE DE AMOSTRAS PARA O LOCAL DO

ENSAIO.

Consultar as instrugdes de utilizagao do ensaio Abbott RealTime HCV

(N de Lista 4J86).

Precaugdes de manuseamento especificas para DBS:

e Assegurar que os cartdes DBS estdo completamente secos antes
da conservacédo no saco com dessecantes. A aplicagao da gota,
secagem, conservagcao e manuseamento inadequados de DBS pode
levar a resultados de teste inexatos.

e Para evitar contaminacao, utilizar uma ponta de pipeta nova para
cada amostra DBS ao empurrar a gota para fora do cartdo DBS
perfurado. Caso seja utilizado um cartdo DBS nao perfurado,
assegurar que a ferramenta utilizada para excisar a gota é
descontaminada antes e depois de entrar em contacto com a
amostra DBS.

Zonas de trabalho

Quando o Abbott m2000sp e o Abbott m2000rt sao utilizados, s6

se recomenda a utilizacado de duas zonas reservadas, a zona de
preparacao da amostra e a zona de amplificacéao.

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV
(N® de Lista 4J86).

Contaminacao por aerossois

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV
(N2 de Lista 4J86).

Contaminacéo e inibicao

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV
(N® de Lista 4J86).
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Contaminacao com produto amplificado externo contendo dU
Os laboratérios que utilizam ou que tenham utilizado ensaios de
amplificacdo de HCV que incluam processamento p6s-PCR de produto
amplificado podem estar contaminados por produto amplificado
contendo dU. Essa contaminagao pode provocar resultados inexatos no
ensaio Abbott RealTime HCV para DBS. Consultar a secgao Monitorizar
o laboratério quanto a presenca de contaminacao das instrugcoes de
utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV (N° de Lista 4J86). Quando
os controlos negativos sao persistentemente reativos ou quando é
provavel que tenha ocorrido contaminagdo com produto amplificado

do HCV contendo dU, recomenda-se que o laboratério utilize o
procedimento de controlo de contaminacdo com uracilo-N-glicosilase
(UNG) caso a descontaminacéo do laboratério nao seja bem sucedida.

CONDICOES DE CONSERVACAO
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (N2 de Lista 4J86-90)

10°C ¢ As embalagens de reagentes de amplificagao
/H/ Abbott RealTime HCV e frascos de controlo interno
(Cl) novos e parciais tém de ser conservados a
—10°C ou temperatura inferior, quando ndo estédo a
ser utilizados. Ter o cuidado de evitar o contacto
direto da embalagem de reagente de amplificagao
Abbott RealTime HCV que esta a ser utilizada com
amostras, calibradores e controlos.
e As embalagens de reagente de amplificagcéo e
Cl parciais tém de ser conservados a —10°C ou
temperatura inferior, tapados, na vertical e ao abrigo
da luz apés a utilizagao inicial.
Se conservadas desta forma, as embalagens de
reagente de amplificagao parciais com master
mix preparada podem ser utilizadas uma segunda
vez no prazo maximo de 14 dias ap6s a utilizagao
inicial. O Cl também pode ser utilizado uma
segunda vez no periodo maximo de 14 dias ap6s
ser descongelado, se conservado tapado a -10°C
ou temperatura inferior. Apos 2 utilizagoes, as
embalagens de reagente de amplificagédo e Cl
parciais devem ser eliminadas. A segunda utilizacéo
ndo deve exceder o prazo de validade do reagente.

Abbott RealTime HCV Control Kit (N¢ de Lista 4J86-80)

/H/-1 0°C e

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (N© de Lista 4J86-70)

/H/-1 0°C °

CONDICOES DE TRANSPORTE

Consultar as instrugoes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV
(N¢ de Lista 4J86).

INDICAGCAO DE INSTABILIDADE OU DETERIORACAO
DOS REAGENTES

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV
(N de Lista 4J86).

FUNCIONAMENTO DO EQUIPAMENTO

O ficheiro de ensaio do Abbott RealTime HCV para DBS tem de ser
instalado nos sistemas Abbott m2000sp e Abbott m2000rt a partir do
Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (N de Lista 01L69-040 ou superior) antes da execugao do
ensaio. Para informacéo detalhada relativa a instalacéo do ficheiro de
ensaio, consultar a seccéo Instrugdes de funcionamento dos manuais
de operagéo do Abbott m2000sp e do Abbott m2000rt.

COLHEITA, CONSERVACAO E TRANSPORTE DE
AMOSTRAS PARA O LOCAL DO ENSAIO

Colheita e conservacao de amostras

e Para preparar DBS, utilizar sangue capilar ou sangue total em
EDTA. O sangue total em EDTA deve ser mantido em condigdes de
temperatura controlada durante a conservagao e transporte (2°C a
8°C durante um periodo maximo de até 48 horas, ou temperatura
ambiente ndo excedendo 30°C durante um periodo maximo de até
24 horas).

Os controlos negativo e positivo Abbott RealTime
HCV tém de ser conservados a —10°C ou
temperatura inferior.

O calibrador A e o calibrador B Abbott RealTime
HCV tém de ser conservados a —10°C ou
temperatura inferior.



O sangue total em EDTA colhido para um tubo deve ser bem
homogeneizado através de inversdes cuidadosas antes de aplicar
a gota. Aplicar a gota de sangue em circulos de 12 milimetros

no cartdo de papel Ahlstrom-Munktell TFN ou Whatman 903,
assegurando que o circulo fica totalmente coberto. Recomenda-se
que seja utilizado um minimo de 70 pl de sangue (aproximadamente
3 a 5 gotas de sangue) para cada circulo para assegurar a total
cobertura.

Deixar secar o cartdo a temperatura ambiente durante um minimo
de 3 horas. Colocar cada cartdo num saco de plastico selavel com
embalagens de dessecante (pelo menos, 2 a 3 embalagens de
dessecante).

Os cartdes de amostras DBS podem ser conservados nas
condigdes indicadas na tabela abaixo antes do processamento do
ensaio.

Conservacao do cartdao de amostra DBS

Condicoes Tempo maximo de
conservacao
2°C a 30°C & humidade ambiente 18 semanas
<37°C a humidade ambiente 12 semanas
<45°C a humidade ambiente 8 semanas
<38°C a humidade elevada (< 85%) 4 semanas
-25°C a -15°C a humidade ambiente 18 semanas
-70°C ou temperatura inferior a 18 semanas

humidade ambiente

Transporte de amostras

Transportar as amostras de acordo com a temperatura de conservagéo
recomendada e durante os periodos apresentados na secgao Colheita

e

conservacao de amostras acima. Para o transporte nacional e

internacional, as amostras devem ser embaladas e rotuladas de acordo

(o]
al

om a legislagao nacional e internacional aplicavel ao transporte de
mostras clinicas, de diagndstico ou bioldgicas.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO ABBOTT REALTIME HCV
PARA DBS
Material necessario mas nao incluido

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (N® de Lista
4J86-90)
Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (N de Lista 4J86-70)

Abbott RealTime HCV Control Kit (N° de Lista 4J86-80)

Para a zona de preparacao da amostra do equipamento Abbott
m2000sp

Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit

(Ne de Lista 09N02-001)

Equipamento Abbott m2000sp (N® de Lista 09K14-01, 09K14-02)
Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps) (N2 de Lista
04J70-24)

Pipetas de precisdo calibradas com capacidade para dispensar 20
a 1000 pl (podem ser necessdrias pipetas de precisdo calibradas
com capacidade para dispensar <20 pl caso se utilize UNG.)
Pontas de pipeta com filtro contra aerossoéis para pipetas de 20 a
1000 pl (podem ser necessarias pontas de pipeta com filtro contra
aerossois com capacidade para dispensar <20 pl caso se utilize
UNG.)

e Agitador tipo vértex

e Tubo master mix (N2 de Lista 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (N de Lista 04J71-30)

e Cuvetes de reagao de 5 ml (N® de Lista 04J71-20)

e Cuvetes de reagente de 200 ml (N° de Lista 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (N2 de Lista 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (N° de Lista 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (N2 de Lista 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (N° de Lista 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application

CD-ROM (N¢ de Lista 01L69-040 ou superior)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (N2 de Lista 09N03-001)
e Tampas de 15 mm para microfrascos de 1,4 ml (N© de Lista

03N20-01) opcional

e Uracil-N-glycosylase (UNG)2 (N2 de Lista 6L87-02)

a

Se necessario, de acordo com a seccdo Contaminagcido com produto

amplificado externo contendo dU destas instru¢des de utilizagao.
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Para a zona de amplificagcao do equipamento Abbott m2000rt

e Equipamento Abbott m2000rt (N2 de Lista 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (N¢ de Lista 01L69-040 ou superior)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (N de Lista 04J71-93)

Outros materiais

e Camara de seguranca bioldgica aprovada para utilizagdo com
materiais infeciosos

e Saco selavel para cartdo DBS

e Embalagem de dessecante para cartdao DBS

e Cartao Ahlstrom-Munktell TFN e/ou Whatman 903

e Saco de plastico seldvel para eliminagédo da placa de reagao de
96 pocos

e Agua isenta de RNase (Eppendorf ou equivalente)?

e Tubos de microcentrifuga de grau de biologia molecular de 1,7 ml
(Dot Scientific, Inc. ou equivalente)?

e Zaragatoas com ponta de algoddo (Puritan ou equivalente)?

bNota: estes 3 itens sio utilizados no procedimento para Monitorizar

o laboratério quanto a presenca de contaminagao. Consultar a

seccdo PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE nas

instrucdes de utilizacdo do ensaio Abbott RealTime HCV (N2 de Lista

4J86).

Precaucées de procedimento

e Antes de processar as amostras, ler atentamente estas instrugoes
de utilizacéo.

e Os reagentes de amplificagdo e o controlo interno podem ser
utilizados até 2 vezes, tal como descrito nestas instrugcdes de
utilizacé@o. Os frascos dos calibradores, controlo negativo, controlo
positivo baixo e controlo positivo alto Abbott RealTime HCV
destinam-se a utilizagé@o Unica e devem ser eliminados depois de
serem utilizados.

e Utilizar pontas de pipeta com barreira de aerossdis ou pipetas
descartaveis apenas 1 vez durante a pipetagem de amostras
ou Cl. Para evitar a contaminagdo do corpo da pipeta durante a
pipetagem, deve tomar-se cuidado para evitar tocar com o corpo da
pipeta no interior do tubo ou recipiente de amostra. Recomenda-se
a utilizacdo de pontas de pipeta com filtro alongado contra
aerossois.

e Os procedimentos de monitorizagao da presenga de produto de
amplificagéo encontram-se na seccdo PROCEDIMENTOS DE
CONTROLO DE QUALIDADE.

e Para reduzir o risco de contaminagdo do acido nucleico, limpar
e desinfetar salpicos de amostras incluindo a utilizagdo de um
desinfetante tuberculicida como o hipoclorito de sédio a 1,0% ou
outro desinfetante adequado.

e Os calibradores e controlos Abbott RealTime HCV tém de ser
preparados juntamente com as amostras a serem analisadas. A
utilizagdo dos controlos e calibradores Abbott RealTime HCV é
essencial para o desempenho do ensaio Abbott RealTime HCV.
Consultar a seccdo PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE
QUALIDADE.

e O protocolo de adicdo da master mix do Abbott m2000sp tem de
ser iniciado durante a 1 hora seguinte a conclusédo da preparagao
da amostra.

e Se o protocolo de adicdo da master mix do Abbott m2000sp for
cancelado, eliminar os reagentes de amplificagcdo que estavam a
ser utilizados pela segunda vez. As embalagens de reagente novas
usadas pela primeira vez podem ser guardadas e conservadas para
uma utilizagao posterior, tal como descrito neste manual.

e O protocolo Abbott m2000rt tem de ser iniciado no periodo maximo
de 50 minutos apo6s o inicio do protocolo de adicdo da master
mix. Se o funcionamento do equipamento Abbott m2000rt nédo for
iniciado no periodo maximo de 50 minutos, ou se for interrompido ou
cancelado, selar a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate num saco
de plastico adequado e elimina-la de acordo com as instrugdes do
Manual de Operagao do Abbott m2000rt, juntamente com as luvas
utilizadas para manusear a placa.

IMPORTANTE: os reagentes de amplificacdo que serao utilizados
uma segunda vez tém de ser conservados a —10°C ou temperatura
inferior no periodo maximo de 50 minutos apos o inicio do
protocolo de adicao da master mix.



PROTOCOLO DO ENSAIO: AMOSTRAS DBS
UTILIZANDO OS EQUIPAMENTOS ABBOTT m2000sp
E ABBOTT m2000rt

Para uma descricéo detalhada de como efetuar um protocolo nos
equipamentos Abbott m2000sp e Abbott m2000rt, consultar as secgdes
Instrugdes de funcionamento dos manuais de operacéo do Abbott
m2000sp e do Abbott m2000rt. O protocolo DBS requer a versao 6.0

ou superior do software do Abbott m2000sp. Seguir as instrugdes
fornecidas no Manual de Operacdo do Abbott m2000sp (N° de Lista
09K20, versao 6 ou superior).

Em cada ensaio poderédo ser processadas 96 amostras. Um controlo
negativo, um controlo positivo baixo € um controlo positivo alto Abbott
RealTime HCV estdo incluidos em cada execugéo, permitindo assim que
seja processado um maximo de 93 amostras DBS por ensaio quando
ndo estdo incluidos calibradores. Processar os calibradores e controlos
diretamente como amostras liquidas. Os passos 1 a 5 destinam-se
exclusivamente a DBS. Nao processar amostras de plasma ou soro

em nenhum processamento onde seja utilizado o protocolo DBS. Para
cada amostra DBS, deve ser utilizado um unico Abbott Master Mix Tube
durante todo o procedimento de processamento de amostras. Assegurar
que as amostras DBS estéo rotuladas ao longo do processamento.

1

Encher o Abbott Master Mix Tube com 1,3 ml de tamp&do mDBS

do Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit (N® de Lista
09N02-001).

NOTA: néao utilizar mLysis Buffer ou qualquer outro reagente para
este passo.

Segurar o cartdo perfurado DBS por cima do Abbott Master Mix
Tube.

Empurrar o circulo DBS para fora do cartdo utilizando uma ponta de
pipeta nova, 1 circulo DBS por Abbott Master Mix Tube. Cada DBS
deve apresentar um didmetro de aproximadamente 12 milimetros.

NOTA: UTILIZAR UMA PONTA DE PIPETA NOVA PARA CADA
AMOSTRA DBS PARA EVITAR CONTAMINAGCAO CRUZADA.

Como alternativa, para papel DBS nao perfurado, cortar 1 DBS
inteiro (aproximadamente 12 milimetros de didmetro) para cada
amostra e transferir para o Abbott Master Mix Tube.

NOTA: Evitar o contacto direto da superficie cortante com
amostras DBS. Caso seja necessario, descontaminar a ferramenta
utilizada para cortar cada DBS entre amostras, de acordo com as
boas praticas de laboratorio.

Assegurar que o circulo DBS estd completamente submerso em
tampéo mDBS batendo no tubo ou utilizando a ponta da pipeta para
empurrar o DBS seco para dentro do tampao.

NOTA: se for utilizada uma ponta de pipeta para empurrar o DBS
para dentro do tampao, assegurar que a ponta da pipeta nao
provoca perda de volume do tampao DBS devido a liquido que se
aloje na ponta e/ou absorcao de tampao pelo filtro da ponta.
Agitar manualmente ou fazer girar os tubos de amostra. Nao
submeter as amostras ao vértex. Incubar durante 30 minutos

(+2 minutos) a temperatura ambiente.

Entretanto, descongelar os controlos do ensaio e o controlo interno
(Cl) a uma temperatura entre 15°C e 30°C ou entre 2°C e 8°C.
Descongelar os calibradores a uma temperatura entre 15°C e 30°C
ou 2°C e 8°C caso apenas se realize um ensaio de calibragao.

NOTA: Depois de descongelados, os controlos, Cl e calibradores
do ensaio podem ser conservados a 2°C a 8°C durante um periodo
maximo de 24 horas antes de serem utilizados.

Antes de utilizar cada calibrador e cada controlo, submeté-los

3 vezes ao vortex, durante 2 a 3 segundos. Assegurar que o
conteldo de cada frasco se encontra no fundo, batendo com os
frascos contra a bancada para fazer o liquido escorrer para o fundo
do frasco. Assegurar que ndo se formam bolhas ou espuma. Caso
isso se verifique, elimina-las com uma ponta de pipeta esterilizada,
utilizando uma ponta nova para cada frasco.

Descongelar os reagentes de amplificacdo a uma temperatura entre
15°C e 30°C ou entre 2°C e 8°C e conservar a uma temperatura
entre 2°C e 8°C até serem necessarios para o procedimento de
amplificagéo da master mix.
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9. Selecionar embalagens de reagente de amplificacdo novas
e/ou parciais a serem utilizadas no processamento. Consultar
o0 Manual de Operacao Abbott m2000sp (N® de Lista 09K20,
versao 6 ou superior), secgao Instrugées de funcionamento, para
obter instrugdes relativas a gestao do inventario de embalagens
de reagente de amplificagdo. As embalagens de reagente de
amplificacdo tém de ter o mesmo numero de lote.
Descongelar os reagentes de amplificacdo novos a uma
temperatura entre 15°C e 30°C ou entre 2°C e 8°C e conserva-los a
2°C a 8°C até serem necessarios para o procedimento da master
mix de amplificagéo.
NOTA: Uma vez descongelados, os reagentes de amplificacao
novos podem ser conservados a uma temperatura entre 2°C e 8°C
durante um prazo maximo de 24 horas, se nao forem utilizados
imediatamente. As embalagens de reagente de amplificagao
parciais a serem utilizadas uma segunda vez NAO devem
ser conservadas a uma temperatura entre 2°C e 8°C antes da
utilizacao. Estas embalagens devem ser conservadas a -10°C
ou temperatura inferior até que sejam necessarias para adicao
da master mix. Uma vez retiradas do congelador, a exposicao
cumulativa a temperatura ambiente nao deve exceder 25 minutos,
incluindo as ocasides em que as embalagens foram retiradas
do local de conservacao, mas nao foram utilizadas. Se forem
excedidos 25 minutos, eliminar as embalagens de reagente de
amplificacdo parciais.
A tabela que se segue apresenta o nimero de reagentes de preparagéo
de amostras e frascos de controlo interno necessarios com base no
numero de reagoes.

Requisitos de reagentes de preparacao de amostras e controlo
interno

1a24 25a48 49 a 72 73 a 96
Reagente reacoes reacoes reacoes reacoes

mMicroparticles 1 frasco 2 frascos 2 frascos 2 frascos

mLysis 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
mWash 1 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
mWash 2 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
mElution Buffer 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
Controlo interno? 1 frasco 1 frasco 2 frascos 2 frascos
novo ou novo ou novos ou  NOVOS Ou
1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
parcial parciais parciais parciais

2 Pode ser utilizada uma combinagéo de frascos novos e parciais de controlo
interno.

10. Inverter cuidadosamente os frascos de Abbott mSample Preparation
para assegurar a homogeneizacdo do seu contetido. Se forem
observados cristais em qualquer um dos frascos de reagente apds
a sua abertura, deixar o reagente repousar a temperatura ambiente
até os cristais desaparecerem. N&o utilizar os reagentes antes dos
cristais se terem dissolvido.

1

—

. Antes de utilizar, submeter cada Cl ao vortex 3 vezes durante 2 a 3
segundos.

12. Utilizar uma pipeta de precisdo calibrada EXCLUSIVA PARA O
CONTROLO INTERNO para adicionar 500 pl de Cl a cada frasco
de tampao mLysis. Homogeneizar invertendo cuidadosamente o
recipiente 5 a 10 vezes para minimizar a formagéo de espuma. Os
frascos de Cl parciais podem ser novamente tapados e conservados
a -10°C ou temperatura inferior para uma segunda utilizagéo.

13. Colocar os controlos positivos baixo e alto, o controlo negativo,
os calibradores, se aplicavel, no suporte de amostras do Abbott
m2000sp.

14. Depois da incubacéo estar concluida, agitar manualmente ou fazer
rodar os tubos de amostras DBS e, depois, coloca-los nos suportes
de amostras Abbott m2000sp.

NOTA: assegurar que os suportes de amostras Abbott m2000sp
foram calibrados especificamente para o procedimento DBS
Abbott RealTime HCV.

15. Colocar os suportes de amostras cuidadosamente para evitar
salpicos. Se utilizadas, as etiquetas de codigo de barras dos tubos
devem estar viradas para a direita para permitir a leitura. Certificar
que cada tubo fica bem colocado no suporte de amostras, de modo
a que o fundo do tubo atinja o fundo do interior do suporte.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

=

22.

23.

Colocar os suportes de amostras preenchidos no Abbott m2000sp,
em posigdes consecutivas, ficando o primeiro suporte o mais a
direita possivel na mesa de trabalho e qualquer outro suporte que
seja colocado, progressivamente a esquerda do primeiro suporte.

Colocar as cuvetes de reagao de 5 ml no transportador do
subsistema de 1 ml do Abbott m2000sp.

Colocar os reagentes do Abbott mSample Preparation System e a
Abbott 96 Deep-Well Plate na mesa de trabalho do Abbott m2000sp,
de acordo com o descrito na secgao Instrugdes de funcionamento
do Manual de Operacédo do Abbott m2000sp.

No ecra Protocol, selecionar o ficheiro de ensaio HCV RNA DBS.
Iniciar o protocolo de extracéo da amostra de acordo com o descrito
na secg¢ao Instrugdes de funcionamento do Manual de Operacéo do
Abbott m2000sp.

Introduzir os valores do calibrador (necessario se ndo existir uma
curva de calibragdo memorizada no Abbott m2000rt) e dos controlos
especificos do respetivo lote no ecrd Sample Extraction: Worktable
Setup, Calibrator e Control. Os valores especificos do lote sédo
apresentados em cada ficha dos calibradores e controlos do ensaio
Abbott RealTime HCV.

O protocolo de adicdo da master mix Abbott m2000sp (passo
28) tem de ser iniciado no prazo de 1 hora apds a conclusdo da
preparagdo da amostra.

NOTA: mudar de luvas antes de manusear os reagentes de
amplificacao.

Colocar os reagentes de amplificacéo e o tubo master mix (se
necessario) na mesa de trabalho do Abbott m2000sp depois

de concluida a preparacdo da amostra. A tabela que se segue
apresenta o numero de embalagens de reagente de amplificagdo
necesséarias com base no numero de reagoes.

Se s0 estiver a ser utilizada 1 embalagem de reagente de
amplificacéo, ndo é necessario um tubo master mix.

Requisitos de embalagem de reagente de amplificacao?®

1a24 25a48 49 a 72 73 a 96
reacées reacées reacoes reacées
1 se nova; 2 se novas; 3 se novas; 4 embalagens
até 4 com até 4 com até 4 com novas ou
embalagens embalagens embalagens parciais
parciais parciais parciais

a Consultar o Manual de Operacéo do Abbott m2000sp (N2 de Lista 09K20,
versdo 6 ou superior) para instrugdes sobre a gestdo do inventario para
determinar o nimero maximo de reagdes que podem ser testadas com as
embalagens parciais selecionadas.

e As embalagens de reagente de amplificagao parciais s6 podem
ser utilizadas no mesmo equipamento Abbott m2000sp utilizado
para a preparacgao inicial da embalagem de reagente. A utilizagao
de uma embalagem de reagente de amplificagédo pela segunda
vez num equipamento diferente ird resultar num erro, que pode
atrasar o processamento.

¢ As embalagens de reagentes de amplificacdo parciais e novas
podem ser utilizadas em conjunto.

IMPORTANTE: as embalagens de reagente de amplificacao

parciais devem ser conservadas a -10°C ou temperatura inferior

até imediatamente antes da segunda utilizagdo. Confirmar

que a master mix esta descongelada antes de colocar a(s)

embalagem(ns) parcial(ais) na mesa de trabalho Abbott m2000sp.

Uma vez retiradas do local de conservacéao a -10°C ou temperatura

inferior, as embalagens de reagentes de amplificacao parciais

a serem utilizadas uma segunda vez tém de ser utilizadas no

periodo maximo de 25 minutos ou eliminadas. Isto aplica-se a

exposicao cumulativa a temperatura ambiente, incluindo as

ocasides em que as embalagens sao retiradas do local de
conservacao, mas nao sao utilizadas.

Assegurar que o contetudo das embalagens de reagente de

amplificacdo novas se encontra no fundo dos frascos antes de os

abrir, batendo com eles na vertical contra a bancada 5 a 10 vezes.

e Nao bater as embalagens de reagente de amplificagao parciais a
serem utilizadas uma segunda vez. Bater pode resultar na perda
de volume da master mix na tampa.
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25.

24. Retirar as tampas. Se uma embalagem de reagente de amplificagao

nova for conservada para uma segunda utilizagao, os frascos tém

de ser novamente tapados para conservacgao. Se planear voltar a

usar as tampas originais para tapar os frascos de reagente, guardar

as tampas originais. Se planear utilizar tampas novas para voltar

a tapar os frascos de reagente, as tampas originais podem ser

eliminadas.

Se o uracilo-N-glicosilase (UNG) for utilizado para controlo de

contaminacéo, seguir as instrugdes abaixo.

Utilizar uma PIPETA EXCLUSIVA PARA REAGENTES para adicionar

o volume especificado de 1 U/ul de UNG (N de Lista 6L87-02)

ao frasco de reagente na posicdo 3 de embalagens de reagentes

de amplificac@o novas e parciais. Homogeneizar manualmente
pipetando cuidadosamente para cima e para baixo todas as
embalagens parciais. Ndo homogeneizar embalagens novas.

e Utilizar a tabela abaixo apresentada para determinar o volume
de UNG a adicionar ao frasco de reagente na posicao 3 das
embalagens de reagente de amplificacdo novas e parciais. O
frasco de reagente na posicdo 3 de uma embalagem de reagente
nova contém a enzima rTth de polimerase termoestavel. O frasco
de reagente na posicdo 3 de uma embalagem de reagente parcial
contém a master mix.

Volume de UNG a adicionar ao frasco de reagente na posicao 3 de
cada embalagem de reagente de amplificacao

Testes remanescentes na Adicionar este volume de UNG

embalagem ((*D)
1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (embalagem nova) 27

26.

27.

NOTA: o volume de UNG adicionado ao frasco de reagente na
posicéao 3 depende do numero de testes remanescentes na
embalagem de reagente e nao do nimero de amostras a serem
processadas. Consultar o Manual de Operacao do Abbott
m2000sp para obter instrugoes relativas a gestao do inventario de
embalagens de reagente de amplificacao e sobre como determinar
o numero de testes remanescentes numa embalagem de reagente.
As embalagens de amplificagéo parciais sdo colocadas a esquerda
das embalagens de reagente de amplificagdo novas na mesa de
trabalho do Abbott m2000sp.

Assegurar que as embalagens de reagente de amplificagdo estdo
bem colocadas no equipamento.



28. Selecionar a placa de pocos fundos adequada que corresponda a
respetiva extragao de preparagao da amostra. Iniciar o protocolo
de adicdo da master mix do Abbott m2000sp. Seguir as instrugdes
descritas na secgéo Instrugdes de funcionamento do Manual de
Operacédo do Abbott m2000sp.

NOTA: o operador ndo deve encher manualmente quaisquer pocos

vazios/nao cheios na Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e Depois da extracdo da amostra estar concluida, o Abbott
m2000sp enche automaticamente quaisquer pogos vazios na
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate com tampao mElution,
quando existem mais de 48 amostras processadas num ensaio.
O enchimento da placa nao é efetuado para ensaios contendo
48 amostras ou menos.

e Se solicitado pelo equipamento, o transportador de reagentes
2 deve permanecer no lugar, contendo, no minimo, a cuvete de
reagente para mElution Buffer (transportador de reagentes 2,
localizacédo 6). Se esta cuvete de reagente foi retirada, colocar
uma nova cuvete de reagente com o rétulo do mElution Buffer no
transportador de reagentes 2, localizagao 6. O liquido do sistema
ird ser adicionado a cuvete de reagente e utilizado para encher
pogos vazios. Quando este processo estiver concluido, o sistema ira
continuar com a adicao da master mix.

NOTA: as instrugdes do sistema para utilizacéo da funcionalidade

de enchimento automatico de placas encontram-se no Manual

de Operacao do Abbott m2000sp (N2 de Lista 09K20, versao 6 ou

superior), seccao 5, Instrucdes de funcionamento, Extracao da
amostra - modo fechado.

e O protocolo Abbott m2000rt (passo 33) tem de ser iniciado no
prazo de 50 minutos a partir do inicio do protocolo de adi¢gdo da
master mix (passo 28).

NOTA: se o processamento for cancelado por qualquer motivo

apos o passo 28, tem de ser utilizada uma nova Abbott 96-Well

Optical Reaction Plate caso o protocolo de adicao da master mix

Abbott m2000sp (passo 28) seja repetido.

Ligar e inicializar o equipamento Abbott m2000rt na zona de

amplificacéo.

NOTA: o Abbott m2000rt demora 15 minutos a aquecer.

NOTA: retirar as luvas antes de voltar a zona de preparacao da

amostra.

Selar a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate depois do

29.

30.

equipamento Abbott m2000sp ter acabado de adicionar as amostras

e a master mix, conforme indicado no Manual de Operacéo do
Abbott m2000sp, secc¢ao Instrugdes de funcionamento.

31.

=

Colocar a placa de reagéo ¢tica selada na Abbott Splash-Free
Support Base para transferi-la para o equipamento Abbott m2000rt.

Se for utilizado uracilo-N-glicosilase (UNG), seguir as instrucoes

que se seguem:
32.
Support Base e incubar a temperatura ambiente (15°C a 30°C)
durante 10 minutos. A seguir a incubacéo a temperatura ambiente,
transferir a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate na Abbott
Splash-Free Support Base para o equipamento Abbott m2000rt.
Colocar a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate no equipamento
Abbott m2000rt. No ecra Protocol, selecionar o ficheiro de ensaio
HCV RNA DBS. Iniciar o protocolo tal como descrito no Manual de
Operagédo do Abbott m2000rt, seccéo Instrucoes de funcionamento.

33.

NOTA: é recomendado que seja efetuado um teste a transferéncia

de programacoes através da utilizacdo de CD-ROM ou ligacao
de rede com funcionalidades de exportacio e importacao do
software do m2000sp e do m2000rt. Caso se criem manualmente
programacoes de teste Abbott m2000rt, inserir as ID da amostra
nas localizacdes correspondentes do tabuleiro PCR de acordo
com a grelha "Wells for Selected Plate", que se encontra no ecra
detalhado "PCR Plate Results" no Abbott m2000sp. Consultar a
seccao 5 do Manual de Operacao Abbott m2000sp.

Se uma embalagem de reagente de amplificagao parcial preparada
for utilizada uma segunda vez, tapar os 3 frascos de reagente com
tampas novas ou guardadas (N de Lista 3N20-01) e conservar os
reagentes de imediato a -10°C ou temperatura inferior, ao abrigo da
luz e na posigao vertical. Eliminar qualquer embalagem de reagente
de amplificagdo que esteja gasta ou que tenha sido utilizada duas
vezes.

34.

Transferir a placa de reacédo 6tica selada para a Abbott Splash-Free
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IMPORTANTE: os reagentes de amplificacao que serao utilizados
uma segunda vez tém de ser conservados a -10°C ou temperatura
inferior no periodo maximo de 50 minutos apods o inicio do protocolo
de adicao da master mix.

PROCEDIMENTOS POS-PROCESSAMENTO

1. Retirar a Abbott 96 Deep-Well Plate da mesa de trabalho e
elimina-la de acordo com o Manual de Operacdo Abbott m2000sp.

2. Selar a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate num saco de plastico
e eliminad-la de acordo com o Manual de Operagao Abbott m2000rt,
juntamente com as luvas utilizadas para manusear a placa.

3. Antes de voltar a utilizar, limpar a Abbott Splash-Free Support Base,
de acordo com o descrito no Manual de Operagao Abbott m2000rt.

PROCEDIMENTOS DE CONTROLO DE QUALIDADE

Calibracao otica do Abbott m2000rt

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV

(N de Lista 4J86).

Calibracao do ensaio

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV

(N de Lista 4J86).

Para testes de DBS que utilizem Abbott m2000sp e Abbott m2000rt:

Depois de aceite e memorizada uma calibragdo Abbott RealTime HCV,

esta pode ser utilizada durante 6 meses. Durante este periodo, todas

as amostras subsequentes podem ser analisadas sem outra calibragao,

exceto se:

e for utilizado um Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit com
um novo numero de lote.

e for utilizado um Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)
com um novo nimero de lote.

e for instalado um ficheiro de ensaio Abbott RealTime HCV RNA DBS
novo.

Detecao da inibicao

Consultar as instrugdes de utilizagao do ensaio Abbott RealTime HCV
(N2 de Lista 4J86).

Controlos negativo e positivo

Consultar as instrugdes de utilizagao do ensaio Abbott RealTime HCV
(N de Lista 4J86).

Monitorizacdo do laboratério quanto a presenca de
contaminacao

Consultar as instrugdes de utilizagdo do ensaio Abbott RealTime HCV
(N de Lista 4J86).

RESULTADOS PARA AMOSTRAS DBS

O resultado da concentrag@o da amostra DBS apresentado a partir

do processamento do protocolo para DBS Abbott m2000rt representa

a concentracédo de carga viral do HCV em plasma proveniente de
amostras de sangue total de onde a amostra DBS foi obtida. O
equipamento Abbott m2000rt apresenta automaticamente os resultados
na estagao de trabalho do Abbott m2000rt. Os resultados do ensaio
podem ser apresentados em unidades internacionais Ul/ml ou em log
Ul/ml.

Interpretacao de resultados

Resultado Interpretacéao
Néao detetado Alvo ndo detetado
< 2,66 log Ul/ml@ Detetado

2,66 a 8,00 log Ul/ml

> 8,00 log Ul/ml >ULQP

2462 Ul/ml

b ULQ = limite superior de quantificagéo

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

o PARA UTILIZAGAO EM DIAGNOSTICO IN VITRO

e O desempenho 6timo deste ensaio requer a colheita, conservagéo
e transporte adequados para o local do ensaio (consultar a secgao
COLHEITA, CONSERVACAO E TRANSPORTE DE AMOSTRAS
PARA O LOCAL DO ENSAIO destas instrugdes de utilizagao).

e As amostras de sangue total colhidas para tubos EDTA podem ser
utilizadas para gerar DBS que séo testadas com o ensaio Abbott
RealTime HCV para DBS. A utilizagdo de outros anticoagulantes ndo
foi validada para utilizagdo com o ensaio Abbott RealTime HCV.



e O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS s6 pode ser utilizado
por pessoal treinado nos procedimentos de preparagao e
pré-processamento de DBS, procedimentos dos ensaios de
diagndstico de biologia molecular e no sistema Abbott m2000.

e Os equipamentos e os procedimentos do ensaio reduzem o
risco de contaminacéo pelo produto amplificado. No entanto, a
contaminagdo com acido nucleico proveniente dos calibradores,
controlos positivos ou amostras tem de ser controlada por praticas
de laboratdrio adequadas e deverao ser cuidadosamente seguidos
os procedimentos especificados nestas instrugdes de utilizacéo.

e Tal como em todos os testes de diagnostico, os resultados do
ensaio Abbott RealTime HCV para DBS devem ser interpretados
juntamente com outras informagdes clinicas e laboratoriais.

Uma amostra com um resultado "Nédo detetado" ndo pode ser
considerada como negativa para ARN do HCV.

e A colheita, secagem, conservacdo e manuseamento inadequados
de cartées DBS pode levar a resultados de teste inexatos.

e Podem ser utilizados cartoes DBS Ahlstrom-Munktell TFN e
Whatman 903. A utilizacdo de outros cartdes nao foi validada para
utilizacdo com o ensaio Abbott RealTime HCV.

CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO
PARA AMOSTRAS DBS

Limite de detecao (LoD - Limit of detection)

O LoD do ensaio Abbott RealTime HCV é de 462 Ul/ml com o tipo

de amostra DBS. O LoD foi determinado analisando amostras DBS
preparadas com uma série de diluicbes do Padréo Internacional da
OMS para ARN do virus da hepatite C diluidas em sangue total negativo
para HCV. Foram efetuados testes para cada concentracdo de ARN do
HCV com 4 lotes de reagentes de amplificacdo ao longo de 3 dias. Os
resultados, representativos do desempenho da sensibilidade analitica
do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS, encontram-se resumidos na
tabela 1.

Tabela 1. Limite de detecao (LoD) do Abbott RealTime HCV

para DBS

ARN do HCV Numero  Numero detetado Percentagem
(Ul/ml) testado detetada
500 84 83 99

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

A analise Probit dos dados determinou que a concentracdo de ARN do
HCV detetada de sangue em papel de filtro com uma probabilidade de
95% foi de 462 Ul/ml (IC 95% 381 a 593 Ul/ml).

Intervalo de linearidade

O limite superior de quantificagédo (ULQ) para o ensaio Abbott RealTime
HCV é de 100 milhdes de Ul/ml e o limite inferior de quantificagao

é equivalente ao LoD (462 Ul/ml) para a especificacdo de DBS. Um
painel de DBS de 7 elementos foi preparado com armored RNA do HCV
diluido em concentragdes de 200 milhdes de Ul/ml a 316 Ul/ml em sangue
total negativo para HCV. Os resultados, representativos da linearidade
do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS, sao apresentados na

Figura 1.
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Figura 1. Linearidade do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS

y = 1,03x -0,08
r=20,999
n=283

RealTime HCV DBS (Log Ul/ml)

¢} 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentragéo alvo (Log Ul/ml)

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS demonstrou ser linear ao
longo do intervalo de concentragoes de ARN do HCV analisadas (316 a
200 milhdes de Ul/ml, 2,5 a 8,3 log Ul/ml).

Especificidade

A especificidade alvo do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS é
superior ou igual a 99,5%. A especificidade foi determinada analisando
119 amostras seronegativas para HCV, em 2 lotes de reagentes de
amplificacé@o. A especificidade geral foi de 100% (119/119).

Precisao

A preciséo foi avaliada analisando um painel de DBS de 6 elementos
tendo como alvo o intervalo de concentragdo de ARN do HCV de

316 Ul/ml a 200 milhdes de Ul/ml. Os elementos do painel com
concentracdes inferiores a 5 log Ul/ml (100.000 Ul/ml) foram
preparados com amostras clinicas positivas para HCV diluidas em
sangue total negativo para HCV, enquanto os elementos do painel

com concentragdes superiores a 5 log Ul/ml (100.000 Ul/ml) foram
preparados com armored RNA do HCV diluido em sangue total negativo
para HCV. Cada elemento do painel foi analisado em 5 réplicas uma vez
por dia durante 5 dias, em 3 pares de Abbott m2000sp/rt com 3 lotes
de reagente de amplificagado. Foram calculados desvios padrao (DP)
intraensaio, entre-ensaios e interensaios (intraensaio e entre-ensaios).
O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS foi concebido para apresentar
um desvio padrao (DP) interensaios inferior ou igual a 0,25 log Ul/ml

de ARN do HCV em amostras contendo concentracdes de HCV entre
10.000 e 100 milhdes Ul/ml. Os resultados, representativos da precisdo
do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS, encontram-se resumidos na
tabela 2.



Tabela 2. Preciséo do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS

DP de componentes

Elemento do Concentracao média Concentracdao média  DP de componentes DP de componentes DP entrelotes/

painel N (Ul/ml) (log Ul/ml) intraensaio®® entre-ensaios? interensaio®® equipamentos? Total®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1.435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Desvios padréo (DP) sdo em log Ul/ml.

b Interensaio contém os componentes intraensaio e entre-ensaios.

¢ O total inclui os componentes intraensaio, entre-ensaios e entrelotes/equipamentos.

d A concentragdo média do elemento de painel 1 & inferior ao LoD. As estimativas de precisdo sdo baseadas nas réplicas que sdo
quantificadas.

¢ O DP intraensaio também é conhecido como repetibilidade. O DP total também é conhecido como reprodutibilidade.

A repetibilidade e reprodutibilidade para o elemento de painel 1 (préximo do LLoQ) foi de 0,26 log Ul/ml e de 0,27 log Ul/ml, respetivamente, e para
o elemento de painel 2 (préximo do LLoQ) foi de 0,23 log Ul/ml e 0,25 log Ul/ml, respetivamente. A repetibilidade e reprodutibilidade para o elemento
de painel 5 (préximo do ULoQ) foi de 0,12 log Ul/ml e de 0,14 log Ul/ml, respetivamente, e para o elemento de painel 6 (préximo do ULoQ) foi de
0,04 log Ul/ml e 0,07 log Ul/ml, respetivamente.

Correlacao

A quantificagdo de ARN do HCV foi comparada entre o ensaio Abbott RealTime HCV utilizando sangue em papel de filtro e testes do ensaio
comparativo com marcacao CE, Abbott RealTime HCV, utilizando plasma humano. Amostras de plasma e DBS de um total de 346 individuos (colhidas
e testadas na Georgia, Camardes e Grécia) foram incluidas na andlise. Tanto o DBS preparado a partir de sangue venoso como o DBS preparado a partir
de sangue capilar (picada de dedo) foram analisados com o ensaio Abbott RealTime HCV para DBS. Os resultados quantitativos das amostras que
se situaram dentro dos intervalos dindmicos do ensaio foram analisados através do método de regresséo linear de minimos quadrados e o método
de erro sistematico Bland-Altman (DBS capilar versus plasma N=346, DBS venoso versus plasma N=346 e DBS capilar versus DBS venoso N=345).
Para a correlagdo entre DBS capilar e plasma, o coeficiente de correlagcdo foi de 0,843, o declive foi de 0,91 (IC 95% 0,85 a 0,97) e intercecéo foi
de 0,48 log Ul/ml (IC 95% 0,12 a 0,84)(figura 2). Para a correlagao entre DBS venoso e plasma, o coeficiente de correlagdo foi de 0,840, o declive
foi de 0,94 (IC 95% 0,88 a 1,00) e intercecéo foi de 0,31 log Ul/ml (IC 95% -0,07 a 0,69)(figura 3). Para a correlagdo entre DBS capilar e DBS venoso,

o coeficiente de correlagao foi de 0,943, o declive foi de 0,91 (IC 95% 0,87 a 0,94) e intercegao foi de 0,53 log Ul/ml (IC 95% 0,33 a 0,72)(figura
4). Além disso, os graficos Bland-Altman para estas mesmas comparagdes sdo apresentados na figura 5, figura 6 e figura 7. A diferenca do erro
sistematico médio entre DBS capilar e plasma foi de -0,05 log Ul/ml. A diferenca do erro sistematico médio entre DBS venoso e plasma foi de

-0,04 log Ul/ml. A diferenga do erro sistematico médio entre DBS capilar e DBS venoso foi de -0,02 log Ul/ml.

O erro sistematico previsto entre DBS capilar e plasma foi avaliado nos niveis alvo do LLoQ e do ULoQ. Além disso, o erro sistematico previsto entre
DBS venoso e plasma foi avaliado nos niveis alvo do LLoQ e do ULoQ. Consultar a tabela 3 para o resumo do erro sistematico previsto.

Tabela 3. Erro sistematico previsto entre DBS (capilar ou venoso) e plasma no LLoQ e no ULoQ

Nivel alvo de carga viral Erro sistematico previsto
Comparacédo Nivel (log Ul/ml) (log Ul/ml)
DBS capilar vs plasma LLoQ 2,66 0,24
uLoQ 8,00 -0,26
DBS venoso vs plasma LLOQ 2,66 0,15
uLoQ 8,00 -0,17
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Figura 2. DBS capilar e plasma
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Figura 3. DBS venoso e plasma
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Figura 4. DBS capilar e DBS venoso
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Figura 5. D

BS capilar versus plasma

Diferenca: (Abbott HCV DBS capilar -
Abbott RealTime HCV Plasma)
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Figura 6. DBS venoso versus plasma
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Figura 7. DBS capilar versus DBS venoso
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ANEXO 1. RESUMO DA FUNCIONALIDADE DE UTILIZAGAO ALARGADA DE REAGENTE DE AMPLIFICAGAO ABBOTT
REALTIME HCV

A funcionalidade de utilizagdo alargada de reagente de amplificag@o permite a utilizacdo de uma embalagem de reagente de amplificagéo e
controlo interno (CI) num total de 2 vezes. As embalagens de reagente de amplificagdo que ainda nédo foram utilizadas para preparar master mix sao
designadas de embalagens de reagente de amplificagao novas. As embalagens de reagente de amplificacdo que foram utilizadas uma vez e que
contém master mix preparada serdo designadas como embalagens de reagente de amplificacdo parciais. Consultar as instrugdes fornecidas neste
manual para informagéo adicional.

Condicoes de conservacao (embalagem de reagente de amplificacédo e frascos de controlo interno)

Tipo de embalagem

Temperatura de conservacao

Tempo de conservacao

Embalagens novas

Cl novo

Embalagens parciais

Cl parcial

-10°C ou temperatura inferior

-10°C ou temperatura inferior

-10°C ou temperatura inferior (ao abrigo da luz)

-10°C ou temperatura inferior

Até a data apresentada no rétulo

Até a data apresentada no rétulo

Até 14 dias apds a utilizacao inicial

Até 14 dias apds a utilizagao inicial

Se utilizar UNG para o procedimento de controlo de contaminagéo, consultar o Protocolo do ensaio, passo 25 a 32, para obter instrugdes especificas.

Selecionar combinagao de embalagens
Embalagem(ns) novas e/ou parciais necessarias para Embalagem(ns)
nova(s) 0 processamento. parcial(ais)

Retirar a(s) embalagem(ns)
nova(s) do figorifico
(< -10°C). Descongelar a
2°C a8°Cou 15°C a 30°C.

/H/-w“C

Y
Quando descongeladas,
conservar a 2°C a 8°C
< 24 horas antes da

/V )
2°C

utilizacdo.
I
Concluir a extragdo das amostras. v
] Retirar a(s) embal- -10°C
Retire as tampas. < agem(ns) parcial(ais) do /u/
1 frigorifico (< <10 °C).

Confirmar se a master
mix esta descongelada
antes da utilizacao.

1
i v
Carregar embalagem(ns): Colocar

bem todas as embalagens; 1
embalagens parciais & esquerda.

7

< 60 minutos

1
1
1 -
1 Carregar o tubo da master < 25 minutos
! mix se utilizar mais do que 1
Inicializar o Abbott | 1 embalagem. !
m2000rt. 1 ¢ 1
A4 Y
Rkl Iniciar protocolo de master mix. .
: Protocolo de master mix concluido. 1
' 0
' 1
:
Selar placa PCR.
<50 minutos A 4 < 50 minutos
Voltar a colocar a tampa
na(s) embalagem(ns)

1

1

: parcial(ais) apés Transferir placa PCR
I a primeira utilizacéo. para o Abbott

1 + m2000rt.
1

1

1

v

Conservar a(s) embalagem(ns) —
parcial(ais) a < -10 °C, na vertical Iniciar %Ztgggrl? Abbott lg_ - -
e ao abrigo da luz. . 4
Eliminar as embalagens
vazias e as embalagens
parciais apds
a segunda utilizagéo.

4

/ﬂ[-1 0°C

As embalagens de reagente de amplificagdo elegiveis para utilizagao alargada tém de ter um nimero de série de 6 digitos por cima do cédigo de

As embalagens de reagentes de amplificagao parciais s podem ser utilizadas uma segunda vez no mesmo equipamento em que foi efetuada a
utilizagao inicial. Utiliza-las num equipamento diferente ird gerar um erro de processamento, o que pode atrasar esse mesmo processamento.

As embalagens de reagentes de amplificacdo parciais e novas podem ser utilizadas em conjunto. Todas as embalagens de reagente de
amplificacdo utilizadas no equipamento para um processamento tém de ter o mesmo numero de lote.
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Denne brugsanvisning skal laeses ngje fgr brug. Anvisningerne i brugs-
anvisningen skal fglges. Hvis anvisningerne ikke fglges, kan analyse-
resultaternes palidelighed ikke garanteres.

Denne brugsanvisning er et supplement til brugsanvisningen til Abbott
RealTime HCV-analysen (bestillingsnr. 4J86), specifikt i forbindelse med
prgvetypen tgrrede blodpletter (DBS).

MEDDELELSE TIL BRUGEREN

Hvis der finder en alvorlig haendelse sted, der har relation til
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kontaktoplysningerne i afsnittet om kundeservice eller teknisk assistance
i denne vejledning for at rapportere til fabrikanten.

BETEGNELSE
Abbott RealTime HCV

ANVENDELSE AF DBS

Abbott RealTime HCV-analysen er en in vitro-analyse baseret pa revers
transskription efterfulgt af polymerasekaedereaktion (RT-PCR) til kvanti-
ficering af RNA fra hepatitis C-virus (HCV-RNA) i fuldblod, der er opdryppet
pé kort som tegrrede blodpletter (DBS) (dvs. opnaet via venepunktur eller
kapilleerblod) fra HCV-smittede personer. Abbott RealTime HCV-analysen
er beregnet til at understatte behandling af HCV-smittede patienter, der
modtager antiviral behandling. Abbott RealTime HCV-analysen ma ikke
anvendes til at screene blod-, plasma-, serum- eller veevsdonorer for HCV
eller som diagnostisk test til at konfirmere forekomsten af HCV-infektion.

MALGRUPPE
Abbott RealTime HCV-analysen er beregnet til at blive anvendt af
laboranter.

RESUME OG ANALYSEFORKLARING

Hepatitis C-virus (HCV) er en af hovedarsagerne til leversygdomme.
Det estimeres, at cirka 1,1% af populationen er kronisk smittet med
hepatitis C,' og cirka 700.000 personer dgr hvert ar som fglge af
hepatitis C-relateret leversygdom.2 HCV er et positivt strenget RNA-virus
og overfgres primeert ved intravengst stofmisbrug og via blodprodukter.
Cirka 55 til 85% af HCV-smittede personer udvikler kronisk hepatitis, og
op til 30% af kronisk smittede personer udvikler cirrose.! Hos patienter
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med cirrose er incidensen af hepatocelluleert karcinom 2 til 4% pr. &r.!
Kvantitativ maling af HCV-RNA-niveauet i perifert blod har vist sig

at veere et vigtigt parameter ved handtering af forskellige anti-HCV-
behandlinger.6® Med udviklingen af direkte virkende antivirale regimer
er behandling af HCV-infektion betydeligt forbedret. Formalet med
anti-HCV-behandling er at opna en vedvarende virologisk respons
(SVR), der udtrykkes som kontinuerligt fraveer af paviseligt HCV-RNA.2-5
Malinger af HCV-virusmaengden er blevet anvendt til at individualisere
behandlingsvarighed og responsstyret behandling eller til at bestemme
og forudsige vedvarende eller ikke-vedvarende virologisk respons pa
antiviral behandling.2-5

Starstedelen af den globale HCV-byrde findes i lande med lav til
mellemstor indkomst (LMIC’er).' Identifikation af patienter med aktiv
HCV-infektion er meget begrzaenset i disse ressourcebegraensede
omrader. Fuldblod udtaget som tgrrede blodpletter (DBS) kan bruges
som et alternativ til serum eller plasma ved HCV-RNA-testning. DBS
repraesenterer en mulig Igsning, der eliminerer mange logistiske og
tekniske begraensninger i forbindelse med indsamling, behandling,
opbevaring og forsendelse af serum eller plasma. Retningslinjerne

fra Verdenssundhedsorganisationen (WHO) for testning af hepatitis

C omfatter anbefalinger for brug af DBS ved HCV-virustestning i
ressourcebegreensede omrader.'*

Abbott RealTime HCV-analysen til DBS anvender revers transskription
efterfulgt af polymeraseksedereaktionsteknologi (RT-PCR) kombineret
med homogen fluorescenspavisning i realtid til kvantificering af HCV-
RNA i DBS. Valget af en bevaret region i HCV-genomet ggr det muligt at
pavise genotype 1 til og med 6. Analysen er standardiseret i forhold til
WHO'’s anden internationale standard for hepatitis C virus-RNA (NIBSC-
kode 96/798),' og resultaterne afgives i internationale enheder/ml
(IU/ml) eller den tilsvarende 10-talslogaritme.

ANALYSEPRINCIP

Abbott RealTime HCV-analysen til DBS kraever 3 reagenssaet:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Abbott RealTime HCV-analysen til DBS anvender RT-PCR til at generere
et amplificeret produkt fra HCV’s RNA-genom i humane DBS-prgver.
Trinnene i Abbott RealTime HCV-analysen til DBS bestar af preeanalytisk
DBS-behandling, preveklargaring, RT-PCR-blanding, amplifikation,
pavisning og afgivelse af resultater. Preeanalytisk DBS-behandling
udfgres ved hjeelp af Abbott mSample Preparation System DBS Buffer
Kit, far preven anbringes p& Abbott m2000sp-systemet. Efter den
praeanalytiske DBS-behandling udfgres alle efterfglgende trin automatisk
af Abbott m2000sp- og Abbott m2000rt-systemerne.

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86) for yderligere oplysninger om prgveklargaring, RT-PCR-blanding,
amplifikation og pavisning.

FORLZANGET ANVENDELSE AF AMPLIFIKATIONS-
REAGENS

Den valgfri funktion til forlzenget anvendelse af amplifikationsreagens ger
det muligt at bruge amplifikationsreagenspakker og intern kontrol i alt 2
gange. Amplifikationsreagenspakker med klargjort masterblanding kan
opbevares ved -10 °C eller koldere, tillukket og beskyttet mod lys i op

til 14 dage far genanvendelsen. Den interne kontrol (IC) kan opbevares
tillukket ved -10 °C eller koldere i op til 14 dage fgr genanvendelsen. Den
naeste brug bar ikke overskride reagensets udligbsdato.

Der findes en oversigt over denne funktion i appendiks 1 i denne
brugsanvisning.

| hele denne brugsanvisning omtales amplifikationsreagenspakker og
IC'er, der endnu ikke er blevet brugt, som nye amplifikationsreagens-
pakker og IC'er (dvs. ferste brug). Amplifikationsreagenspakker, der
har vaeret brugt én gang og indeholder klargjort masterblanding, kaldes



delvise amplifikationsreagenspakker. IC-haetteglas, der er blevet brugt én

gang, kaldes delvise IC-haetteglas.

FOREBYGGELSE AF KONTAMINERING MED
NUKLEINSYRER

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86).

REAGENSER
Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86).

VIGTIGE FORHOLDSREGLER

Til in-vitro-diagnostisk brug

Abbott RealTime HCV-analysen til DBS ma ikke anvendes til at screene blod-,
plasma-, serum- eller vaevsdonorer for HCV eller som diagnostisk test til at
konfirmere forekomsten af HCV-infektion.

SIKKERHEDSFORANSTALTNINGER

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr. 4J86).
Abbott RealTime HCV-analysen til DBS bruger kun Abbott m2000sp- og
Abbott m2000rt-instrumenter.

SARLIGE FORHOLDSREGLER

Forholdsregler ved handtering af DBS-praver

Abbott RealTime HCV-analysen til DBS er kun beregnet til brug med

fuldblods- eller DBS-prgver, der er blevet behandlet og opbevaret som

beskrevet i afsnittet PROVETAGNING, OPBEVARING OG TRANSPORT

TIL ANALYSESTEDET.

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.

4J86).

Forholdsregler ved handtering, der er specifikke for DBS:

e Sgrg for, at DBS-kort er helt tarre, for de opbevares i en pose med
terremidler. Forkert opdrypning, terring, opbevaring og handtering af
DBS kan forarsage upreecise testresultater.

e For at undga krydskontaminering skal der anvendes en ny pipette-
spids til hver DBS-preve, nar pletten skubbes ud af det perforerede
DBS-kort. Hvis der anvendes et ikke-perforeret DBS-kort, skal
det sikres, at det veerktgj, der anvendes til at fjerne blodpletten,
dekontamineres fgr og efter kontakt med DBS-prgven.

Arbejdsomrader

Det anbefales kun at forbeholde 2 omrader, preveklarggringsomradet
og amplifikationsomradet, ved anvendelse af Abbott m2000sp og
Abbott m2000rt.

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86).

Aerosolkontaminering

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86).

Kontaminering og inhibition

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86).

Kontaminering fra eksternt amplificeret produkt med dU-indhold
Laboratorier, der anvender eller har anvendt HCV-amplifikationsanalyser,
der omfatter post-PCR-behandling af det amplificerede produkt, kan
veere kontamineret med amplificeret produkt indeholdende dU. Denne
form for kontaminering kan medfgre ungjagtige resultater med Abbott
RealTime HCV-analysen til DBS. Se afsnittet Kontrol af laboratoriet for
kontaminering i brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen
(bestillingsnr. 4J86). | tilfeelde hvor de negative kontroller bliver ved

med at veere reaktive, eller hvor der er sandsynlighed for, at der er
forekommet kontaminering med HCV-amplificeret produkt med indhold af
dU, anbefales det, at laboratoriet benytter UNG-kontamineringskontrol-
proceduren (uracil-N-glykosylase), hvis dekontaminering af laboratoriet
mislykkes.

OPBEVARINGSINSTRUKTIONER
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (bestillingsnr. 4J86-90)

/H/-W"C .

Nye og delvise Abbott RealTime HCV-amplifikations-
reagenspakker og hzetteglas med intern kontrol (IC)
skal opbevares ved -10 °C eller koldere, nar de ikke

er i brug. Nar Abbott RealTime HCV-amplifikations-
reagenspakken er i brug, ma den ikke komme i direkte
kontakt med praver, kalibratorer og kontroller.
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Delvise amplifikationsreagenspakker og IC skal
opbevares ved -10 °C eller koldere, tillukket, oprejst og
beskyttet mod lys efter fgrste brug.

Hvis de opbevares pa denne méade, kan delvise
amplifikationsreagenspakker med klargjort master-
blanding genanvendes inden for 14 dage efter farste
brug. Interne kontroller kan ogsa genanvendes inden
for 14 dage efter optaning, hvis de opbevares tillukket
ved -10 °C eller koldere. Efter at have veeret brugt 2
gange skal de delvise amplifikationsreagenspakker og
den interne kontrol bortskaffes. Genanvendelse skal
finde sted inden reagensernes udlgbsdato.

/H/-wc .

Abbott RealTime HCV Control Kit (bestillingsnr. 4J86-80)
/H/-m“C e Negative og positive Abbott RealTime HCV-kontroller

skal opbevares ved -10 °C eller koldere.

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (bestillingsnr. 4J86-70)
-10°C e Abbott RealTime HCV-kalibrator A og -kalibrator B

/H/ skal opbevares ved -10 °C eller koldere.
FORSENDELSE

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86).

INDIKATION AF USTABILITET ELLER REAGENSHENFALD
Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.
4J86).

INSTRUMENTPROCEDURE

Applikationsfilen til Abbott RealTime HCV til DBS skal installeres

pa Abbott m2000sp- og Abbott m2000rt-systemerne fra Abbott
RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application CD-ROM
(bestillingsnr. 01L69-040 eller hgjere), fgr analysen udfgres. Se kapitlet
Brugsvejledning i brugermanualerne til Abbott m2000sp og Abbott
m2000rt for yderligere oplysninger om installation af applikationsfiler.

PROVETAGNING, OPBEVARING OG TRANSPORT TIL

ANALYSESTEDET

Prgvetagning og opbevaring

e Ved klarggring af DBS anvendes blod fra fingerprik eller EDTA-
fuldblod. EDTA-fuldblod bgr opbevares under kontrollerede
temperaturforhold under opbevaring og forsendelse (2 °C til 8 °C i op
til 48 timer eller ved en omgivende temperatur pa hgjst 30 °C i op til
24 timer).

e EDTA-fuldblod, der er udtaget i et rar, bgr blandes grundigt ved at
vende det forsigtigt f@r opdrypning. Dryp blodet op pa cirklerne med
en diameter p& 12 millimeter pa TFN-papirkort fra Ahlstrom-Munktell
eller Whatman 903-kort, og s@rg for, at hele cirklen er deekket. Det
anbefales at anvende mindst 70 pl blod (cirka 3 til 5 draber blod) til
hver cirkel for at sikre, at cirklerne deekkes helt.

e Luftter kortet ved omgivende temperatur i mindst 3 timer. Pak hvert
kort i en pose, der kan forsegles, sammen med tgrremiddelpakker
(mindst 2 til 3 tgrremiddelpakker).

e For analysebehandlingen kan DBS-pr@vekort opbevares under de
forhold, der er angivet i tabellen nedenfor.

Opbevaring af DBS-prgvekort
Forhold

Maks. opbevaringstid

2 °C til 30 °C ved omgivende luftfugtighed 18 uger
<37 °C ved omgivende luftfugtighed 12 uger
<45 °C ved omgivende luftfugtighed 8 uger
<38 °C ved hgj luftfugtighed (<85%) 4 uger
-25 °C til -15 °C ved omgivende Iuftfugtighed 18 uger
-70 °C eller koldere ved omgivende 18 uger

luftfugtighed

Transport af prover

Praverne skal forsendes i henhold til de anbefalede opbevarings-
temperaturer og -tider, der er angivet i afsnittet Provetagning og
-opbevaring ovenfor. Ved national og international forsendelse pakkes
og meerkes pr@verne i overensstemmelse med gzeldende nationale og
internationale regler for transport af kliniske, diagnostiske eller biologiske
praver.



ABBOTT REALTIME HCV-ANALYSEPROCEDURE FOR DBS

Ngdvendige materialer, der ikke medfglger

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit
(bestillingsnr. 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (bestillingsnr. 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (bestillingsnr. 4J86-80)

Abbott m2000sp-instrumentets prgveklarggringsomrade

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit
(bestillingsnr. 09N02-001)

* Abbott m2000sp-instrument (bestillingsnr. 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)

(bestillingsnr. 04J70-24)

e Kalibrerede preecisionspipetter, der kan levere 20 til 1000 pl
(kalibrerede praecisionspipetter, der kan levere < 20 pl, kan vaere
ngdvendige ved brug af UNG).

e Pipettespidser med aerosolbarriere til 20- til 1000-pul-pipetter
(pipettespidser med aerosolbarriere, der kan levere < 20 pl,
kan veere ngdvendige ved brug af UNG).

e Vortex-blander

* Master Mix Tube (bestillingsnr. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (bestillingsnr. 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (bestillingsnr. 04J71-20)

e 200 mL Reagent Vessels (bestillingsnr. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (klar Abbott-mikrotiterplade)
(bestillingsnr. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (klar, selvklaeebende Abbott-film)
(bestillingsnr. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (Abbott-applikator til
selvklaebende film) (bestillingsnr. 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (steenkfri Abbott-pladeholder)
(bestillingsnr. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (bestillingsnr. 01L69-040 eller hgjere)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (bestillingsnr. 09N03-001)

e 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps (bestillingsnr. 03N20-01); valgfrit

e Uracil N-Glycosylase (UNG)? (bestillingsnr. 6L87-02)

@ Hvis det er ngdvendigt i henhold til afsnittet Kontaminering fra eksternt

amplificeret produkt med dU-indhold i denne brugsanvisning.

Til Abbott m2000rt-instrumentets amplifikationsomrade

e Abbott m2000rt-instrument (bestillingsnr. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (bestillingsnr. 01L69-040 eller hgjere)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (bestillingsnr. 04J71-93)

Andre materialer

e Stinkskab, der er godkendt til arbejde med smittefarlige materialer

* Pose, der kan forsegles, til DBS-kort

e Tgrremiddelpakke til DBS-kort

e TFN-papirkort fra Ahlstrom-Munktell og/eller Whatman 903-kort

e Plastpose, der kan forsegles, til bortskaffelse af mikrotiterplade

e RNase-frit vand (Eppendorf eller tilsvarende)®

e 1,7-ml-mikrocentrifugergr med molekylaerbiologisk renhed (Dot
Scientific, Inc. eller tilsvarende)b

e Podepinde med vatspids (Puritan eller tilsvarende)®

b Bemaerk: Disse 3 ting anvendes i proceduren til Kontrol af

laboratoriet for kontaminering. Se afsnittet PROCEDURER FOR

KVALITETSKONTROL i brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-

analysen (bestillingsnr. 4J86).

Proceduremaessige forholdsregler

* Denne brugsanvisning skal lseses ngje inden prgvebehandling.

e Amplifikationsreagenser og intern kontrol kan bruges op til 2 gange
som beskrevet i denne brugsanvisning. Heetteglassene med Abbott
RealTime HCV-kalibratorer, negativ kontrol samt lav og hgj positiv
kontrol er kun beregnet til engangsbrug og skal bortskaffes efter
brug.

* Anvend kun pipettespidser med aerosolbarriere eller engangspipetter
1 gang ved pipettering af prgver eller IC. Undga bergring mellem
pipettekanalen og indersiden af prgvergret eller -beholderen for
at undga kontaminering af pipettekanalen under afpipettering. Det
anbefales at bruge lange pipettespidser med aerosolbarriere.

e Procedurer til kontrol af forekomst af amplifikationsprodukt kan
findes i afsnittet PROCEDURER FOR KVALITETSKONTROL.

66

e Renggr og desinficer spildte prgver med et desinfektionsmiddel
med effekt pa tuberkelbakterier, sdsom 1,0% natriumhypoklorit eller
et andet egnet desinfektionsmiddel, for at nedsaette risikoen for
nukleinsyrekontaminering.

e Abbott RealTime HCV-kalibratorer og -kontroller skal klarggres
sammen med de praver, der skal testes. Anvendelse af Abbott
RealTime HCV-kalibratorer og -kontroller er af afgarende betydning
for Abbott RealTime HCV-analysens ydeevne. Se afsnittet
PROCEDURER FOR KVALITETSKONTROL.

e Abbott m2000sp-protokollen til tilsaetning af masterblanding skal
startes inden for 1 time efter afslutning af praveklarggring

e Hvis Abbott m2000sp-protokollen til tilsaetning af masterblanding
afbrydes, skal de amplifikationsreagenser, der blev anvendt for
anden gang, bortskaffes. Nye reagenspakker, der anvendes for
fgrste gang, kan gemmes og opbevares til senere brug som
beskrevet i denne manual.

e Abbott m2000rt-protokollen skal startes inden for 50 minutter efter
start af protokollen til tilseetning af masterblanding. Hvis der ikke
startes en kgrsel pa Abbott m2000rt-instrumentet inden for 50
minutter, eller hvis karslen afbrydes eller stoppes, skal den klare
Abbott-mikrotiterplade forsegles i en plastikpose med genluk og
bortskaffes som beskrevet i brugermanualen til Abbott m2000rt
sammen med de handsker, der blev anvendt ved handtering af
pladen.

VIGTIGT: Amplifikationsreagenser, der skal genanvendes, skal
opbevares ved -10 °C eller koldere inden for 50 minutter efter start
af protokollen til tilsetning af masterblanding.

ANALYSEPROTOKOL: DBS-PRGVER VED BRUG
AF ABBOTT m2000sp- OG ABBOTT m2000rt-
INSTRUMENTERNE

For en naermere beskrivelse af kgrsel af en protokol pa Abbott

m2000sp-instrumentet og Abbott m2000rt-instrumentet henvises til

kapitlet Brugsvejledning i brugermanualerne til Abbott m2000sp og

Abbott m2000rt. DBS-protokollen kraever Abbott m2000sp-software-

version 6.0 eller nyere. Fglg brugermanualen til Abbott m2000sp

(bestillingsnr. 09K20 version 6 eller nyere).

Der kan i alt behandles 96 praver i hver kgrsel. Der medtages en

HCV-negativ kontrol, en lav positiv kontrol og en hgj positiv kontrol til

Abbott RealTime i hver kgrsel, sa der kan behandles maksimalt 93 DBS-

praver pr. karsel, nar kalibratorerne ikke er inkluderet. Kalibratorer

og kontroller skal behandles direkte som flydende prgver; trin 1 til og

med trin 5 geelder kun for DBS. Plasma- eller serumprgver ma ikke

behandles i karsler, hvor DBS-protokollen anvendes. For hver DBS-
prave bgr der anvendes et enkelt rar med Abbott-masterblanding til hele
prevebehandlingsproceduren. Sgrg for at maerke DBS-praver under hele
behandlingen.

1. Fyld Abbott-masterblandingsrgret med 1,3 ml mDBS-buffer fra
Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (bestillingsnr.
09N02-001).

BEMZRK: Brug ikke mLysis Buffer eller andre reagenser til
dette trin

2. Hold det perforerede DBS-papirkort over rgret med Abbott-master-
blanding.

3. Tryk DBS-cirklen ud af kortet med en ren pipettespids. Beregn 1
DBS-cirkel pr. Abbott-masterblandingsrar. Hver DBS bgr have en
diameter pa ca. 12 mm.

BEMARK: BRUG EN NY PIPETTESPIDS TIL HVER DBS-PRGVE
FOR AT FORHINDRE KRYDSKONTAMINERING.

Hvis der benyttes DBS-kort, der ikke er perforerede, kan der i stedet
udskeeres 1 hel DBS (cirka 12 millimeter i diameter) for hver prave,
som overfgres til et Abbott-masterblandingsrar.

BEMZRK: Undga direkte kontakt mellem skaereoverfladen og
DBS-prgver. Om ngdvendigt dekontamineres det vaerktoj, der
bruges til at skeere DBS, mellem hver enkelt prove i henhold til
god laboratorieskik.

4. Sgrg for, at DBS-cirklen er helt nedsaenket i mDBS Buffer, ved at
banke let pa rgret eller bruge pipettespidsen til at skubbe DBS’en
ned i bufferen.

BEMZARK: Hvis der benyttes en pipettespids til at skubbe DBS’en
ned i bufferen, skal det sikres, at pipettespidsen ikke forarsager
volumentab af DBS-buffer, fordi der er vaeske i spidsen, og/eller
fordi filtret i spidsen absorberer buffer.



5. Provergrene rystes eller hvirvles manuelt. Undlad at vortexe 15. Proverackene isaettes forsigtigt for at undga spreijt. Hvis der er
praverne. Inkuber dem i 30 minutter (+ 2 minutter) ved omgivelses- stregkoder pa rerenes etiketter, skal de vende i korrekt retning i
temperatur. forhold til scanneren. Sgrg for, at hvert rgr sidder rigtigt i prave-

6. | mellemtiden optes analysekontroller og intern kontrol (IC) ved 15 °C racket, s& bunden af reret rgrer den indvendige bund af racket.
til 30 °C eller ved 2 °C til 8 °C. Optg kun kalibratorer ved 15 °C til 16. Seet fyldte preverack pa Abbott m2000sp i pa hinanden fglgende
30 °C eller ved 2 °C til 8 °C i tilfeelde af en kalibreringskersel. pregverackpositioner med det farste rack leengst til hgjre pa
BEM/RK: Nar analysekontrollerne, IC og kalibratorerne er taet arbejdsbordet og eventuelle ekstra rack til venstre for det farste rack.
op, kan de opbevares ved 2 °C til 8 °C i op til 24 timer far brug. 17. Anbring 5-ml-RV-cellerne i 1-ml-undersystemsprgvestativet pa

7. Vortex hver analysekalibrator og hver kontrol 3 gange i 2 til Abbott m2000sp.

3 sekunder far brug. Sgrg for, at indholdet af hvert haetteglas er i 18. Anbring Abbott mSample Preparation System-reagenser og Abbott-
bunden ved at banke dem let mod bzenken for at bringe vaesken ned mikrotiterpladen med dybe brgnde pa Abbott m2000sp-arbejdsbordet
i bunden af heetteglasset. Sgrg for, at der ikke dannes bobler eller som beskrevet i afsnittet Brugsvejledning i brugermanualen til Abbott
skum. Fjern dem i givet fald med en ny, steril pipettespids til hvert m2000sp.

heetteglas. _ 19. Veelg applikationsfilen HCV RNA DBS pa skeermbilledet Protocol.

8. Optg amplifikationsreagenser ved 15 °C til 30 °C eller ved 2 °C Start prgveekstraktionsprotokollen som beskrevet i afsnittet
til 8 °C, og opbevar dem ved 2 °C til 8 °C, indtil de skal bruges til Brugsvejledning i brugermanualen til Abbott m2000sp.
amplifikationsmasterblandingsproceduren. . o . . . .

. e 20. Angiv lotspecifikke vaerdier for kalibratorer (ngdvendigt, hvis der

9. Veelg nye og/eller delvise ampI.|f|kat|.onsree.19enspakker,. der. ikke er gemt en kalibreringskurve pa Abbott m2000rt) og kontroller i
§kal bruges i kzrslgn. Der henvises til afsnl_tt.et Brugsvejledning felterne Sample Extraction: Worktable Setup, Calibrator og Control.

: brulgermanualen til Abbqtt mZOQOsp (bestillingsnr. 09K20 ) De lotspecifikke veerdier er angivet pa hver oversigt til Abbott
verspp 6 leIIer nyere) for mstruknon_gr vgdrzrende lagerstyring af RealTime HCV-kalibratorer og -kontroller.
amplifikationsreagenspakker. Amplifikationsreagenspakker skal have

samme lotnummer. 21. Abbott m2000sp-protokollen til tilsaetning af masterblanding (trin 28)
Opte nye amplifikationsreagenser ved 15 °C til 30 °C eller ved 2 °C skal startes inden for 1 time, efter praveklargaringen er afsluttet.

til 8 °C, og opbevar dem ved 2 °C til 8 °C, indtil de skal bruges til BEMARK: Skift handsker fgr handtering af amplifikations-
amplifikationsmasterblandingsproceduren. reagenserne.

BEMZRK: Nar de er tget op, kan de nye amplifikationsreagenser 22. Placer amplifikationsreagenserne og rgret med masterblanding
opbevares ved 2 °C til 8 °C i op til 24 timer, hvis de ikke anvendes (om ngdvendigt) pa Abbott m2000sp-arbejdsbordet, nar prave-
med det samme. Delvise amplifikationsreagenspakker, der klargeringen er afsluttet. Fglgende tabel viser, hvor mange
anvendes for anden gang, bar IKKE opbevares ved 2 °C til 8 °C amplifikationsreagenspakker der skal anvendes, baseret pa antallet
for brug. De bar opbevares ved -10 °C eller koldere, indtil de af reaktioner. Hvis der kun anvendes 1 amplifikationsreagenspakke,
skal anvendes til tilsaetning af masterblanding. Nar de tages ud er der ikke behov for et rgr med masterblanding.

af fryseren, bgr den samlede eksponering for stuetemperatur

ikke overstige 25 minutter, herunder tilfaelde, hvor pakker tages Krav til amplifikationsreagenspakke®

ud, men ikke anvendes. Hvis de 25 minutter overstiges, skal de 1 til 24 25 til 48 49 til 72 73 til 96
delvise amplifikationsreagenspakker bortskaffes. reaktioner reaktioner reaktioner reaktioner

Fglgende tabel viser, hvor mange prgveklarggringsreagenser o A A X

hatgteglas med intern kontrol, dgr spkal anvegdes,gbase?et pa angfallet af 1 h.VIS ny; 2 hVIS ny: 3 hVIS ny: 4 r.1ye eller

reaktioner. op til 4'med op til 4'med op til 4. med  delvise pakker

delvise delvise delvise
Krav til preveklargeringsreagenser og intern kontrol pakker pakker pakker
1 til 24 25 til 48 49 til 72 73 til 96 2 Se brugermanualgn til Abbott mZOOQsp (bestillings_nr. 99K20 version 6 eller
Reagens reaktioner reaktioner reaktioner reaktioner nyere? for mstruktloner om lagerstyring med henblik pa at bestgmme det
maksimale antal reaktioner, der kan testes med de valgte delvise pakker.
mMicroparticles 1 flaske 2 flasker 2 flasker 2 flasker e Delvise amplifikationsreagenspakker kan kun bruges pa det
mLysis 1 flaske 2 flasker 3 flasker 4 flasker samme Abbott m2000sp-instrument som det, der blev anvendt
ved den fgrste klargaring af reagenspakken. Hvis der benyttes et
mWash 1 1 flaske 2 flasker 8 flasker 4 flasker andet instrument, ngér engampIifiEationsreagenspakke anveyrtmdes for
mWash 2 1 flaske 2 flasker 3 flasker 4 flasker anden gang, vil der opsta en fejl, som kan forsinke karslen.
mElution Buffer 1 flaske 2 flasker 3 flasker 4 flasker e Delvise og nye amplifikationsreagenspakker kan bruges sammen.
VIGTIGT: Delvise amplifikationsreagenspakker skal opbevares
Intern kontrol 1 nyt 1 nyt 2 nye 2 nye ved -10 °C eller koldere indtil umiddelbart far genanvendelsen.
heetteglas heetteglas  hzetteglas  hzstteglas Kontrollér, at masterblandingen er optget, for der anbringes
eIIer. eIIel: eIIer' ellef delvise pakker pa Abbott m2000sp-arbejdsbordet. Nar delvise
1delvist ~ 2delvise  3delvise 4 delvise amplifikationsreagenspakker fjernes fra opbevaring ved -10 °C
haetteglas  hastteglas  hastteglas  haetteglas eller koldere og anvendes for anden gang, skal de anvendes inden

@ Der kan anvendes en kombination af nye og delvise heetteglas med intern kontrol. for 25 minutter eller bortskaffes. Dette gaelder for den samlede

10. Vend forsigtigt flaskerne med Abbott mSample Preparation for eksponering for stuetemperatur, herunder tilfaelde, hvor pakker
at sikre en homogen oplgsning. Hvis der observeres krystaller i fiernes fra fryseren, men ikke anvendes.
nogen af reagensflaskerne efter abning, skal reagenset hensta ved 28. Sgrg for, at indholdet af nye amplifikationsreagenspakker er i
stuetemperatur, indtil krystallerne forsvinder. Reagenserne ma ikke bunden af heetteglassene, fer amplifikationsreagenserne abnes, ved
anvendes, far krystallerne er oplast. at banke dem mod bordet i en opret position 5 til 10 gange.

11. Vortex hvert heetteglas med IC 3 gange i 2 til 3 sekunder inden brug. * Undlad at banke delvise amplifikationsreagenspakker, der bruges

12. Brug en kalibreret pracisionspipette, DER KUN ER BEREGNET anden gang. Banken kan fare til tab af masterblanding, idet denne
TIL INTERN KONTROL, til at tilszette 500 i IC til hver flaske kan s@tte sig under hetten.
med mLysis Buffer. Bland ved forsigtigt at vende beholderen 5 til 24. Tag heetterne af. Hvis en ny amplifikationsreagenspakke skal
10 gange for at minimere skumdannelse. Delvise hatteglas med IC opbevares, sa den kan genanvendes, skal hzetteglassene lukkes,
kan paszettes haette igen og opbevares ved -10 °C eller koldere med for de kan opbevares. Hvis der er planer om at genanvende
henblik pa genanvendelse. de oprindelige haetter til haetteglassene med reagens, skal de

. . . oprindelige haetter gemmes. Hvis der er planer om at anvende nye

13. Pla_cer de lave og hgje positive kont_roller, den negative kontrol og heetter til haetteglassene med reagens, kan de oprindelige hestter
kalibratorerne, hvis det er relevant, i Abbott m2000sp-praverackene. bortskaffes.

14. Nar inkubationen er afsluttet, rystes eller hvirvles DBS-pravergrene Hvis uracil-N-glykosylase (UNG) anvendes til kontaminerings-
manuelt og seettes derefter i m2000sp-preverack. kontrol, skal nedenstaende instruktioner falges.

BEMZRK: Sgrg for, at Abbott m2000sp-praverack er kalibreret 25. Anvend en PIPETTE, DER KUN ER BEREGNET TIL REAGENSER, og

specifikt til Abbott RealTime HCV-proceduren for DBS.
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tilsaet den angivne maengde af 1 U/pul UNG (bestillingsnr.



6L87-02) til haetteglasset med reagens i placering 3 i de nye og
delvise amplifikationsreagenspakker. Bland alle delvise pakker
manuelt ved forsigtigt at pipettere op og ned. Bland ikke nye pakker.
e Anvend tabellen nedenfor for at fastsla den maengde UNG, der
skal tilseettes til haetteglasset med reagens i placering 3 i de
nye og delvise amplifikationsreagenspakker. Heetteglasset med
reagens i placering 3 i en ny reagenspakke indeholder termostabilt
rTth-polymeraseenzym. Haetteglasset med reagens i placering 3 i
en delvis reagenspakke indeholder masterblanding.

Maengden af UNG, der skal tilszettes til haetteglasset med reagens i
placering 3 i hver amplifikationsreagenspakke

Resterende test i pakken

Tilseet denne maengde UNG (pl)

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (ny pakke) 27

26.

27.

28.

BEMARK: Maengden af UNG, der tilszettes til haetteglasset med
reagens i placering 3, afhanger af antallet af test, der er tilbage i
reagenspakken, og ikke af antallet prover, der kares. Se bruger-
manualen til Abbott m2000sp for instruktioner om lagerstyring af
amplifikationsreagenspakker, og hvordan antallet af resterende
antal test i en reagenspakke fastslas.

Delvise amplifikationspakker placeres til venstre for nye
amplifikationsreagenspakker pa Abbott m2000sp-arbejdsbordet.
Sgarg for, at amplifikationsreagenspakkerne sidder korrekt i
instrumentet.

Veelg den relevante mikrotiterplade, som passer til den tilsvarende
preveklargaringsekstraktion. Start Abbott m2000sp-protokollen

til tilseetning af masterblanding. Fglg anvisningerne i afsnittet
Brugsvejledning i brugermanualen til Abbott m2000sp.

BEMZRK: Brugeren bgr ikke manuelt fylde eventuelle tomme/

ikke-fyldte brgnde i den klare Abbott-mikrotiterplade.

o Nar prgveekstraktionen er afsluttet, fylder Abbott m2000sp
automatisk eventuelle tomme brgnde pa den klare Abbott-mikro-
titerplade med mElution Buffer, hvis der indgar mere end 48
praver i en karsel. Udfyldning af pladen udfares ikke for karsler
med 48 prgver eller derunder.

e Hvis der modtages en besked fra instrumentet, bgr reagensholder
2 forblive, hvor den er, og mindst indeholde reagensbeholderen
til mElution Buffer (reagensholder 2, placering 6). Hvis
reagensbeholderen er blevet fjernet, skal der anbringes en ny
reagensbeholder med mElution Buffer-etiket i reagensholder 2,
placering 6. Der hzeldes systemveeske i reagensbeholderen, som
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

bruges til at fylde tomme brgnde. Nar denne proces er fuldfart,
fortsaetter systemet med at tilsaette masterblanding.

BEMZARK: Instruktioner om automatisk fyldning af pladen kan

findes i afsnittet om proveekstraktion i lukket tilstand i kapitel

5, Brugsvejledning, i brugermanualen til Abbott m2000sp

(bestillingsnr. 09K20 version 6 eller nyere).

e Abbott m2000rt-protokollen (trin 33) skal startes inden for 50
minutter efter start af protokollen til tilsaetning af masterblanding
(trin 28).

BEMZRK: Hvis karslen afbrydes efter trin 28, skal der uanset

arsagen til afbrydelsen benyttes en ny klar Abbott-mikrotiterplade,

hvis Abbott m2000sp Master Mix Addition-protokollen (trin 28)

skal gentages.

Teend og start Abbott m2000rt-instrumentet i amplifikationsomradet.

BEMZARK: Abbott m2000rt skal bruge 15 minutter til opvarmning.
BEMZARK: Tag handskerne af, for der vendes tilbage til praveklar-
geringsomradet.

Nar Abbott m2000sp-instrumentet har afsluttet tilseetningen af praver
og masterblanding, forsegles den klare Abbott-mikrotiterplade som
beskrevet i kapitlet Brugsvejledning i brugermanualen til Abbott
m2000sp.

Anbring den forseglede klare mikrotiterplade i den steenkfri Abbott-
pladeholder for overfgrsel til Abbott m2000rt-instrumentet.

Hvis uracil-N-glykosylase (UNG) anvendes, skal nedenstaende
instruktioner falges:

Anbring den forseglede klare mikrotiterplade i den steenkfri
Abbott-pladeholder, og inkuber ved stuetemperatur (15 til 30 °C)

i 10 minutter. Efter inkubation ved stuetemperatur skal den klare
Abbott-mikrotiterplade placeres i den steenkfri Abbott-pladeholder for
overfgrsel til Abbott m2000rt-instrumentet.

Anbring den klare Abbott-mikrotiterplade i Abbott m2000rt-
instrumentet. Veelg applikationsfilen HCV RNA DBS péa skaermbilledet
Protocol. Start protokollen som beskrevet i afsnittet Brugsvejledning i
brugermanualen til Abbott m2000rt.

BEMZARK: Det anbefales at overfore testbestillinger ved hjzelp

af en cd-rom eller en netveerksforbindelse med eksport- og
importfunktionerne i m2000sp- og m2000rt-softwaren. Hvis
Abbott m2000rt-testbestillingen oprettes manuelt, skal der
angives prgver-id’er i de tilsvarende placeringer pa PCR-bakken

i henhold til skemaet “Wells for Selected Plate”, som findes pa
Abbott m2000sp-skeermbilledet “PCR Plate Results”. Se afsnit 5 i
brugermanualen til Abbott m2000sp.

Hvis en klargjort delvis amplifikationsreagenspakke skal
genanvendes, skal de 3 haetteglas med reagens lukkes med

gemte eller nye haetter (bestillingsnr. 3N20-01), og derefter skal
reagenserne straks opbevares ved -10 °C eller koldere i oprejst
stilling og beskyttet mod lys. Bortskaf amplifikationsreagenspakker,
der er opbrugt eller har vaeret brugt to gange.

VIGTIGT: Amplifikationsreagenser, der skal genanvendes, skal
opbevares ved -10 °C eller koldere inden for 50 minutter efter start
af protokollen til tilsetning af masterblanding.

EFTERBEHANDLINGSPROCEDURER

1

Fjern Abbott-mikrotiterpladen med dybe brgnde fra arbejdsbordet, og
bortskaf den i henhold til instruktionerne i brugermanualen til Abbott
m2000sp.

Anbring den klare Abbott-mikrotiterplade i en plastikpose med
genluk, og bortskaf den sammen med de handsker, der blev anvendt
til handtering af pladen, i henhold til brugermanualen til Abbott
m2000rt.

Renggr den steenkfri Abbott-pladeholder fgr nzeste anvendelse som
anvist i brugermanualen til Abbott m2000rt.

PROCEDURER FOR KVALITETSKONTROL
Optisk kalibrering af Abbott m2000rt

Se

brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.

4J86).
Analysekalibrering

Se

brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.

4J86).

Til DBS-test pa Abbott m2000sp og Abbott m2000rt: Nar en kalibrering
af Abbott RealTime HCV er accepteret og gemt, kan den anvendes i
6 maneder. | denne periode kan alle efterfglgende praver testes uden
yderligere kalibrering, medmindre:



e Der anvendes et Abbott RealTime HCV-amplifikationsreagenssaet
med et nyt lotnummer.

e Der anvendes et Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)
med et nyt lothnummer.

e Der er installeret en ny Abbott RealTime HCV RNA DBS-applikations-
fil.

Inhibitionspavisning

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.

4J86).

Negative og positive kontroller

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.

4J86).

Kontrol af laboratoriet for kontaminering

Se brugsanvisningen til Abbott RealTime HCV-analysen (bestillingsnr.

4J86).

RESULTATER FOR DBS-PR@VER

Det resultat for DBS-pravekoncentration, der afgives efter karsel af

DBS-protokollen pa Abbott m2000rt, repreesenterer koncentrationen af

HCV-virus i plasmaet fra den fuldblodspreve, som DBS-prgven stammer

fra. Abbott m2000rt-instrumentet afgiver automatisk resultaterne pa

Abbott m2000rt-arbejdsstationen. Analyseresultaterne kan afgives i

internationale enheder 1U/ml eller Log IU/ml.

Fortolkning af resultater

Tabel 1. Detektionsgraense (LoD) for Abbott RealTime HCV
til DBS
HCV-RNA (IU/ml)

Antal testet Antal pavist Procent pavist

500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

Probitanalyse af dataene fastslog, at den koncentration af HCV-RNA, der
blev pavist fra terrede blodpletter med 95% sandsynlighed, var 462 1U/ml
(95% CI 381 til 593 IU/ml).

Linezert omrade

Den gvre kvantificeringsgreense (ULQ) for Abbott RealTime HCV-analysen
er 100 millioner 1U/ml, og den nedre kvantificeringsgraense svarer til

LoD (462 IU/ml) for specifikationen for DBS-prgver. Et DBS-panel med

7 praver blev klargjort med HCV Armored RNA, der var fortyndet til
koncentrationer pa mellem 200 millioner IU/ml og 316 IU/ml i HCV-
negativt fuldblod. Resultaterne, der er repreesentative for Abbott RealTime
HCV-analysens linearitet for DBS, er vist i figur 1.

Figur 1. Linearitet i Abbott RealTime HCV-analysen til DBS

Resultat Fortolkning
Not Detected Mal ikke pavist
<2.66 Log IU/mI? Pavist

2.66 til 8.00 Log IU/mlI

>8.00 Log IU/ml >ULQP

2462 |U/ml
b ULQ = gvre kvantificeringsgreense

PROCEDUREBEGRZANSNINGER

e TIL IN VITRO-DIAGNOSTISK BRUG

e For at opné optimal ydeevne med denne analyse kraeves korrekt
pr@vetagning, opbevaring og transport til analysestedet (se
afsnittet PROVETAGNING, OPBEVARING OG TRANSPORT TIL
ANALYSESTEDET i denne brugsanvisning).

e Fuldblodsprgver, der er indsamlet i EDTA-rgr, kan anvendes til at
generere DBS, som testes med Abbott RealTime HCV-analysen til
DBS. Brug af andre antikoagulanser er ikke blevet valideret med
Abbott RealTime HCV-analysen til DBS.

e Brug af Abbott RealTime HCV-analysen til DBS er begraenset
til personale, der er uddannet i procedurerne for klarggring og
forbehandling af DBS, en molekyleerdiagnostisk analyse og Abbott
m?2000-systemet.

e Instrumenterne og analyseprocedurerne reducerer risikoen
for kontaminering med amplifikationsproduktet. Nukleinsyre-
kontaminering fra kalibratorer, positive kontroller eller prgver skal dog
minimeres ved at overholde god laboratorieskik og omhyggeligt fglge
procedurerne i denne brugsanvisning.

e Som ved enhver diagnostisk test skal resultater fra Abbott RealTime
HCV-analysen til DBS fortolkes i sammenhang med andre kliniske
og laboratoriemeessige resultater. En prgve med resultatet "Not
Detected" kan ikke formodes at vaere negativ for HCV-RNA.

e Forkert indsamling, terring, opbevaring og handtering af DBS-kort
kan fare til ungjagtige testresultater.

e Der kan benyttes TFN-kort fra Ahlstrom-Munktell og Whatman 903
DBS-kort. Brug af andre kort er ikke blevet valideret med Abbott
RealTime HCV-analysen.

YDEEVNE FOR DBS-PRGVER

Detektionsgraense (LoD)

LoD for Abbott RealTime HCV-analysen er 462 IU/ml med DBS-
pravetypen. LoD blev bestemt ved at teste DBS-prgver, der var
klargjort med en fortyndingsserie af WHO's internationale standard for
hepatitis C virus-RNA fortyndet i HCV-negativt fuldblod. Hver HCV-
RNA-koncentration blev testet med 4 lot amplifikationsreagenser over
3 dage. Resultaterne, der repraesentative for ydeevnen i forbindelse
med analytisk sensitivitet i Abbott RealTime HCV-analysen til DBS, er
opsummeret i tabel 1.
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9-1y=103x-0,08
r=0999

n =283

RealTime HCV DBS (Log IU/ml)

/] 1 2 3 4 5 6 7
Fastlagt koncentration (Log IU/ml)

o
o

Abbott RealTime HCV-analysen til DBS er linezer i hele omradet af
testede HCV-RNA-koncentrationer (316 til 200 millioner IU/ml, 2,5 til
8,3 Log IU/ml).

Specificitet

Malspecificiteten for Abbott RealTime HCV-analysen til DBS er starre
end eller lig med 99,5%. Specificiteten blev bestemt ved at analysere
119 HCV-seronegative praver med 2 lot amplifikationsreagenser. Den
samlede specificitet var 100% (119/119).

Praecision

Preecisionen blev evalueret ved at teste et DBS-panel med 6 praver,
som var fastlagt til at deekke koncentrationsomradet af HCV-RNA fra
316 1U/ml til 200 millioner IU/ml. Panelprgver med koncentrationer

pa under 5 Log IU/ml (100.000 IU/ml) blev klargjort med en HCV-
positiv klinisk pr@ve, der var fortyndet i HCV-negativt fuldblod, mens
panelprgver med koncentrationer pa over 5 Log IU/ml (100.000 1U/ml)
blev klargjort med HCV Armored RNA, der var fortyndet i HCV-negativt
fuldblod. Hver panelprgve blev testet i 5 replikater én gang om dagen i
5 dage pa 3 par Abbott m2000sp/rt med 3 lot af amplifikationsreagens.
De intraserielle og interserielle standardafvigelser (SD) og standard-
afvigelserne mellem analyser (intraserielle og interserielle) blev fastlagt.
Abbott RealTime HCV-analysen til DBS er udviklet til at opnd en
standardafvigelse (SD) mellem analyser pa mindre end eller lig med
0,25 Log IU/ml HCV-RNA for praver, der indeholder HCV-koncentrationer
pa mellem 10.000 og 100 millioner IU/ml. Resultaterne, der er
repraesentative for praecisionen i Abbott RealTime HCV-analysen til DBS,
er opsummeret i tabel 2.



Tabel 2. Praecision i Abbott RealTime HCV-analyse til DBS

SD for komponenten

Middelk Middelk ion SD for intraseriel SD for interseriel SD mellem Lot til lot/
Panelprave N (1U/ml) (Log 1U/ml) komponent®¢ komponent? analyser®P Interinstrument? Total®®
1 634 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1.435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Standardafvigelser (SD) angives i Log IU/ml.

b Mellem analyser-dataene omfatter de inter- og intraserielle komponenter.

¢ Total omfatter komponenterne Intraseriel, Interseriel og Lot til Lot/Interinstrument.

9 Middelkoncentrationen for panelprave 1 er under LoD. Praecisionsestimaterne er baseret pa de replikater, der er kvantificeret.
¢ Intraseriel SD kaldes ogsa for repeterbarhed. Total SD kaldes ogsa for reproducerbarhed.

Repeterbarhed og reproducerbarhed var henholdsvis 0,26 Log IU/ml og 0,27 Log IU/ml for panelprgve 1 (teet pa LLoQ) og henholdsvis
0,23 Log IU/ml og 0,25 Log IU/ml for panelprgve 2 (teet pa LLoQ). Repeterbarhed og reproducerbarhed var henholdsvis 0,12 Log IU/ml og
0,14 Log IU/ml for panelprgve 5 (teet pa ULoQ) og henholdsvis 0,04 Log IU/ml og 0,07 Log IU/ml for panelpreve 6 (teet pa ULoQ).

Korrelation

Kvantificering af HCV-RNA blev sammenlignet for Abbott RealTime HCV-analysen ved brug af tarrede blodpletter og den CE-maerkede
sammenligningsanalyse, Abbott RealTime HCV, ved brug af humant plasma. Plasma- og DBS-prgver fra i alt 346 forsggspersoner (indsamlet og testet
i Georgien, Cameroun og Graekenland) indgik i analysen. Bade DBS fremstillet af vengst blod og DBS fremstillet af kapillzerblod (fingerprik) blev testet
med Abbott RealTime HCV-analysen til DBS. De kvantitative resultater fra de prgver, der havde veerdier inden for analysernes dynamiske omrader,
blev analyseret med mindste kvadraters-regressionsmetode og Bland-Altman-biasmetoden (kapillzert DBS vs. plasma N=346, vengst DBS vs. plasma
N=346 og kapillzert DBS vs. vengst DBS N=345). For korrelationen mellem kapillzert DBS og plasma var korrelationskoefficienten 0,843, haeldningen
var 0,91 (95% CI 0,85 til 0,97), og skeeringen var 0,48 Log IU/ml (95% CI 0,12 til 0,84) (figur 2). For korrelationen mellem vengst DBS og plasma

var korrelationskoefficienten 0,840, haldningen var 0,94 (95% CI 0,88 til 1,00), og skaeringen var 0,31 Log IU/ml (95% CI -0,07 til 0,69) (figur 3).

For korrelationen mellem kapillzert DBS og vengst DBS var korrelationskoefficienten 0,943, haeldningen var 0,91 (95% CI 0,87 til 0,94), og skaeringen
var 0,53 Log IU/ml (95% CI 0,33 til 0,72) (figur 4). Derudover vises Bland-Altman-plot for de samme sammenligninger i figur 5, figur 6 og figur 7.
Forskellen i middelbias mellem kapillzert DBS og plasma var -0,05 Log IU/ml. Forskellen i middelbias mellem vengst DBS og plasma var -0,04

Log IU/ml. Forskellen i middelbias mellem kapilleert DBS og vengst DBS var -0,02 Log IU/ml.

Den forventede bias mellem kapillzert DBS og plasma blev evalueret ved de fastlagte niveauer for LLoQ og ULoQ. Derudover blev den forventede bias
mellem vengst DBS og plasma evalueret ved de fastlagte niveauer for LLoQ og ULoQ. Se tabel 3 for en oversigt over den forventede bias.

Tabel 3. Forventet bias mellem DBS (kapilleert eller vengst) og plasma ved LLoQ og ULoQ

Fastlagt niveau for virusmaengde Forventet bias
Sammenligning Niveau (Log IU/ml) (Log 1U/ml)
Kapillzert DBS vs. plasma LLoQ 2,66 0,24
uLoQ 8,00 -0,26
Vengst DBS vs. plasma LLoQ 2,66 0,15
uLoQ 8,00 -0,17
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Figur 2.

Kapilleert DBS og plasma
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Figur 5.

Kapilleert DBS vs. plasma
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Figur 3.

Vengst DBS og plasma
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Vengst DBS vs. plasma
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Kapillzert DBS og vengst DBS

Figur 7.

Kapillzert DBS vs. vengst DBS
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APPENDIKS 1. OVERSIGT OVER FUNKTIONEN TIL FORLANGET ANVENDELSE AF ABBOTT REALTIME HCV-
AMPLIFIKATIONSREAGENSET

Funktionen til forlzenget anvendelse af amplifikationsreagenset ger det muligt at anvende en amplifikationsreagenspakke og en intern kontrol (IC) 2
gange i alt. Amplifikationsreagenspakker, der endnu ikke er blevet anvendt til at klarggre masterblandingen, kaldes nye amplifikationsreagenspakker.
De amplifikationsreagenspakker, der er blevet anvendt én gang og indeholder klargjort masterblanding, kaldes delvise amplifikationsreagenspakker. Se
instruktionerne i denne manual for yderligere oplysninger.

Opbevaringsbetingelser (amplifikationsreagenspakke og haetteglas med intern kontrol)

Pakketype Opbevaringstemperatur Opbevaringstid
Nye pakker -10 °C eller koldere Indtil datoen pa etiketten
Ny IC -10 °C eller koldere Indtil datoen pa etiketten

Delvise pakker -10 °C eller koldere (beskyttet mod lys) Op til 14 dage efter brug ferste gang
Delvis IC -10 °C eller koldere Op til 14 dage efter brug ferste gang

e Hvis UNG anvendes til kontamineringskontrolproceduren, henvises der til analyseprotokollens trin 25 og 32 for specifikke instruktioner.

Veelg, hvilke nye og/eller delvise .
Nye pakker pakker, der kreaeves til karslen. Delvise pakker

40°C Tag ny(e) pakke(r) ud af
fryseren (<-10 °C).
Opto ved 2 °C til 8 °C

eller 15 *C til 30 °C.

Y

8°C Efter optgning opbevares
pakkerne ved 2 °C til 8 °C
2°C

i < 24 timer for brug.

Y

Tag de delvise pakker

ud af fryseren (<-10 °C). -10°¢
Kontrollér, at master-

Udfer prgveudtagning.
blanding er optget for

1
1
brug.
' ¢ .
@ Isaet pakkerne: Sgrg !
for, at de sidder :

korrekt; delvise til

< 60 minutter venstre.

< 25 minutter

Tag haetterne af.

A

i

1

1

: Iseet masterblandingsrer,
Start Abbott ! hvis mere end 1 pakke.
m2000rt. .

v v

<€ - - -~

CEEE Start masterblandingsprotokollen.
. Afslut masterblandingsprotokollen. !
: '
1 1
.
- Forsegl PCR.
< 50 minutter A4 < 50 minutter
! Sazet haetter pa 1
: _delvise pakker v !
: igen fﬁﬁa_f"’s‘e Overfer PCR ti :
1 + Abbott m2000rt. 1
1 # 1
-toc Opbevar delvise pakker !
/H[ --> oprejst ved <-10 °C og Start Abbott - -~ -
beskyttet mod lys. m2000rt-protokol. v

Bortskaf tomme
pakker og delvise
pakker efter
genbrug.

* Amplifikationsreagenspakker med mulighed for forleenget anvendelse skal have et 6-cifret serienummer angivet oven over stregkoden.

e Delvise amplifikationsreagenspakker ma kun genanvendes pa det instrument, hvor de blev brugt ferste gang. Hvis de anvendes pa et andet
instrument, vil der opsta en procesfejl, hvilket kan forsinke karslen.

e Delvise og nye amplifikationsreagenspakker kan anvendes sammen. Alle amplifikationsreagenspakker, der anvendes til en kgrsel pa instrumentet,
skal have det samme lotnummer.
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Doplnék k zaschlé kapce krve
(DBS - Dried Blood Spot)
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51-608440/R3
POZNAMKA: Zmény zvyraznény

Pouzivané symboly

GTIN Globalni &islo obchodni polozky

Katalogové cCislo

Diagnostické zdravotnické prostfedky in vitro

Maximalni povolena doba

Horni teplotni limit

Teplotni limit

Zplnomocnény zastupce v zemich
Evropského spolecenstvi/Evropské unie

Vyrobce

L~ GhYg

ZAKAZNICKY SERVIS:
KONTAKTUJTE ZASTUPCE SPOLECNOSTI ABBOTT.

Pfed pouzitim si pozorné proctéte tento pfibalovy letak. Postupujte
pfesné podle pokyn(, které jsou v ném uvedeny. Pfi nedodrzeni pokynd
v tomto pfibalovém letdku nelze zaruéit spolehlivost vysledk metody.

Tento pfibalovy letak (IFU) dopliiuje informace uvedené v ptibalovém
letdku metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢&. 4J86), konkrétné pro
typ vzorku zaschlé kapky krve (DBS).

UPOZORNENi PRO UZIVATELE

Vyskytne-li se v souvislosti s timto prostfedkem zavazny incident, je nutné
jej nahlasit vyrobci a pfislusnému organu ¢lenského statu, v némz ma sidlo
uzivatel a/nebo pacient. Chcete-li podat vyrobci zpravu, kontaktni informace
naleznete v oddilu o zakaznické podpore nebo technické podpore v tomto
navodu.

NAZEV

Abbott RealTime HCV

URCENO K POUZITi PRO DBS

Metoda Abbott RealTime HCV je in vitro polymerazova fetézova reakce
s reverzni transkripci (RT-PCR - Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction) ke kvantitativnimu stanoveni RNA viru hepatitidy C (HCV
RNA) v pIné krvi nanesené na karty jako zaschlé kapky krve (DBS)

(tj. ziskané venepunkci nebo z kapilarni krve) od jedincu infikovanych
HCV. Metoda Abbott RealTime HCV je uréena jako pomocny test pfi
|é¢bé pacientl infikovanych HCV podstupujicich antivirovou terapii.
Metoda Abbott RealTime HCV neni uréena ke screeningu darcl krve,
plazmy, séra nebo tkani na HCV, ani jako diagnosticky test pro potvrzeni
pfitomnosti infekce HCV.

UZIVATEL

Cilovi uzivatelé metody Abbott RealTime HCV jsou laboratorni
profesionalové.

SHRNUTI A VYSVETLENI PRINCIPU TESTU

Virus hepatitidy C (HCV) je jednou z hlavnich pfi¢in onemocnéni

jater. Odhaduje se, ze hepatitidou C je chronicky infikovano pfiblizné

1,1 % populace' a na jaterni onemocnéni souvisejici s hepatitidou C
kazdoro&né zemie piblizné 700 000 lidi.2 HCV je pozitivni-Fetézcovy
RNA virus a pfenasi se primarné intravenéznim uzivanim drog a krevnimi
produkty. PFiblizné u 55 az 85 % jedincu infikovanych HCV se rozvine
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chronicka hepatitida, u 30 % chronicky infikovanych jedincl se vyvine
cirhéza.! U pacientd s cirhdzou je incidence hepatocelularniho
karcinomu 2 az 4 % za rok.!

Ukazalo se, ze kvantitativni méfeni hladiny HCV RNA v periferni

krvi je zékladnim parametrem pti riiznych anti-HCV terapiich.813

S prichodem pfimo pusobicich antivirovych reziml se 1é¢ba infekce
HCV dramaticky zdokonalila. Cilem 1é¢by anti-HCV je dosahnout trvalé
virologické odpovédi (SVR), ktera je prezentovana jako trvala absence
detekovatelné HCV RNA.2-5 MéFeni virové naloze HCV bylo pouzito

k individualizaci trvani |éCby a |éEby fizené odpovédi nebo k uréeni

a predikci trvalé nebo netrvalé virologické odpovédi na antivirovou
terapii.2-5

Vétsina celosvétové zatéze HCV je v zemich s nizkymi a stfednimi
pFijmy (LMIC)." Identifikace pacientd s aktivni infekci HCV je v téchto
oblastech s omezenymi zdroji velmi limitovana. Jako alternativu

séra nebo plazmy Ize pro vySetfeni na HCV RNA pouzit plnou krev
odebranou jako zaschlou kapku krve (DBS). DBS predstavuje schiidnou
moznost, kterd eliminuje mnoho logistickych a technickych omezeni
spojenych s odbérem, zpracovanim, skladovanim a pfepravou séra nebo
plazmy. Pokyny Svétové zdravotnické organizace (WHO) pro testovani
hepatitidy C zahrnuji doporu€eni pouzit DBS pfi virologickych testech na
HCV v oblastech s omezenymi zdroji.™

Metoda Abbott RealTime HCV pro DBS vyuziva pro kvantifikaci HCV
RNA v DBS technologii polymerazové fetézové reakce s reverzni
transkripci (RT-PCR) v kombinaci s homogenni real-time fluorescenéni
detekci. Vybér konzervované oblasti genomu HCV umoziuje

detekci genotypl 1 az 6. Tato metoda je standardizovana vzhledem

k mezinarodnimu standardu WHO pro RNA viru hepatitidy C (2" WHO
International Standard for Hepatitis C Virus RNA, [NIBSC kéd 96/798])'®
a vysledky jsou vydavany v mezinarodnich jednotkach/mil

(IU/ml) nebo v jeho logaritmickém ekvivalentu 10.

BIOLOGICKE PRINCIPY VYSETROVACIHO POSTUPU
Metoda Abbott RealTime HCV pro DBS vyzaduje 3 sady reagencii:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Metoda Abbott RealTime HCV pro DBS vyuziva ke generovani produktu
amplifikace z RNA genomu HCV v lidskych vzorcich DBS techniku
RT-PCR.

Kroky metody Abbott RealTime HCV pro DBS sestavaji z predanalytické
pfipravy DBS, pfipravy vzorku, sestaveni RT-PCR, amplifikace, detekce
a vydavani vysledkd. Pfed viozenim vzorku do systému Abbott m2000sp
se provadi pfedanalyticka ptiprava DBS pomoci sady Abbott mSample
Preparation System DBS Buffer Kit. Po provedeni pfedanalytické pFipravy
DBS se vSechny nasledujici kroky provedou na systémech Abbott
m2000sp a Abbott m2000rt automaticky.

Dal$i podrobnosti o pfipravé vzorku, sestaveni RT-PCR, amplifikaci

a detekci jsou uvedeny v pfibalovém letdku metody Abbott RealTime HCV
(katalogové ¢. 4J86).

PRODLOUZENE POUZITi REAGENCIi PRO AMPLIFIKACI

Volitelna funkce prodlouzeného pouziti reagencii pro amplifikaci
umoziuje pouzit reagencni soupravy pro amplifikaci a IC celkem 2x.
Reagenc¢ni soupravy pro amplifikaci obsahujici pfipraveny master mix Ize
skladovat pfi =10 °C nebo niz$i, uzaviené vicky a chranéné pred svétlem
po dobu az 14 dni pro druhé pouziti. Interni kontrolu (IC - Internal
Control) Ize pouzit podruhé béhem 14 dni, pokud je lahvi¢ka uzaviena
vickem a skladovana pfi —10 °C nebo nizsi. Druhé pouziti by nemélo
prekrocit datum expirace reagencie.



Prehled této moznosti je uveden v Pfiloze 1 tohoto pFibalového letaku.
V tomto pribalovém letaku jsou reagenéni soupravy pro amplifikaci a IC,
které dosud nebyly pouzity, oznaceny jako nové reagenéni soupravy
pro amplifikaci a IC (tj. pro prvni pouziti). Reagencni soupravy pro
amplifikaci, které byly jednou pouzity a obsahuji pfipraveny master mix,
jsou oznacgeny jako ¢astecné spotfebované reagenéni soupravy pro
amplifikaci. Lahvicky s IC, které byly pouzity jednou, budou ozna&ovany
jako ¢astecné spotfebované lahvicky s IC.

PREVENCE KONTAMINACE NUKLEOVE KYSELINY
Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢. 4J86).

REAGENCIE

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové €. 4J86).
VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

Pro diagnostické ucely in vitro

Metoda Abbott RealTime HCV pro DBS neni uréena ke screeningu darcl

krve, plazmy, séra nebo tkani na HCV, ani jako diagnosticky test pro
potvrzeni pfitomnosti infekce HCV.

BEZPECNOSTNI OPATRENI
Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢. 4J86).
Metodu Abbott RealTime HCV pro DBS Ize pouzit pouze na pFistrojich
Abbott m2000sp a Abbott m2000rt.

SPECIALNi BEZPECNOSTNIi OPATRENI

Bezpecnostni opatieni pfi manipulaci se vzorky DBS

Metoda Abbott RealTime HCV pro DBS je uréena pouze pro pouziti se

vzorky pIné krve nebovDBS, které by!y 9deb[ény a skladovany EJodIe

quynﬁ v oddilu ODBER, SKLADOVANI A PREPRAVA VZORKU NA

MISTO TESTU.

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢. 4J86).

Bezpecénostni opatfeni pfi manipulaci specificka pro DBS:

e Zajistéte, aby karty DBS byly pfed uloZzenim do sacku s desikanty
zcela vysu$eny. Nespravné nanesené kapky, suSeni, skladovani
a manipulace s DBS mohou vést k nespravnym vysledkim testu.

e Aby pfi odbéru kapky z perforované karty DBS nedoslo ke
kontaminaci v dlisledku pfenosu, pouzijte pro kazdy vzorek DBS
novou pipetovaci $picku. Pokud se pouziva neperforovana karta
DBS, zajistéte, aby nastroj pouzity k vyjmuti kapky byl pfed a po
kontaktu se vzorkem DBS dekontaminovan.

Pracovni oblasti

PFi pouziti Abbott m2000sp a Abbott m2000rt jsou doporuc¢eny

pouze dvé vyhrazené oblasti, oblast pro pfipravu vzorkl a oblast pro

amplifikaci.

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové €. 4J86).

Kontaminace aerosolem

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové €. 4J86).

Kontaminace a inhibice

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové €. 4J86).

Kontaminace z externiho produktu amplifikace obsahujiciho dU
Laboratore, ve kterych se pouzivaji nebo pouzivaly metody amplifikace

HCV zahrnujici zpracovani produktu amplifikace po PCR, mohou byt
kontaminovany produktem amplifikace obsahujicim dU. Takova kontaminace
muze zpUsobit nespravné vysledky vysetfeni metodou Abbott RealTime HCV
pro DBS. Viz oddil Monitorovani laboratore na pfitomnost kontaminace

v pfibalovém letdku metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢. 4J86).
Jestlize je dekontaminace laboratofe neuspésna a negativni kontroly jsou
trvale reaktivni nebo pokud je pravdépodobna kontaminace produktem
amplifikace HCV obsahujicim dU, doporucuje se, aby laboratofe pouzivaly
postup kontroly kontaminace pomoci uracil-N-glykosyldzy (UNG).

PODMINKY SKLADOVANi
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (katalogové ¢. 4J86-90)
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Nepouzivand baleni nové a ¢astecné spotrebované
reagenéni soupravy pro amplifikaci Abbott RealTime
HCV Amplification Reagent Pack a lahvi€ky s interni
kontrolou (IC) skladujte pfi —10 °C nebo nizsi.
Zamezte pfimému kontaktu pouzivané reagenéni
soupravy pro amplifikaci Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Pack se vzorky, kalibratory

a kontrolami.

e Po prvnim pouziti skladujte ¢astecné spotrebované
reagenéni soupravy pro amplifikaci a IC pfi —10 °C
nebo nizsi, uzaviené vicky, ve svislé poloze

a chranéné pred svétlem.

Takto skladované ¢astecné spotrebované reagencni
soupravy pro amplifikaci s pfipravenym master
mixem lze pouzit podruhé do 14 dni od prvniho
pouziti. IC Ize také pouzit podruhé béhem 14 dni od
rozmrazeni, pokud je skladovana pfi =10 “C nebo
niz8i, uzavfend vickem. Po druhém pouziti ¢astec¢né
spotfebované reagenéni soupravy pro amplifikaci

a IC zlikvidujte. Druhé pouziti by nemélo pfekrogit
datum expirace reagencie.

/H/-wc .

Abbott RealTime HCV Control Kit (katalogové ¢. 4J86-80)

/ﬂ/d 0°C o

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (katalogové ¢. 4J86-70)

/H/-1 0°C .

PREPRAVNi PODMINKY

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové &. 4J86).
ZNAMKY NESTABILITY NEBO ZHORSENIi KVALITY
REAGENCIi

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢. 4J86).

ZPUSOB PRACE S PRISTROJEM

Pfed zahajenim vysetieni musi byt do pfistroju Abbott m2000sp a Abbott
m2000rt nainstalovan aplika¢ni soubor Abbott RealTime HCV for DBS

z Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (katalogové €. 01L69-040 nebo vy3si). Podrobné informace

o instalaci aplikaéniho souboru jsou uvedeny v uzivatelskych pfiruckach
pristroji Abbott m2000sp a Abbott m2000rt, kapitola Provozni pokyny.

ODBER, SKLADOVANI A PREPRAVA VZORKU NA
MiSTO TESTU

Odbér a skladovani vzorkt

e K pfipravé DBS pouzijte plnou krev odebranou do EDTA nebo
pichnutim do prstu. PInou krev odebranou do EDTA je tfeba béhem
skladovani a prepravy udrzovat pfi kontrolovanych teplotnich
podminkéch (2 °C az 8 °C po dobu az 48 hodin nebo pfi teploté
okoli nepfesahujici 30 °C po dobu az 24 hodin).

® Plnou krev odebranou do EDTA ve zkumavce je nutno pfed aplikaci
na karty dikladné promichat opatrnym prevracenim zkumavky. Pfi
aplikaci krve vytvofte na papirovych kartach Ahlstrom-Munktell TFN
nebo Whatman 903 kapky o velikosti 12 milimetr( a ujistéte se, ze
jste pokryli cely kruh. Pro zajisténi plného pokryti se doporucuje
pouzit nejméné 70 pl krve (pfiblizné 3 az 5 kapek krve) na kazdy
kruh.

e Kartu nechte susit na vzduchu pfi teploté okoli minimalné 3 hodiny.
Kazdou kartu viozte do uzaviratelného sacku se sacky s desikantem
(alespori 2 az 3 sacky s desikantem).

e Karty s DBS vzorky Ize pfed zpracovanim metody skladovat za
podminek uvedenych v tabulce nize.

Negativni a pozitivni kontroly Abbott RealTime HCV
Negative and Positive Controls skladujte pfi —10 °C
nebo nizsi.

Kalibrator A a kalibrator B Abbott RealTime HCV
skladujte pfi =10 °C nebo nizsi.

Skladovani karet s DBS vzorky

Stav Maximalni doba skladovani
2 °C az 30 °C pri pfirozené vlhkosti 18 tydnu
<37 °C pri pfirozené vlhkosti 12 tydnl
<45 °C pfi ptirozené vihkosti 8 tydnu
<38 °C pfi vysoké vlhkosti (< 85 %) 4 tydny
-25 °C az -15 °C pfi pfirozené vlhkosti 18 tydnu
-70 °C nebo nizsi pfi pfirozené vihkosti 18 tydnu




Pieprava vzorku

Vzorky pfepravujte v souladu s doporu¢enou teplotou a dobou
skladovani uvedenou vyse v oddilu Odbér a skladovani vzorku. Pro
vnitrostatni a mezinarodni zasilky musi byt vzorky zabaleny a oznaceny

v souladu s pFislusnymi pfedpisy pro prepravu klinickych, diagnostickych

nebo biologickych vzorku.
PROVEDENi METODY ABBOTT REALTIME HCV PRO DBS

Pozadované materialy, které nejsou soucéasti dodavky

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (katalogové €.
4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (katalogové ¢. 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (katalogové ¢. 4J86-80)

Pro oblast pro pripravu vzorkl pro pristroj Abbott m2000sp

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (katalogové €.
09N02-001)

e P¥istroj Abbott m2000sp (katalogové ¢. 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 ptiprav) (katalogové €.

04J70-24)

e Kalibrované presné pipety k davkovani objemu 20 az 1 000 pl (pfi
pouziti UNG mohou byt pozadovany kalibrované presné pipety
k davkovani objemu < 20 pl).

e Pipetovaci $picky s ochrannou bariérou proti aerosolim pro 20 az
1 000 pl pipety (pfi pouziti UNG mohou byt pozadovany pipetovaci
$piCky s ochrannou bariérou proti aerosolim k davkovani objemu
<20 pl.)

e Vortex

e Zkumavka na master mix (katalogové ¢. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (katalogové ¢. 04J71-30)

e 5 ml reakéni nadobky (katalogové €. 04J71-20)

e 200 ml nadobky na reagencie (katalogové ¢. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (katalogové &. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (katalogové €. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (katalogové ¢. 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (katalogové ¢. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (katalogové €. 01L69-040 nebo vy3si)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (katalogové ¢. 09N03-001)

e 15 mm vicka na 1,4 ml mikrozkumavky (katalogové ¢. 03N20-01)
volitelné

e Uracil N-glykosyldza (UNG)? (katalogové ¢. 6L87-02)

aV pripadé potfeby, dle oddilu Kontaminace z externiho produktu

amplifikace obsahujiciho dU v tomto pfibalovém letaku.

Pro pristroj Abbott m2000rt pro oblast pro amplifikaci

e P¥istroj Abbott m2000rt (katalogové ¢. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (katalogové ¢. 01L69-040 nebo vyssi)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (katalogové €. 04J71-93)

DalSi materialy

e Lamindrni box schvéleny pro praci s infekénimi materidly

e Uzaviratelny sacek pro kartu DBS

e Sada s desikantem pro kartu DBS

e Papirova karta Ahlstrom-Munktell TFN a/nebo Whatman 903

e Uzaviratelny plastovy sacek pro likvidaci reakéni desticky
s 96 jamkami

e Voda bez RNz (Eppendorf nebo ekvivalentni)?

e 1,7 ml centrifugaéni mikrozkumavky pro molekularni biologii
(Dot Scientific, Inc. nebo ekvivalentni)®

e Tyginky s vatovym tampénem (Puritan nebo ekvivalentni)®

bPoznamka: Tyto 3 polozky se pouzivaji v postupu pro monitorovani

laboratofe na pfitomnost kontaminace. Viz oddil POSTUPY

KONTROLY KVALITY v pribalovém letaku metody Abbott RealTime

HCV (katalogové ¢. 4J86).

Bezpecnostni opatieni pfi provadéni metody

e Pred zpracovanim vzork( si pozorné prectéte pokyny v tomto
pfibalovém letaku.

e Reagencie pro amplifikaci a interni kontrola mohou byt pouzity az
2x, jak je popsano v tomto pfibalovém letaku. Kalibratory Abbott
RealTime HCV Calibrators, lahvi¢ky s negativni kontrolou, s nizkou

pozitivni kontrolou a s vysokou pozitivni kontrolou jsou uréeny pouze

na jednorazové pouziti a poté se musi zlikvidovat.

e P¥i pipetovani vzorkd nebo IC pouzivejte pipetovaci $picky
s ochrannou bariérou proti aerosolim nebo jednoradzové pipety
pouze jednou. P¥i pipetovani dbejte, aby se télo (valec) pipety
nedotklo vnittku zkumavky nebo nadobky se vzorkem, aby nedoslo ke
kontaminaci. Doporu€uje se pouzivat prodlouzené pipetovaci SpiCky
s ochrannou bariérou proti aerosoltm.

e Postupy monitorovani na pfitomnost produktu amplifikace jsou
uvedeny v oddilu POSTUPY KONTROLY KVALITY.

* Pro snizeni rizika kontaminace nukleové kyseliny vycistéte rozlité
vzorky a misto vydesinfikujte tuberkulocidnim desinfekénim
prostfedkem, napf. 1,0% chlornanem sodnym nebo jinym vhodnym
desinfekénim prostfedkem.

e Kalibratory a kontroly Abbott RealTime HCV se musi pfipravovat
spolu s testovanymi vzorky. Pouziti kontrol a kalibratord Abbott
RealTime HCV je integralni soucasti funkénosti metody Abbott
RealTime HCV. Viz oddil POSTUPY KONTROLY KVALITY.

e Protokol pfidavani master mixu na pfistroji Abbott m2000sp se musi
spustit do 1 hodiny od dokon&eni pfipravy vzorku.

e P¥i ukonceni protokolu pfidavani master mixu na pristroji Abbott
m2000sp zlikvidujte reagencie pro amplifikaci, které byly pouzity
podruhé. Nevyuzitou €ast novych reagenénich souprav pouzitych
poprvé Ize uskladnit pro pozdéjsi pouziti podle pokynl v tomto
navodu.

e Protokol Abbott m2000rt se musi spustit do 50 minut od spusténi
protokolu pfidavani master mixu. Jestlize neni série vySetfeni na
pristroji Abbott m2000rt zahdjena do 50 minut nebo je pferusena &i
ukonc&ena, vlozte optickou reakéni desticku Abbott s 96 jamkami do
uzaviratelného plastového sacku a spolu s ochrannymi rukavicemi
pouzitymi k manipulaci s destickou ji zlikvidujte podle pokyn
uvedenych v UzZivatelské pfiruéce pfistroje Abbott m2000rt.
DULEZITE UPOZORNENI: Reagencie pro amplifikaci, které budou
pouzity podruhé, musi byt uskladnény pfi —10 °C nebo nizsi do
50 minut od zahajeni protokolu pfidavani master mixu.

PROTOKOL METODY: VZORKY DBS ZA POUZITI
PRISTROJU ABBOTT m2000sp A ABBOTT m2000rt
Podrobny popis zpracovani na pfistroji Abbott m2000sp a Abbott m2000rt
je uveden v uZzivatelskych priruckach pristroju Abbott m2000sp a Abbott
m2000rt, kapitola Provozni pokyny. Protokol DBS vyzaduje software Abbott
m2000sp verze 6.0 nebo vysSi. Postupujte podle uZivatelské pFirucky
Abbott m2000sp (katalogové ¢. 09K20 verze 6 nebo vyssi).

Béhem jedné série vySetteni Ize zpracovat celkem 96 vzorkd. Do kazdé

série vySetfeni jsou zafazeny negativni kontrola, nizka pozitivni kontrola

a vysoka pozitivni kontrola Abbott RealTime HCV, takze béhem jedné

série Ize zpracovat maximalné 93 DBS vzorku na sérii, pokud nejsou

zahrnuty kalibratory. Kalibratory a kontroly zpracovavejte pfimo jako
kapalné vzorky; kroky 1 aZ 5 jsou pouze pro DBS. Nezpracovavejte

vzorky plazmy nebo séra v zadné sérii, kde se pouziva protokol DBS. Pro

jednotlivé vzorky DBS by se méla v ramci celého zpracovani vzorku pouzit
jedna zkumavka na master mix Abbott Master Mix Tube. Zajistéte, aby
vzorky DBS byly béhem zpracovani oznaéeny Stitkem.

1. Naplrte zkumavku Abbott Master Mix Tube 1,3 ml pufru mDBS ze
sady Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit (katalogové
€. 09N02-001).

POZNAMKA: V tomto kroku nepouzivejte pufr mLysis Buffer ani
zadné jiné reagencie.

2. Podrzte perforovanou papirovou kartu DBS nad zkumavkou na
mastex mix Abbott Master Mix Tube.

3. Vytlacte kruh DBS z karty pomoci Cisté pipetovaci Spicky, 1 kruh
DBS na jednu zkumavku na master mix Abbott Master Mix Tube.
Kazdy DBS by mél mit pramér pfiblizné 12 mm.

POZNAMKA: PRO KAZDY VZOREK DBS POUZIJTE NOVOU
PIPETOVACI SPICKU, ABY SE PREDESLO VZAJEMNE
KONTAMINACI.

Alternativné z neperforovaného papiru DBS vyfiznéte 1 cely DBS
(o prdmeéru pfiblizné 12 mm) pro kazdy vzorek a pfeneste jej do
zkumavky na master mix Abbott Master Mix Tube.

POZNAMKA: Vyhnéte se pfimému kontaktu fezného povrchu se
vzorky DBS. Dekontaminujte nastroj pouzity k vyfiznuti DBS mezi
vzorky, je-li to nutné, v souladu s pravidly spravné laboratorni
praxe.

4. Poklepanim na zkumavku nebo zatla¢enim DBS do pufru pomoci
pipetovaci Spiky zajistéte, aby byl kruh DBS zcela ponofen v pufru
mDBS Buffer.



POZNAMKA: Pokud k zatlaéeni DBS do pufru pouzivate
pipetovaci Spicku, zajistéte, aby nedoslo ke ztraté objemu pufru
DBS z diivodu zachyceni kapaliny na $picce a/nebo absorpci
pufru filtrem Spicky.

Manualné protfepejte nebo zakruzte zkumavkami se vzorky. Vzorky
nemichejte na vortexu. Inkubujte po dobu 30 minut (+ 2 minuty) pfi
teploté okoli.

Mezitim nechte rozmrazit kontroly metody a IC pfi 15 °C az 30 °C
nebo pfi 2 °C az 8 °C. Kalibratory nechte rozmrazit pfi 15 °C az 30 °C
nebo pfi 2 °C az 8 °C pouze v pfipadé, ze provadite kalibraci.
POZNAMKA: Po rozmrazeni Ize kontroly metody, IC a kalibratory
pfed pouzitim skladovat pfi 2 °C az 8 °C az 24 hodin.

Pfed pouzitim kazdy kalibrator metody a kazdou kontrolu metody
promichejte 3x na vortexu po dobu 2 az 3 sekund. Po promichani
obsahu lahvi€ek na vortexu poklepejte kazdou lahvickou o desku
stolu, aby se kapalina dostala na jeji dno. Zajistéte, aby se nevytvarely
bubliny nebo péna; pokud jsou pfitomny, odstrarite je pomoci sterilni
pipetovaci 8picky a pro kazdou lahviéku pouzijte novou Spicku.
Reagencie pro amplifikaci nechte rozmrazit pfi 15 °C az 30 °C

nebo pfi 2 °C az 8 °C a skladujte je pfi 2 °C az 8 °C, dokud nejsou
zapottebi pro amplifikaci master mixu.

Zvolte, zda pro sérii vySetfeni pouzijete nové a/nebo castecné
spotfebované reagenc¢ni soupravy pro amplifikaci. Pokyny tykajici
se spravy zasob reagencnich souprav pro amplifikaci jsou uvedeny
v Uzivatelské pfiru€ce pfistroje Abbott m2000sp (katalogové €.
09K20 verze 6 nebo vyssi), kapitola Provozni pokyny. Reagenéni
soupravy pro amplifikaci musi mit stejné Cislo Sarze.

Nové reagencie pro amplifikaci nechte rozmrazit pfi 15 °C az 30 °C
nebo pfi 2 °C az 8 °C a skladujte je pfi 2 °C az 8 °C, dokud nejsou
zapottebi pro amplifikaci master mixu.

POZNAMKA: Jestlize nejsou nové reagencie pro amplifikaci
pouzity ihned po rozmrazeni, Ize je skladovat pfi 2 °C az 8 °C

az 24 hodin. Casteéné spotiebované reagenéni soupravy pro
amplifikaci, které budou pouzity podruhé, NESKLADUJTE pred
pouzitim pfi 2 °C az 8 °C. Skladuijte je pfi —10 °C nebo nizsi, dokud
je nebudete potfebovat pro pridavani master mixu. Jakmile je
vyjmete z mraziciho zafizeni, celkova doba vystaveni pokojové
teploté nesmi presahnout 25 minut, véetné doby, kdy jsou
soupravy vyjmuty z mista uskladnéni, ale nejsou jeste pouzivany.
Po uplynuti 25 minut ¢astecné spotfebované reagencni soupravy
pro amplifikaci zlikvidujte.

V nasledujici tabulce je uveden pocet potfebnych lahvicek reagencii pro
pfipravu vzorkl a lahviCek s interni kontrolou podle poctu reakci.

Pozadavky tykajici se reagencii pro pfipravu vzorki a interni kontroly

Reagencie 1az24reakei 25 az 48 reakci 49 aZ 72 reakci 73 az 96 reakei
mMicroparticles 1 lahvicka 2 lahvicky 2 lahvicky 2 lahvicky
mLysis 1 lahvicka 2 lahvicky 3 lahvicky 4 lahvicky
mWash 1 1 lahvicka 2 lahvicky 3 lahvicky 4 lahvicky
mWash 2 1 lahvicka 2 lahvicky 3 lahvicky 4 lahvicky
meElution Buffer 1 lahvicka 2 lahvicky 3 lahvicky 4 lahvicky

Interni kontrola?

1 nova lahvicka 1 nova lahvicka 2 nové lahvicky 2 nové lahvicky
nebo 1 ¢asteéné nebo 2 ¢astecné nebo 3 Easteéné nebo 4 éastecné
spotfebovana  spotiebované  spotiebované  spotiebované
lahvicka lahvicky lahvicky lahvicky

@ Nové a Easte¢né spotfebované lahvicky s interni kontrolou Ize pouZit spolegné.

10.

11.

12.

13.

Lahvi¢ky soupravy s reagenciemi systému pro pipravu vzork( Abbott
mSample Preparation opatrné prevratte, abyste zajistili homogenitu
roztoku. Pokud se pfi otevieni v nékteré lahvicce s reagenciemi
vyskytuji krystaly, nechte reagencie temperovat pfi pokojové teploté,
dokud krystaly nezmizi. Reagencie nepouzivejte, dokud se krystaly
nerozpusti.

Pfed pouzitim lahvi€ky s IC promichejte 3x na vortexu po dobu 2 az
3 sekund.

Pomoci kalibrované presné pipety VYHRAZENE POUZE PRO
INTERNi KONTROLU pridejte 500 pl IC do kazdé lahvicky s pufrem
mLysis Buffer. Nadobku 5 az 10x promichejte opatrnym pfevracenim,
aby se minimalizovala tvorba pény. Castené spotfebované lahviky
s IC Ize znovu uzaviit vi€ky a uskladnit pfi —10 °C nebo nizsi pro
druhé pouziti.

Nizkou a vysokou pozitivni kontrolu, negativni kontrolu a kalibratory
podle potfeby vlozZte do stojanku na vzorky pfistroje Abbott m2000sp.
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14.

15.

1

17.

18.

19.

20.

21.

=

22.

23.

o

Po dokonc&eni inkubace manualné protfepejte nebo zakruzte
zkumavkami se vzorky DBS a poté je vlozte do stojanku na vzorky
pristroje Abbott m2000sp.

POZNAMKA: Ujistéte se, e stojanky na vzorky pfistroje Abbott
m2000sp byly kalibrovany specialné pro postup Abbott RealTime
HCV pro DBS.

Peclivé naplite stojanky na vzorky, aby nedoSlo k rozstfiku. Pfi
pouziti musi byt ¢arové koédy na Stitcich zkumavek pro skenovani
natoCeny vpravo. Ujistéte se, ze je kazda zkumavka bezpecné
umisténa ve stojanku na vzorky tak, aby spodni ¢ast zkumavky byla
usazena na dné stojanku.

Do pristroje Abbott m2000sp vlozte naplnéné stojanky na vzorky

na po sobé jdouci pozice, pfi€emz prvni stojanek je na pracovni
desce Uplné vpravo a dalSi stojanky se pfidavaji postupné nalevo od
prvniho stojanku.

5 ml reakéni nadobky viozte do 1 ml nosi¢e subsystému Abbott
m2000sp.

Reagencie systému pro pfipravu vzork( Abbott mSample Preparation
System a desticku Abbott s 96 hlubokymi jamkami vlozte na
pracovni desku pfistroje Abbott m2000sp podle pokynl uvedenych

v Uzivatelské pfiru€ce pfistroje Abbott m2000sp, kapitola Provozni
pokyny.

Na obrazovce Protocol (Protokol) vyberte aplikacni soubor HCV RNA
DBS. Spust'te protokol extrakce vzorkd podle pokynl uvedenych

v Uzivatelské pfiru€ce pfistroje Abbott m2000sp, kapitola Provozni
pokyny.

Zadejte hodnoty kalibrator(i (nutné, pokud v pfistroji Abbott m2000rt
nebyla ulozena kalibraéni kfivka) a kontrol specifické pro danou
$arzi do poli Sample Extraction (Extrakce vzork(): Worktable

Setup, Calibrator and Control (Nastaveni pracovni desky, kalibrator

a kontrola). Hodnoty specifické pro danou Sarzi jsou uvedeny na
karté kazdé sady kalibrator( a kontrol Abbott RealTime HCV.

Protokol pfidavani master mixu Abbott m2000sp (krok 28) se musi
zahdjit do 1 hodiny od dokonéeni pfipravy vzorka.

POZNAMKA: Pred manipulaci s reagenciemi pro amplifikaci pouzijte
cisté ochranné rukavice.

Po dokonceni pripravy vzork( vioZte reagencie pro amplifikaci

a zkumavky na master mix (podle potfeby) na pracovni desku

pristroje Abbott m2000sp. V nasledujici tabulce je uveden potfebny

pocet reagencnich souprav pro amplifikaci podle po&tu reakci.

Pokud bude pouzita pouze 1 reagencni souprava pro amplifikaci,

neni pozadovana zkumavka na master mix.

Pozadavky tykajici se reagenc¢ni soupravy pro amplifikaci®

1 az 24 reakci 25 az 48 49 az 72 73 az 96
reakci reakci reakci
1 nova; 2 noveé; 3 nové; 4 nové
max. max. max. nebo
4 ¢astecné 4 ¢astecné 4 ¢astecné castecné
spotiebované spotiebované spotiebované spotiebované
soupravy soupravy soupravy soupravy

a Pokyny tykajici se spravy zdsob pro uréeni maximalniho pocétu
reakci, které Ize provést pfi vybéru ¢asteéné spotfebovanych
soupray, jsou uvedeny v Uzivatelské pfirucce pfistroje Abbott
m2000sp (katalogové €. 09K20 verze 6 nebo vyssi).

o Castetné spotfebované reagenéni soupravy pro amplifikaci Ize
pouzit pouze na stejném pristroji Abbott m2000sp, na kterém
byla provedena prvni pfiprava reagenéni soupravy. Druhé pouZziti
reagencni soupravy pro amplifikaci na jiném pfistroji zpGsobi
chybu, kterd mdze zpomalit analyzu.

o Castetné spotfebované a nové reagenéni soupravy pro
amplifikaci Ize pouzivat spole¢né.

DULEZITE UPOZORNENI: Casteéné spotfebované reagenéni

okamziku, kdy je pouzijete podruhé. Pfed umisténim ¢astecné

spotfebované soupravy na pracovni desku pristroje Abbott m2000sp
ovérte, Ze je master mix rozmrazeny. Jakmile jsou ¢aste¢né
spotfebované reagencni soupravy pro amplifikaci vyjmuty z —10 °C
nebo nizsi, musi byt pouzity podruhé do 25 minut nebo zlikvidovany.

Jedna se o celkovou dobu vystaveni pokojové teploté véetné doby,

kdy jsou soupravy vyjmuty z mista uskladnéni, ale nejsou jesté

pouzivany.

Zajistéte, aby pfed otevienim byl obsah novych reagenénich souprav

pro amplifikaci na dné lahvi¢ek, a to poklepanim lahvickami ve svislé

poloze o desku stolu 5 az 10x.



24,

25.

* Nepoklepavejte ¢astecné spotfebovanymi reagenénimi soupravami
pro amplifikaci, které se pouzivaji podruhé. Poklepani mize vést
k zachyceni ¢asti objemu master mixu ve vicku.

Odstrarite vicka. Pokud budete nové reagenéni soupravy pro

amplifikaci skladovat pro druhé pouziti, bude tfeba lahvicky pfed

uskladnénim znovu uzavfit viéky. Pokud chcete pro uzavieni lahviéek
na reagencie znovu pouzit plvodni vicka, uschovejte je. Pokud
chcete pro opétovné uzavfeni lahvi€ek na reagencie pouzit nova
vicka, miZete plvodni vicka zlikvidovat.

Pokud se ke kontrole kontaminace pouziva uracil N-glykosylaza

(UNG), postupuijte podle nize uvedenych pokyn.

Pouzivejte PIPETU VYHRAZENOU POUZE PRO REAGENCII

pro davkovani pfedepsaného objemu UNG o koncentraci 1 U/ul

(katalogové ¢. 6L87-02) do lahvicky na reagencie na pozici 3 nové Ci

Castecné spotfebované reagencni soupravy pro amplifikaci. VSechny

castecné spotfebované soupravy manualné promichejte opatrnym

nasatim a vypusténim obsahu pipety. Nové sady nemicheijte.

e K urceni objemu UNG, ktery se ma nadavkovat do lahvicky na
reagencie na pozici 3 nové Ci ¢astecné spotfebované reagencni
soupravy pro amplifikaci, pouzijte nize uvedenou tabulku. Lahvi¢ka
na pozici 3 nové reagencni soupravy obsahuje termostabilni
enzym rTth polymerazu. Lahvicka na pozici 3 ¢aste¢né
spotfebované reagencni soupravy obsahuje master mix.

Objem UNG pridavany do lahviéky na reagencie na pozici 3 kazdé
reagencni soupravy pro amplifikaci

Pocet testu

Pridavany objem UNG (ul)

zbyvajicich v soupravé

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (nova sada) 27

26.

27.

28.

POZNAMKA: Objem UNG pridany do lahviéky na reagencie na

pozici 3 zavisi na poctu testu, které zbyvaji v reagencni soupraveé,

a nikoli na poctu vzorkil, které se maiji vysetfit. Pokyny tykajici se

spravy zasob reagenc¢nich souprav pro amplifikaci a uréeni poctu

testu, které zbyvaiji v reagencni soupravé, jsou uvedeny v UZivatelské

prirucce pristroje Abbott m2000sp.

Caste&né spotfebované soupravy pro amplifikaci se na pracovni

desku pFistroje Abbott m2000sp vkladaji nalevo od novych

reagenénich souprav pro amplifikaci.

Ujistéte se, ze reagencni soupravy pro amplifikaci jsou v pfistroji

pevné usazené.

Vyberte pfisluSnou desti¢ku s hlubokymi jamkami, kterd odpovida

pfislusné extrakci vzorku. Spustte protokol pfidavani master mixu

na pristroji Abbott m2000sp. Postupuijte podle pokynl uvedenych

v Uzivatelské pfiru€ce pfistroje Abbott m2000sp, kapitola Provozni

pokyny.

POZNAMKA: Obsluha nesmi manualné pinit zadné prazdné /

nenaplnéné jamky optické reakcni desticky Abbott s 96 jamkami.

e Po dokonceni extrakce vzorkl pfistroj Abbott m2000sp
automaticky naplni vSechny prazdné jamky optické reakéni
destiCky Abbott s 96 jamkami pufrem mElution Buffer, pokud se
v jedné sérii vySetteni zpracovava vice nez 48 vzorkd. K naplnéni
destiCky nedojde u sérii vySetfeni, které zahrnuji 48 nebo méné
vzorka.
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

¢ Na vyzvu pfistroje ponechte na misté nosi¢ reagencii €. 2 (Reagent
Carrier 2) obsahuijici alespori nadobku na reagencie pro pufr
meElution Buffer (Reagent Carrier 2, pozice 6). Pokud byla tato
nadobka na reagencie vyjmuta, vloZte do nosice reagencii ¢. 2
(Reagent Carrier 2), pozice 6, novou nadobku na reagencie
s oznac¢enim mElution Buffer. Do této nadobky na reagencie bude
systémem dodana kapalina, ktera se pouZije pro naplnéni prazdnych
jamek. Po dokonéeni tohoto postupu bude systém pokracovat
v pfidavani master mixu.
POZNAMKA: Systémovy navod pro pouziti funkce automatického
plnéni desticky je uveden v Uzivatelské priruéce pristroje Abbott
m2000sp (katalogoveé ¢. 09K20 verze 6 nebo vyssi), kapitola 5,
Provozni pokyny, Extrakce vzorku - Uzavieny rezim.
e Protokol Abbott m2000rt (krok 33) se musi spustit do 50 minut od
zahdjeni protokolu pfidavani master mixu (krok 28).
POZNAMKA: P¥i ukonéeni procesu z jakéhokoli diivodu, ke
kterému dojde po kroku 28, se musi pouzit nova opticka reakéni
desticka Abbott s 96 jamkami, pokud se bude na pristroji Abbott
m2000sp opakovat protokol pfidavani master mixu (krok 28).
Zapnéte a spust'te pfistroj Abbott m2000rt v oblasti pro amplifikaci.

POZNAMKA: Zahfivani pristroje Abbott m2000rt trva 15 minut.
POZNAMKA: Pfed navratem do oblasti pro pfipravu vzork si
sundejte ochranné rukavice.

Jakmile pfistroj Abbott m2000sp dokong&i pfidavani vzork( a master
mixu, uzaviete optickou reakeni desti€ku Abbott s 96 jamkami podle
pokyn( uvedenych v UzZivatelské pFirucce pfistroje Abbott m2000sp,
kapitola Provozni pokyny.

Vlozte uzavienou optickou reakéni destiCku na odkladaci podlozku
Abbott s ochranou proti rozstfiku, abyste ji mohli pfenést do pfistroje
Abbott m2000rt.

Pokud pouzivate uracil N-glykosylazu (UNG), postupujte podle
nasledujicich pokynu:

Pfeneste uzavienou optickou reakéni desticku na odkladaci
podlozku Abbott s ochranou proti rozstfiku a inkubujte pfi pokojové
teploté (15 °C az 30 °C) po dobu 10 minut. Po inkubaci pfi pokojové
teploté pfeneste optickou reakéni destiku Abbott s 96 jamkami na
odkladaci podlozce Abbott s ochranou proti rozstfiku do pfistroje
Abbott m2000rt.

Optickou reakéni desticku Abbott s 96 jamkami vliozZte do pristroje
Abbott m2000rt. Na obrazovce Protocol (Protokol) vyberte pfislusny
aplikaéni soubor HCV RNA DBS. Spust'te protokol podle pokynt
uvedenych v Uzivatelské pfirucce pfistroje Abbott m2000rt, kapitola
Provozni pokyny.

POZNAMKA: Doporuéuje se prenést objednavku testu pomoci
CD-ROM nebo sitového disku pomoci funkci pro export a import
v softwaru pristroje m2000sp a m2000rt. Pokud vytvarite
objednavku testl na pFistroji Abbott m2000rt manualné, zadavejte
ID vzorkii, ktera odpovidaji pozicim PCR desticky, shodné

se souradnicemi ,,Wells for Selected Plate” (Jamky zvolené
desticky), které naleznete na obrazovce s detaily ,,PCR Plate
Results” (Vysledky desticky PCR) na pfistroji Abbott m2000sp.
Viz kapitola 5 Uzivatelské prirucky pristroje Abbott m2000sp.
Pokud bude pfipravena ¢asteéné spotfebovana reagencni souprava
pro amplifikaci pouzita podruhé, uzaviete 3 lahvi¢ky na reagencie
uschovanymi nebo novymi vicky (katalogové ¢. 3N20-01) a ihned
reagencie uskladnéte pfi —10 °C nebo nizsi, ve svislé poloze

a chranéné pred svétlem. Zlikvidujte veskeré reagenéni soupravy pro
amplifikaci, které jsou spotfebované nebo byly pouzity dvakrat.
DULEZITE UPOZORNENI: Reagencie pro amplifikaci, které budou
pouzity podruhé, musi byt uskladnény pfi —10 °C nebo nizsi do

50 minut od zahajeni protokolu pfidavani master mixu.

POSTUPY PO ZPRACOVANi

1

Vyjméte desticku Abbott s 96 hlubokymi jamkami z pracovni plochy
a zlikvidujte ji podle pokyn( uvedenych v Uzivatelské prirucce
pFistroje Abbott m2000sp.

Optickou reakéni desticku Abbott s 96 jamkami vliozte do
uzaviratelného plastového sacku a spolu s ochrannymi rukavicemi
pouzitymi k manipulaci s desti¢kou ji zlikvidujte podle pokynu
uvedenych v Uzivatelské pfiru¢ce pfistroje Abbott m2000rt.
Odkladaci podlozku Abbott s ochranou proti rozstfiku pfed dalSim
pouzitim vycistéte podle pokyni uvedenych v UZivatelské prirucce
pristroje Abbott m2000rt.



POSTUPY KONTROLY KVALITY

Opticka kalibrace pristroje Abbott m2000rt

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢. 4J86).
Kalibrace metody

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové &. 4J86).
Pro testovani DBS za pouziti Abbott m2000sp a Abbott m2000rt: jakmile
je kalibrace metody Abbott RealTime HCV akceptovana a uloZena, Ize
ji pouzivat po dobu 6 mésictl. Béhem této doby Ize viechny nasledujici
vzorky testovat bez dalSi kalibrace az do okamziku, kdy:

e Je pouzita nova Sarze reagenéni soupravy pro amplifikaci Abbott
RealTime HCV Amplification Reagent Kit.

e Je pouzita nova $arze systému pro pripravu vzorkd Abbott mSample
Preparation System (4 x 24 ptiprav).

e Byl nainstalovan novy aplika¢ni soubor Abbott RealTime HCV RNA
DBS.

Detekce inhibice

Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové ¢. 4J86).

Negativni a pozitivni kontroly
Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové €. 4J86).

Monitorovani laboratofe na pritomnost kontaminace
Viz pfibalovy letdk metody Abbott RealTime HCV (katalogové. €. 4J86).

VYSLEDKY PRO VZORKY DBS

Vydany vysledek koncentrace vzorku DBS z vySetfeni za pouziti
protokolu Abbott m2000rt DBS predstavuje koncentraci viru HCV

v plazmé ze vzorku pIné krve, ze kterého se vzorek DBS odebira.
Ptistroj Abbott m2000rt automaticky vydava vysledky na pracovni stanici
Abbott m2000rt. Vysledky metody Ize vydat v mezindrodnich jednotkach
IU/ml nebo v log IU/ml.

Interpretace vysledku

Vysledek Interpretace
Nedetekovano Cil nedetekovan
< 2,66 log IU/mI? Detekovano
2,66 az 8,00 log IU/ml

> 8,00 log IU/ml > ULQP

2462 IU/ml

b ULQ = horni mez stanovitelnosti

OMEZENi METODY

e PRO DIAGNOSTICKE UCELY IN VITRO

e Pro optimdlni funk&nost tohoto testu je pozadovan spravny odbér,
skladovani a pfeprava vzorkil na misto testu (viz oddil ODBER,
SKLADOVANI A PREPRAVA VZORKU NA MiSTO TESTU tohoto
pfibalového letaku).

e Pro metodu Abbott RealTime HCV pro DBS Ize pouzit vzorky piné
krve odebrané do zkumavek s EDTA. Pouziti jinych antikoagulant
nebylo pro metodu Abbott RealTime HCV pro DBS validovéno.

e Metodu Abbott RealTime HCV pro DBS mlize pouzivat jen persondl,
ktery byl nalezité vyskolen v postupech pfipravy a predbézného
zpracovani DBS, pro praci s metodami molekularni diagnostiky a se
systémem Abbott m2000.

e P¥istroje a postupy metody snizuji riziko kontaminace produktem
amplifikace. Kontaminace nukleovych kyselin z kalibrator(,
pozitivnich kontrol nebo vzorkl v8ak musi byt kontrolovana v souladu
s pravidly Spravné laboratorni praxe a musi se disledné dodrzovat
postupy uvedené v tomto pfibalovém letaku.

e Jako u vsech diagnostickych testd musi byt i vysledky ziskané
metodou Abbott RealTime HCV pro DBS interpretovany v kombinaci
s dal$imi klinickymi a laboratornimi nalezy. Vzorek s vysledkem ,Not
Detected” (Nedetekovano) nelze povazovat za negativni na HCV RNA.

e Nevhodny odbér, suSeni, skladovani a manipulace s kartami DBS
mohou vést k nespravnym vysledkim testu.

e Lze pouzit karty Ahlstrom-Munktell TFN a Whatman 903 DBS.
Pouziti jinych karet nebylo pro metodu Abbott RealTime HCV
validovano.

SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY METODY PRO VZORKY
DBS

Mez detekce (LoD - Limit of Detection)

Mez detekce LoD metody Abbott RealTime HCV je 462 IU/ml pro vzorek
typu DBS. Mez detekce LoD byla stanovena testovanim vzorkt DBS
pfipravenych se sériemi fedéni mezinarodniho standardu WHO pro RNA
viru hepatitidy C zfedéného v pIné krvi negativni na HCV. Testovani
kazdé koncentrace HCV RNA bylo provedeno se 4 Sarzemi reagencii
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pro amplifikaci po dobu 3 dnU. Vysledky, reprezentativni pro analytickou
senzitivitu metody Abbott RealTime HCV pro DBS, jsou shrnuty
v Tabulce 1.

Tabulka 1. Mez detekce (LoD) metody Abbott RealTime HCV pro DBS

HCV RNA Procentualni

(IU/mI) Pocet Pocet podil
testovanych detekovanych detekovanych
vzorku vzorku vzorku
500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

Multivariaéni analyza dat uréila, ze koncentrace HCV RNA detekovana
u zaschlych kapek krve s 95% pravdépodobnosti byla 462 1U/ml
(95% CI 381az 593 IU/ml).

Linearni rozmezi

Horni mez stanovitelnosti (ULQ - Upper Limit of Quantitation) pro
metodu Abbott RealTime HCV je 100 milionC IU/ml a dolni mez
stanovitelnosti je ekvivalentni mezi detekce LoD (462 1U/ml) pro DBS.
Byl testovan panel DBS se 7 vzorky pfipraveny zfedénim RNA rezistentni
k plisobeni RNaz (Armored RNA) HCV na koncentrace v rozmezi od

200 milionG IU/ml do 316 IU/ml v pIné krvi negativni na HCV. Vysledky,
reprezentativni pro linearitu metody Abbott RealTime HCV pro DBS, jsou
uvedeny na Obrazku 1.

Obrazek 1. Linearita metody Abbott RealTime HCV pro DBS
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Ukazalo se, ze metoda Abbott RealTime HCV pro DBS je linearni
v rozsahu testovanych koncentraci HCV RNA (316 az 200 milionG 1U/ml,
2,5 az 8,3 log 1U/ml).

Specificita

Cilova specificita metody Abbott RealTime HCV pro DBS je vys$si
nebo rovna 99,5%. Specificita byla stanovena analyzou 119 HCV
séronegativnich vzorkd v ramci 2 $arzi reagencii pro amplifikaci.
Celkova specificita byla 100% (119/119).

Preciznost

Preciznost byla hodnocena testovanim panelu DBS s 6 vzorky, ktery

byl zaméfen na pokryti rozmezi koncentraci HCV RNA od 316 1U/ml

do 200 miliond IU/ml. Vzorky panelu s koncentracemi niz§imi nez

5 log 1U/ml (100 000 IU/ml) byly pfipraveny s klinickym vzorkem
pozitivnim na HCV zfedénym v plné krvi negativni na HCV,

zatimco vzorky panelu s koncentracemi vy$Simi nez 5 log 1U/ml

(100 000 IU/ml) byly pfipraveny fedénim RNA rezistentni k pusobeni
RN4&z (Armored RNA) HCV v pIné krvi negativni na HCV. Kazdy vzorek
panelu byl testovan v 5 opakovanich jednou denné po dobu 5 dnd,

na 3 parech pfistroji Abbott m2000sp/rt se 3 SarZzemi reagencii pro
amplifikaci. Byly uréeny smérodatné odchylky v rdmci jedné série
vySetfeni, mezi sériemi vySetfeni a pfi stanoveni ve vice testech

(v ramci jedné série vySetfeni a mezi sériemi vySetfeni). Metoda
Abbott RealTime HCV pro DBS byla navrzena tak, aby bylo dosazeno
smérodatné odchylky (SD) pfi stanoveni ve vice testech menSi nebo
rovné 0,25 log IU/ml HCV RNA u vzorki obsahujicich koncentrace HCV
od 10 000 do 100 miliond IU/ml. Vysledky, reprezentativni pro preciznost
metody Abbott RealTime HCV pro DBS, jsou shrnuty v Tabulce 2.



Tabulka 2. Preciznost metody Abbott RealTime HCV pro DBS

Komponenta SD

Komponenta SD Mezi Komponenta SD
Stfedni hodnota Stfedni hodnota V ramci série sériemi sD Mezi Sarzemi |
Vzorek panelu N koncentrace (IU/ml)  koncentrace (log 1U/ml) vysetieni®® vysetreni® Ve vice testech® pFistroji? Celkem®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13 211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395 427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14 008 770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316 713 566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Smérodatné odchylky (SD) jsou v log IU/ml.

b Stanoveni ve vice testech obsahuje komponenty v rdmci série vy$etfeni a mezi sériemi vy3etteni.

¢ Celkem zahrnuje komponenty v ramci série, mezi sériemi a mezi $arzemi / pfistroji.

d Stredni hodnota koncentrace vzorku panelu 1 je nizsi nez LoD. Odhady preciznosti jsou zaloZeny na opakovanich, které se kvantifikuji.
¢ 8D v ramci série jsou také znamy jako opakovatelnost. Celkova SD je také znama jako reprodukovatelnost.

Opakovatelnost a reprodukovatelnost pro vzorek panelu 1 (v blizkosti LLoQ) byly 0,26 log IU/ml, respektive 0,27 log IU/ml, a pro vzorek panelu 2
(v blizkosti LLoQ) 0,23 log IU/ml, respektive 0,25 log IU/ml. Opakovatelnost a reprodukovatelnost pro vzorek panelu 5 (v blizkosti ULoQ) byly
0,12 log 1U/ml, respektive 0,14 log IU/ml, a pro vzorek panelu 6 (v blizkosti ULoQ) 0,04 log IU/ml, respektive 0,07 log IU/ml.

Korelace

Kvantifikace HCV RNA byla porovnana mezi metodou Abbott RealTime HCV pomoci zaschlych kapek krve a srovnavaci metodou s CE znackou
Abbott RealTime HCV za pouZiti lidské plazmy. Do této analyzy byly zahrnuty vzorky plazmy a DBS od celkem 346 jedinc( (odebranych a testovanych
v Gruzii, Kamerunu a Recku). DBS pfipravené z vendzni krve i DBS pFipravené z kapilarni krve (pichnuti do prstu) byly testovany metodou Abbott
RealTime HCV pro DBS. Kvantitativni vysledky vzorkd, které spadaly do dynamickych rozmezi téchto metod, byly analyzovany metodou linearni regrese
nejmensich Ctvercd a metodou odchylek Bland-Altman (kapildarni DBS versus plazma N=346, vendzni DBS versus plazma N=346 a kapilarni DBS
versus ven6zni DBS N=345). Pro korelaci mezi kapilarni DBS a plazmou byl korelaéni koeficient 0,843, smérnice byla 0,91 (95% Cl 0,85 az 0,97)

a posun byl 0,48 log IU/ml (95% CI 0,12 az 0,84) (Obrazek 2). Pro korelaci mezi venézni DBS a plazmou byl korelaéni koeficient 0,840, smérnice
byla 0,94 (95% CI 0,88 az 1,00) a posun byl 0,31 log IU/ml (95% CI -0,07 az 0,69) (Obrazek 3). Pro korelaci mezi kapilarni DBS a venézni DBS byl
korelaéni koeficient 0,943, smérnice byla 0,91 (95% CI 0,87 az 0,94) a posun byl 0,53 log IU/ml (95% CI 0,33 az 0,72) (Obrazek 4). Na Obrazku 5,
Obrazku 6 a Obrazku 7 jsou znazornény Bland-Altmanovy grafy pro stejna srovnani. Stfedni hodnota biasu mezi kapilarni DBS a plazmou byla -0,05
log IU/ml. Stfedni hodnota biasu mezi venézni DBS a plazmou byla -0,04 log IU/ml. Stfedni hodnota biasu mezi kapilarni DBS a venézni DBS byla
-0,02 log IU/ml.

Predpokladany bias mezi kapilarni DBS a plazmou byl vyhodnocen na cilovych hladindch LLoQ a ULoQ. Dale byl vyhodnocen pfedpokladany bias
mezi vendzni DBS a plazmou na cilovych hladindch LLoQ a ULoQ. Viz Tabulka 3, kde je uveden souhrn pfedpokladanych biasu.

Tabulka 3. Pfedpokladany bias mezi DBS (kapilarni nebo venézni) a plazmou na LLoQ a ULoQ

Cilova hladina virové naloze Piedpokladany bias
Porovnani Hiladina (log 1U/ml) (log 1U/ml)
Kapilarni DBS vs. plazma LLoQ 2,66 0,24
uLoQ 8,00 -0,26
Venozni DBS vs. plazma LLoQ 2,66 0,15
uLoQ 8,00 -0,17
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Obrazek 2. Kapilarni DBS a plazma

Kvantifikace Abbott HCV DBS kapildrni (Log IU/ml)
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Obrazek 5. Kapilarni DBS vs. plazma

Rozdil: (Abbott HCV DBS kapildrni - Abbott RealTime HCV plazma)
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Obrazek 3. Venozni DBS a plazma

Kvantifikace Abbott HCV DBS vendzni (Log IU/ml)
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Obrazek 6. Vendzni DBS vs. plazma

Rozdil: (Abbott HCV DBS vendzni - Abbott RealTime HCV plazma)
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Obrazek 4. Kapilarni DBS a vendzni DBS

Obrazek

7. Kapilarni DBS vs. ven6zni DBS
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Rozdil: (Abbott HCV DBS kapilarni - Abbott HCV DBS venézni)
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PRILOHA 1 PREHLED PRODLOUZENEHO POUZITi REAGENCIi PRO AMPLIFIKACI ABBOTT REALTIME HCV
AMPLIFICATION REAGENT

Prodlouzené pouZziti reagencii pro amplifikaci umozriuje pouzit reagenéni soupravu pro amplifikaci a interni kontrolu (IC) celkem 2x. Reagenéni soupravy
pro amplifikaci, které dosud nebyly pouZity pro pfipravu master mixu, jsou oznaceny jako nové reagenéni soupravy pro amplifikaci. Reagencni soupravy pro
amplifikaci, které byly jednou pouzity a obsahuji pfipraveny master mix, jsou oznaceny jako ¢aste¢né spotrebované reagenéni soupravy pro amplifikaci.
Podrobné informace naleznete v pokynech uvedenych v tomto navodu.

Podminky skladovani (reagencni souprava pro amplifikaci a lahvicky s interni kontrolou)

Typ soupravy Teplota skladovani Doba skladovani
Nové soupravy -10 °C nebo nizsi Do data uvedeného na Stitku
Nova IC -10 °C nebo nizsi Do data uvedeného na §titku
Casteéné -10 °C nebo nizsi (chranéné pred AZ 14 dni od prvniho pouziti
spotfebované soupravy svétlem)

Casteéné -10 °C nebo nizsi AZ 14 dni od prvniho pouziti

spotiebovana IC

e Pokud pfi postupu kontroly kontaminace pouzivate UNG, vyhledejte specifické pokyny v oddilu Protokol metody, krok 25 a 32.

Vyberte kombinaci nové a/nebo ¢asteéné spotfebované L B )
soupravy pozadovanou pro sérii vySeteni. Castecneé spotfebované
Nové soupravy soupravy

Vlyjméte nové soupravy z mraziciho

-10°C
zafizeni (< 10 °C).
Nechte rozmrazit pfi 2 °C az 8 °C

nebo pfi 15 °C az 30 °C.

Y

8°C Po rozmrazeni skladujte pred
. pouZitim pfi 2 °C az 8 °C
zc < 24 hodin.

Dokoncete extrakci vzorku.

A

Odstraiite vicka. pravy z iciho zafizeni

Vyjméte Castecné spotiebované /Y—W’c

¢ (< 10 °C). Ped poutzitim ovéite,

1
! Ze je master mix rozmrazeny.
Vlozte soupravy: V§echny soupravy

pevné vlozte do pfistroje; Castecné

1
1
< 60 minut spotfebované soupravy vievo. ‘

1

1

1

1 N

1 Vlozte zkumavku na master <25 imnut

! mix, pokud pouzivate vice nez 1
Spustte pristroj : 1 soupravu. !
Abbottm2000n. .

v v v

=== Spustte protokol pro master mix. .

Protokol pro master mix dokonéen.

1

1

1

1

1

> .
i Uzaviete PCR desticku.

<50 !nmut Y <50 ininut

: Po prvnim poutziti ¢asteéné :

' spotrebované soupravy Y '

! znovu uzaviete vicky. Preneste PCR desticku dof !

. 7 pristroje Abbott 20001t '

1 # 1
-10°C : Casteéné spotfebované soupravy skladujte :

= = | pii <10 °C, ve svislé poloze a chranéné Spustte protokol pristroje ¢--- -+

pied svétlem. Abbott m2000rt. v

Zlikvidujte prazdné soupravy
a podruhé pouzité ¢astecné
spotfebované soupravy.

e Reagenc¢ni soupravy pro amplifikaci vhodné pro prodlouzené pouziti musi mit nad ¢arovym kédem uvedeno 6mistné sériové Cislo.

o Casteéné spotiebované reagenéni soupravy pro amplifikaci Ize pouzit podruhé pouze na stejném pfistroji, na kterém byly pouzity poprvé. Pi
pouZiti na jiném pfistroji bude vygenerovana procesni chyba, ktera mize zpomalit analyzu.

o Casteéné spotfebované a nové reagenéni soupravy pro amplifikaci Ize pouzivat spoledné. Viechny reagenéni soupravy pro amplifikaci pouzité
pro danou sérii vySetfeni na pfistroji musi mit stejné Cislo Sarze.

83



Abbott RealTime HCV

ZupnAnpwuaTlKeq odnyieg yia detypa
ano&npapuévwyv kNnAidwv aipatog (DBS)

04J86-010

51-608440/R3
SHMEIQXH: Emonuaivovtal ot aAAayég

NMivakag cupuBoAwv

GTIN AleBviig Kwdikdg Movadwv Eumopiag

Kwdlkog mpoiévtoq
In vitro dlayvwoTIKG LATPOTEXVOAOYIKO
mpoidv

MEyloTog ETUTPEMOPEVOG XPOVOG

AvWtepo Oplo Beppokpaociag

'Opla Beppokpaciag

E&ouctodotnuévog avTinpdowrnog otnv
Eupwrnaikr) Kowvotnta/Eupwnaikn 'Evwon

Kataokeuaotnq

Lj-—Gifg

EZYNHPETHZH NEAATQN: ANEYOYNOEITE ZTON
YNEYOYNO NQAHZEQN THZ ABBOTT

AlaBAoTe MPOCEKTIKA TO OUVODEUTIKO GUAAADLO TIpLV amod TN XpPron.
AkoAouBeite MoTA TIG 00NYieG. Xe MePIMTWON ATMoKAioEWV arod TiG
odnyieq Tou ev Adyw ouvodeuTtikoU puAAadiou, n etaipia dev eyyudtal
v aglomoTia Twv anoteAeopdtwy g eE€taong.

OL apouoeg 0dnyieq xpriong aroTeAoUV CUUMANPWHATIKEG 0dNyieg
0TO OUVODEUTIKO PUAAADLO Tng eE€Taong Abbott RealTime HCV
(Kwdikog poidvtog 4J86), ouykekplpéva yia Tumo delypatog
arno&npapévwy KnAdwv aipatog (DBS).

ZHMEIQZH A TON XPHZTH

Edv unap&el éva ocoBapd mepLoTaTiké e OXEOT Pe AuTO TO TIPOIdY, TO
TEPLOTATIKO AUTO TIPETIEL va avadepBEel 0TOV KATAOKEUAOTH KAl OTIG
katd Toroug apuodleg apxEg. MNa va avadépete mBavo MepLloTATIKO
OTOV KATAOKEUAOTH, avatpéfte oTIq TANpodopieq emkolvwviag ou
napéxovtal oty evotnta EEurmpétnon meAatwy 1| Texvikn YMooTipEn
TOU ApPAOVTOG OUVODEUTIKOU PUAAADIOU.

ONOMAZIA
Abbott RealTime HCV

ZKOMOx XPHZHZ A DBS

H e&€taon Abbott RealTime HCV armoteAei pia in vitro eE€taon
avaotpodng HeTaypadrig-aAucdwWTAG avtidpaong moAupepdong
(RT-PCR) yia tov 1oooTikd poadloplopd Tou pY3ovoukAeikol o&€og
Tou 1oU g nratitdag C (HCV RNA) og knAideg oAlkoU aiyatog rou
TomoBeToUVTAL O KAPTA WG arno&npapéveg kNAideq aipatog (DBS)
(dNnA. Tou éxouv AndBei péow GAeBokEVINONG 1} TPLXOEWDIKOU aipaTog)
atépwv Tou €xouv PooBAnBel and HCV. H eE€taon Abbott RealTime
HCV mpoopicetal yia xprion wg Borinua ot dlaxeiplon acOevwv mou
€xouv pooBAnBei and HCV kat urntoBaAAovtal oe avtukr Beparneia. H
eE€Taon Abbott RealTime HCV dev mpoopidetal yia xprion wg EAeyxog
dlaAoyng (screening) aipodoTwv, doTWV MAAoPATOG, 0poU 1j LoToU yia
HCV 1} wg e&€Ttaon dlayvwoTikoU eA€yxou yla Tnv eruBeBaiwon tng
napouciag AoipwEng HCV.

XPHXTEZ A TOYZ ONOIOYX NPOOPIZETAI
H e&€taon Abbott RealTime HCV mpoopidetal yla xprion ano to
TIPOOWTTIKG TOU £PYACTNPIOU.
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MEPIAHWH KAI ENME=ZHMHZH THZ EZETAZHZ

0O 16¢ g nratitdag C (HCV) eival pia and Tiq KUpLEQ ALTiEG NMATIKAG
vooou. Ektiudral 6Tt mepimnou 1,1% tou ANBUCHOU TipooBAAAETaL

and xpoévia nratitda C' kat nepirou 700.000 atopa rieBaivouv
£moiwg and nratiky véoo oxetiduevn pe nratinda C.2 O 16¢ HCV
elval évag 16 BeTikoU kKAwvou RNA kal petadidetal Kupiwg e
XP1on eVOODAERLWY HAPPAKWY KAl HECW TWV TIPOTOVIWY aiyatog.
MNepimou 55 éwg 85% Twv atdépwv mou €xouv PooBAnbei and HCV
avantiooouv Xpovia Nratitda, evw £wg Kat To 30% Twv ATOPwWYV Tou
£xouv xpévia Aoipwén avartiooouv kippwon.! Etoug acBeveic pe
KippwOom, 1 EMIMTWON TOU NMATOKUTTAPLKOU KAPKIVWHATOG AVEPKETAL
0€ T0000To 2 WG 4% £TNoiwg.

H mocotiki pétpnon tou erunédou HCV RNA oto miepidpepikd aipa

€xel anodelyBei 0TI amoteAel pla Baoikn napduetpo ot dlaxeipion
dladopwy avti-HCV Beparteicov.813 Me v éAeuon Twv avTi-ukwy
oxnuatwv Bepareiag aueong dpdong, ot Bepareieg yia t Aoipwén
HCV éxouv eEeAxBei dpapatikd. O otdxog Twv avti-HCV Beparelwv
eival n eniteuEn otabepnq LAoYIKNAG andkplong (SVR), n oroia opifeTal
WG N ouvexAg arnousia avixvedotuou HCV RNA. 25 Ot uetprioelq tkou
doptiou HCV €xouv xpnoiporoindei yia v eEatopikeuon g ddpkelag
meg Gspans[aq Kal TG kaBodnyoluevng and tnv avrandkplon
Beparteiag 1 ya Tov npooﬁloplouo Kal v npoB)\qun omeapr]q N un
0TaBePNG LOAOYIKAG aMdKPLONG TG avTl-ukig Beparneiag. 25

H mAelonoia tou raykooptou dpoptiou HCV evromnidetal oe Xwpeg
XaunAou kat peoaiou eloodruatog (LMIC).' H tautortoinon acBevmv
ye evepyd AoipwEn HCV eival oAU TiepPLOPIOUEVT OE QUTEG TIG TIEPLOXEG
He Teploplopévoug Topous. To oAd aiya mou cuAAEyeTal wg Enpd
knAida aipatog (DBS) propel va xpnotuoronBei wg evaAAAKTIKY oTov
op6 1) To MAdopa yia v e&étaon HCV RNA. To DBS aroteAei pa
eIkt eruAoyr Tou e€aAeidel TTOAAOUG UAIKOTEXVIKOUG Kal TEXVIKOUG
TEPLOPLOPOUG ToU OXeTiCovTal Ue T oUAAoyT, TNV enegepyaaia, TV
aroBnKeuon Kat TNV arnooTtoAr) opou 1 TMAGopaTog. Ot KaTeuBUVTAPLEG
0dnyieg Tou Naykdoptou Opyaviopol Yyeiag (MOY) oxeTkd pe v
eE€taon g nratitdag C nepthayBdavouv cuotdoelg yla  xperon DBS
oe Aoy eE€taon HCV o€ TIEPLOXEG HE TIEPLOPLOUEVOUG TIOPOUG.

H eE€taon Abbott RealTime HCV yia DBS xpnowJoriotel v texvoAoyia
avaotpodng peTaypadng-aAucldwTNG avtidpaong moAugepdong
(RT-PCR) oe ouvduaopd pe opoloyevr) avixveuor ¢Boplopol mpayuatikou
XPOVOU Yla Tov ToooTIKG Tpoodloplopd Tou HCV RNA oe DBS. H avixveuon
TWV YOVOTUTIWV 1 €wg 6 EMUTUYXAVETAL JE TNV ETIAOYT| HLAG CUVTNPNUEVNG
TEPLOXTG ToU Yovidiwpatog HCV. H eEétaon £xel TumornomBei ocupdwva pe
T0 2° AleBvég Mpoturto tou M.0.Y. yia 1o RNA Tou 100 g Hnatitdag C
(kwdik6g NIBSC 96/798)'% kal Ta arnoteAdéopata avadépovtal oe
dlebveiq povadeg/mL (IU/mL) v v wooduvaun Baon log10.
BIOAOTIKEZ APXEX THZ AIAAIKAZIAX

lNa t e&étaon Abbott RealTime HCV yia DBS anattovvtat 3
BlayvwoTika oUvoAa avidpaotnpiwv:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

H e&€taon Abbott RealTime HCV yia DBS xpnotporotei T péBodo
RT-PCR yla tn dnuloupyla Tou evioxupévou mpoidvtog and 1o
yovidiwpa RNA tou HCV oe avBpwriva deiypata DBS. Ta Bripata
g e&€taong Abbott RealTime HCV yia DBS nieptAapBavouv tnv
npoavaAuTikn eneEepyaocia DBS, tnv npoetoluacia detypdtwy,
diatagn RT-PCR, v evioxuon, v avixveuon kat v avadopd
aroteAeoudtwy. H mpoavaAutikn ene€epyacia DBS ekteAeital

pe xpron tou Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit,
mptv and T epopTwon Tou delypatog ato clotua Abbott m2000sp.
MeTd v npoavaAutikr enegepyacia DBS, 6Aa ta endueva Brjpata
ekteAovvtal autépata and ta cuotiuara Abbott m2000sp kat Abbott
m2000rt.

AvatpéEte 010 ouvodeuTikd GuAAGdLo TG eE€taong Abbott RealTime
HCV (Kwdiko6g Tpoidvtog 4J86) yia MeploodTEPEG AETITOPEPELEG
OXETIKA PE TNV TIpoETOlpacia Twv detypdtwy, Tn diatagn RT-PCR, v
evioxuon kat v avixveuon.



NAPATETAMENH XPHZH TOY ANTIAPAZTHPIOY
ENIZXYZHZ

H duvatémta npoalpeTIkhg MAPATETAPEVNG XPNONG TOU avTidpaoTtnpiou
evioxuong eTUTPEMEL TN XPNOT DAYVWOTIKWY CUVOAWY avTIdPAoTNPiwy
€VioXUONG KAl ECWTEPIKWV TPOTUNMWV eAEYXOU (IC) GUVOAIKA 2 HOpPEG.
Ta dlayvwoTikd oUvoAa avIdpacTnpiwy evioxuong mou MEPLEXOUV TO
mnapackeuaopévo Master Mix propoUv va puAayBolv oe Beppokpacia
—10°C 1} XauNAGTEPN, KAAQ KAEIOPEVEG |E TIWHA KL TIPOOTATEUUEVEG
arno 1o dwe, yla €wg Kat 14 nuépeg Tptv arnd T dedtepn xprion. To
£0WTEPLKO TIPOTUTIO EAEYXOU (IC) propel va arnoBnkeutel KAAA KAEIOPEVO
e Twua oe Beppokpacia —10°C 1} xaunAoTepn, yia €wg 14 nuépeg mpwv
arno T dedtepn xprion. H dedtepn xprion dev Ba mpérel va urtepBaivel v
nuepounvia ANEng tou avtidpacmpiou.

Mia eruokérmon autig g duvatdmrag rapéxetal oto Mapaptua 1
TOU TAPOVTOG GUVODEUTIKOU PUAAadioU.

Y& 0A0 TO OUVODEUTIKO HUAAGDLO, TA dLaYVWOTIKA cUVOAQ
avtdpactnpiwv evioxuong kat ta IC mou dev €X0uv aKAOuN
xpnouoronBei Ba avapépovtal wg véa dlayvwaoTika oUvoAd
avtdpactnpiwv evioxuong kat IC (dnA. apxikn xprion). Ta
BlayvwoTika oUVOAd avTidpaoTnpiwy evioxuong mou €xouv
xpnouoronBei pia popd kat meplExouv nmapackeuacpévo Master Mix
Ba avapépovTal WG PEPIKWG XPNOLUOTIONUEVA dlayvwaoTiKA oUvoAa
avtdpacnpiwv evioxuong. Ta ¢laAidia IC mou €xouv xpnotdormondei
pia popd Ba avadpépovral wg GLAaABLa HEPIKWE XPNOLUOTIONPEVWY
E0WTEPIKWV TIPOTUTIWV eAEyXou (IC).

NPOAHWH THE ENIMOAYNZHE NOYKAEIKQN OZEQN
AvatpéEte 010 ouVodEUTIKO PUAAGDLO NG eE€Taang Abbott RealTime
HCV (Kwdikog mpoidvtog 4J86).

ANTIAPAZTHPIA

AvatpéETe 0TO OUVODEUTIKO HUAAGDLIO NG e&éTaong Abbott
RealTime HCV (Kwdikoég npoidvtog 4J86).

MPOEIAOMOIHZEIZ KAl MPODYAAZEIE

Ma in vitro dlayvwaoTikn Xpnon

H e&€taon Abbott RealTime HCV yia DBS dev npoopidetat yia
XPNON WG MPOKATAPKTIKOG EAEYXOG ALHODOTWY, DOTWV MAACUATOG,
opoU 1 1oToU yia HCV 1} wg eE€taon dlayvwaoTikou EAEYXOU yia TV
erBepaiwon g napouciag Aoipwgng HCV.

NPOOYAAZEIZ AZDANEIAZ

AvatpéETe 0T0 oUVodEUTIKO PUAAADIO TG eEETaong Abbott RealTime HCV
(Kwdikoég nipoidvtog 4J86). X1n eE€taon Abbott RealTime HCV yia
DBS xpnotuortotouvtal povo ot avaAutég Abbott m2000sp kat Abbott
m2000rt.

EIAIKEZ MPOQYAAZEIZ

MpoguAda&elg kata 1o Xelplopo detypatwv DBS

H e&€taon Abbott RealTime HCV yia DBS xpnouomnoteitat pévo e

delypata oAkou aipatog 1| deiypata DBS mou €xouv umtoBAnBei

oe eneepyaocia kat £xouv anobnkeuTel, Orwg nepLypddetal otnv
evomta ZYAAOTH, ANOGHKEYXH KAl METAQOPA AEIFMATQN

ZTON XQPO E=ETAZHE.

AvatpéETe 010 OUVODEUTIKO PUAAADIO NG e&éTaong Abbott RealTime

HCV (Kwdikdg mpoidvtog 4J86).

Edikéq mpoduAdgelg katd to xelplopd detypdtwy DBS:

e BeBawwbeite 6Tt oL kKApTEG DBS €X0UV OTEYVWOEL EVIEAWG
mplv and v anobrikeuon oe odko Pe UAKA apuypavong. H
un Kat@AAnAn evotdAagn knAidwy, Enpavan, anobrikeuon Kat
0 aKaTAAANAOG XELPLOPOG TwV delypdtwy DBS evdéxetal va
odnyroouv o avakplPr anoteAéopata egEtaong.

e T v anoduyn empodAuvong ek petadopdg, XpnoLUOoToloTe
éva véo puyxog avappdpnong yia kabe deiyua DBS katd
mv adaipeon g knAidag améd ™ didtpntn kdpta DBS. Edv
xpnotporoleital pn diatpntn kdpta DBS, BeBawwbeite 6TL TO
epyaAeio Tou xpnowJoroleital yia tnv agpaipean tng KnAidag €xel
aroAupavBei mptv kat Petd v enaér pe to deiyua DBS.

Xwpol epyaciag

JuviotwvTal Jovo 5Uo EIBIKOL XWPOL, O XWPOG TAPACTKEUNG SElyuAaTwY

Kal 0 XWPOoG evioxuong, katd Tn xpron Twv cuctnuatwv Abbott

m2000sp kat Abbott m2000rt.

AvatpéEte 0To oUVODEUTIKO PUAAADLO NG eE€Taong Abbott RealTime

HCV (Kwbdikég mpoiovtog 4J86).

EripoAuvon AOyw agpoAupdatwv

AvatpéEte 0To ouvodeuTIkO GUAAADIO NG eEETaong Abbott RealTime

HCV (Kwdikdg mpoidvtog 4J86).

ErupoAuvon kat avacTtoAn

AvatpéEte 0To ouvodEUTIKO HUAAADIO NG eEETaong Abbott RealTime

HCV (Kwdikég npoidvtog 4J86).
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ErpéAuvon anod eEWTePIKO VIOXUMEVO TIPOIOV Ttou mepléxel dU
Ta epyaoTtrpla mou xpnotyorololv i €Xouv Xpnolyorooet eEeTACELG
evioxuong HCV ol omnoieg nepthapBavouy eneepyaocia petd v PCR
TOU EVIOXUMEVOU TIPOTOVTOG eVOEXETAL va EXOUV ETMLMOAUVOE( amd
evioxupévo Tpoiov mou reptéxel dU (deo&uouptdivn). H erupdAuvon
auTn propei va odnynoel oe avakplBr anoteAéopata ot eEétaon
Abbott RealTime HCV yia DBS. Avatpégte otnv evéotnta 'EAeyxog Tou
epyaoTnpiou yia napoucia eMPOAUVONG OTO CUVODEUTIKO GUAAGDLIO
g e&€taong Abbott RealTime HCV (Kwdwkog mipoidvtog 4J86). Edv
Ta apvnTikd npdTuna eAE€yyou eival kat' eEakoAouBnon avidpwvta
otav undpyel BavetnTa eMPUOAUVONG PE EVIOXUPEVO Tipoiov HCV mou
nepléxel dU, ouvioTatal 0To epyacTnplo va xpnaotdorolei  dladikacia
eAéyxou empuoéAuvong pe oupakiAn-N-yAukoCuAdon (UNG) edv n
arnoAUpavon Tou epyacTnpiou dev eival EMITUXAG.

OAHTIEZ ANOOHKEYZHZ
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Kwdwog mpoidvtog
4J86-90)
-10°C ¢ Ta véa Kal Ta PEPIKWG XPNOLUOTOMpEVa
/ﬂf SlayVWOoTIKA 6UVOAd avTdpaotnpiwy evioxuong
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Packs
kat Ta ¢plaAidia ou mepléxouv To Internal Control
(IC) mpérmel va arnobnkelovtal oe Bepuokpacia
—10°C 1} xapnAdtepn 6tav dev xpnotyorotolvTal.
@povtiote Wote T0 Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Pack tou xpnotuoroleitat
va pnv €pBel oe dueon enagn pe delypara,
BaBuovountég kal pdTUTIa EAEYXOU.

e Ta MEPIKWG XPNOLUOTIOMUEVA DLAYVWOTIKA
oUvoAa avtdpaompiwv evioxuong kat o IC
npénel va aroBnkelovtal oe Beppokpacia —10°C
N XaUNAGTEPN, O€ MWPATIOUEVT CUOKEUAD(A, O€
6pBla BEon kal MPooTATEUPEVEG Ao TO HWG,
META TNV apxlkn Xxprion. Eav arnobnkeutolv pe
auTtdv TOV TPOTO, TA MEPIKWG XPNOLUOTIONMEVA
BlayvwoTika oUvVoAd avtidpaotnpiwy evioxuong
Je 1o mapaockeuacpévo Master Mix propoUv va
XpnotuoromnBoulv yia deutepn dpopd evidg 14
NUEPWV ard Tnv apxLkn xpron. To IC propei
eriong va xpnotyoronBei yia deutepn dpopd eviog
14 nuepwv and v andPuén, edv puldooetal
nwpatiopévo oe Beppokpaacia —10°C Ry xapnAdtepn.
MeTa amd 2 xproeLg, Ta PEPIKWG XPNOLUOTIOMUEVA
BlayvwoTika olvoAa avtidpaotnpiwv evioxuong
kat 1o IC Ba mpénel va anoppirntovtat. H
delTepn xprion dev Ba Tpénel va unepPaivel v
nuepounvia AnEng tou avtdpaotnpiou.

Abbott RealTime HCV Control Kit (Kwdikég mpoidvtog 4J86-80)

/H/d 0°C .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Kwdikég rpoiovrtog 4J86-70)

/H/-1 0°C .

ZYNOHKEZ AMNOXTOAHZ
AvatpéEte 0To GUVOdEUTIKO PUAAADLO NG eE€Taong Abbott RealTime
HCV (Kwdlikog Tipoiovtog 4J86).

ENAEIZEIX AXTAGEIAZ 'H AKATAAAHAOTHTAZ TQN

ANTIAPAZTHPIQN
AvatpéEte 0TO GUVODEUTIKO HUAAADIO TG eEETaong Abbott RealTime
HCV (Kwdwkog mipoidvtog 4J86).

AIAAIKAZIA AEITOYPIIAX ANAAYTH

To apxeio epappoyig Abbott RealTime HCV yia DBS mpénel va
eykataotabel ota cuotruata Abbott m2000sp kat Abbott m2000rt
and 1o Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined
Application CD-ROM (Kwd. rpoidvtog 01L69-040 1) petayevéoTePOg)
mplv and v npaypatoroinon g e§€taong. MNa Aemropepeiq
TIANPodOpPiEq OXETIKA PE TNV EYKATACTAON TOU apxeiou edpapuoyng,
avatpégte ota Eyxepidia Aettoupyiag Twv cuctnudtwy Abbott
m2000sp kat Abbott m2000rt, otnv evotnta «Odnyieq Aettoupyiag».

Ta Abbott RealTime HCV Negative kat Positive
Controls mpémnel va aroBnkelovtal oe Bepuokpacia
—10°C 1 xapnAdtepn.

O1 BaBuovountég Abbott RealTime HCV Calibrator
A xat Calibrator B mpémnel va aroBnkelovtal oe
Beppokpacia —10°C 1§ xapnAdtepn.



ZYAAOTH, ANOGHKEYZH KAl METAQOPA
AEIFrMATQN ZTON XQPO EZETAZHZ

ZuAAoyn kat anodnkeuon delypatwv

e [a va napackeudoete 1o DBS, xpnouomnotjote o0AIKO aipa Jéow
Tpurmuatog tou daktuAou (finger prick) 1 oAkoé aipa oe EDTA.
To oAk6 aipa oe EDTA Ba mpémel va dlatnpeital oe eAeyXOUeveq
ouvBnkeg Beppokpaoiag katd Tn dLapKela TG anobrkeuong Kat
anooToAng (2°C éwg 8°C yia éwg 48 Wpeg 1} o€ Bepuokpaacia
neptBAaAAovTog Tou dev urepPBaivel Toug 30°C yla €wg 24 WPEG).

e To oAwk6 aipa oe EDTA mou cuAAéyetal oe owAnvaplo Ba
mpEmeL va avaplyvieTatl KaAd pe Arieg avaotpodEg oy anod tmy
evoTAAAEN Twv KNABwWv. EvoTaAdEte To aipa otoug KUKAoUG
pe dlapeTpo pLdpion ivioa (12 xIAlootd) otnv xaptivn Kapta
Ahlstrom-Munktell TFN 1} Whatman 903, diaodaAifovtag 6Tt
KaAurteTal 0AOKANPOG 0 KUKAOG. ZuvioTAtal n Xprion TouAdxloTov
70 pL aipatog (mepinou 3 éwg 5 otaydveg aipatog) yia kdbe
KUKAO, WoTe va dlaodaAloTel n MARpNG kaAugn.

® 3TEYVWOTE TNV KAPTA OTOV aépa oe Bepuokpaaia meptBAAAovTOg
Yla TOUAGXIOTOV 3 WPEG. ZUOKEUAOTE KABE KApTa ot odpayLlouevo
OOKOUAAKL pe UAIKO adUypavong (TouAdyloTtov 2 €wg 3 CUOKEUAOIEG
UAkOU apUypavong).

e O kdpteg deiypatog DBS propoulv va amoBnkeutolv oTIq
ouvBnKeg Tou kaBopifovTtal oTov Mapakdtw mivaka mpwv ard mv
enefepyaoia g e&étaong.

Armnobnkeuon tng kaptag deiypatrog DBS

Juvenkeg MéyioTtog Xpovog anobnkeuong

18 eBdopddeg

2°C €wgq 30°C o uypaoia
nepBaiAovtoq

<37°C oe uypaoia nepiBaAiovtog 12 eBdopddeg

<45°C oe uypaoia rnepiBaiiovtog 8 eBdopddeq

<38°C oe unAr uvypacia (< 85%) 4 eBdopddeqg

-25°C €wg -15°C ot uypaoia 18 eBdopddeg

neplBaiAovtoq

-70°C 1} xaunAdtepn o€ uypacia
nepBaiAovtoq

18 eBdopddeg

Metadopa detypdatwv

H amootoAn Twv delyddtwy MpéEmneL va rnpayuatornoteital cuudwva

JE TIG OUVIOTWUEVEG 0DNYieq Beppokpaciag kal xpdvou anobrkeuong
Tou avaypdadgovtal oTnv evotnTa ZuAAoyn kat anobrkeuon delypatwv
napandvw. 'Otav ta deiypata rpoopiovtal yia eyxwpeLeg Kal dlebveiq
arooToAEG, TPETIEL VA OUOKEUAZOVTAL KAl VA ETIONHAIVOVTAL PE ETIKETEQ
oUudwva pe Toug LoXUoVTEG KpaTikoUg, oJoaTiovdlakoUg Kat dlebveiq
Kavoviopoug mepi HETAPOPAG KALVIKWY, DLAYVWOTIKWV 1} BLOAOYIKWY
delyHaTwy.

AIAAIKAZIA EZEETAZHZ ABBOTT REALTIME HCV I'lA DBS

Anairotpeva uAika rou dev rapéxovrat

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Kwdikdg
npoidvtog 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit Pleas (Kwdwk6g rpoidvtog 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (Kwdikég npoidvtog 4J86-80)

Xwpog npoeTolaciag detypatwv yia tov avaiutn Abbott m2000sp

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (Kwdikdg
mnpoiévtog 09N02-001)

e AvaAutrig Abbott m2000sp (Kwdikoi mpoidvtog 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 dladlKaCiEC TIAPACKEUNG)
(Kwdlikég mpoidvtog 04J70-24)

e BaBuovounuévol avappodntipeq akpiBeiag pe duvatdtnta
avappodnong 20 €wg 1000 pL (Evdéxetal va amattolvtal
BaBuovounuévol avappodntripeg akpiBeiag pe duvatdtnta
avappodnong <20 pL edv xpnotyoroinBei UNG.)

e PUyxn avappodntripwy pe dlaxwplotr agpoAluatog yia
avappodntipeg 20 éwg 1000 pL (Evdéxetal va anattodvtal puyxn
avappoPnTipwy He DLAXwWPLOTH AEPOAUNATOG Yla avappodnTiPEeg
pe duvatdtnta avappdédnong <20 pL edv xpnowuoronBei UNG.)

e Mnxavikég avadeutipag (Vortex)

e Master Mix Tube (Kwdikég npoiévtog 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (Kwdikog mpoidvtog 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (Kwdikdg npoidvtog 04J71-20)

e 200 mL Reagent Vessels (Kwdikog mpoiovtog 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (Kwdik6g nipoiévtog 04J71-
70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (Kwdikég mnpoidvtog 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (Kwdikog npoiévtog 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (Kwdikdg npoiévtog 9K31-01)
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e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (Kwdikdg mpoidvtog 01L69-040 1) petayeveéaTepog)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (Kwdikog rnpoidvtog 09N03-001)

e 1,4 mL Micro Vial 15mm Caps (Kwdikoég npoiévtog 03N20-01)
TIPOALPETIKA

e Uracil N-Glycosylase (UNG)® (Kwdikég npoidvtog 6L87-02)

AEQv anatteital, ouppwva pe v evotta EmpoéAuvon and eEwtepikod

EVIOXUMEVO TIpoToV rrou Teptéxel dU o1o mapdv ouvodeuTikd GUAAADLO.

lNa to Abbott m2000rt Instrument Amplification Area

e AvaAutng Abbott m2000rt (Kwdikég mpoidvtog 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (Kwdikég mpoidvtog 01L69-040 iy petayevéoTtepoq)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (Kwdikog rpoiévtog 04J71-93)

‘AAAa UAIkG

e OdAapog BloaoddAelag eyKeKPLPEVOG Yla EPYATIES e
MOAUGHATIKA UALKA

e Idpayllduevo oakouAdkl yla tnv kapta DBS

e Juokeuaoia UAkoU aduypavong yla v kdpta DBS

e Xaptvn kapta Ahlstrom-Munktell TFN rj/kat Whatman 903

e >ppayllopevo TAAOTIKO OAKOUAAKL yla Tnv ardppun g MAdKag
avtidpaong 96 Bobpiwv

e Nep6 xwpic RNase (Eppendorf 1 avtiotoiyo)®?

e SwAnvdpla pikpopuyokévipou 1,7 mL epappoywv PHopLlakng
BloAoyiag (Dot Scientific, Inc. fj avtioToiya)?

e Baupakopopol otuAeoi (Puritan i avtioTotxou)P

BXnueiwon: Autda ta 3 uAika xpnoiuomnotodvtal ot dladikacia yia

'EAeyxo TOU epyactnpiou yla napoucia erpoAuvvong. AvatpéEte

otnv evotnta AIAAIKAZIEZ EAEFXOY MOIOTHTAZ 010 OUVOBEUTIKO

dUAAGdLo TG eE€taong Abbott RealTime HCV (Kwdikog npoidvtog

4J86).

MpoguAd&elg kata n diadikacia

e AlaBAoTe MPOCEKTIKA TIG 0DNYIEG TOU TIAPOVTOG CUVODEUTIKOU
dUAAadiou TpLv amod v enegepyacia Twv dELYPNATWV.

e Ta avtidpacTthpla evioxuong Kal To ECWTEPLKO TPOTUTIO
eA€yxou propouv va xpnotuoromnBolv Ewg Kal 2 GopEG, 6Mwg
neplypddetal 0To apdv ouvodeuTikd GUAAADLO. Ta plaAidia pe
Ta npoidvta Abbott RealTime HCV Calibrators, Negative Control,
Low Positive Control kat High Positive Control mpoopiCovtat yia pia
MOVO XPHoT Kal TIPETEL va aroppimtovTal HOALG XPnoLJoTionBouy.

e Ta pUyxn avappodntipwy pe dlaxwploTr agpoAlpatog 1j ot
avappodnTAPEG piag xpriong mpémnel va xpnotuorololval Jovo
1 popd katd MV avappdenon Twv dELYUATWY 1) TOU ECWTEPIKOU
npotUrou eAéyxou (IC). Na va anoduyete TV erPdAuvon Tou
KUALVDpLKOU 0TEAEXOUG TOU avappodnTripa Katd tnv avappodnon,
TPOOEETE WOTE VA PNV AKOUPTTOETE TO KUALVDPLKO OTEAEXOG TOU
avappodnTpa OTNV ECWTEPLKN eMpAveLa ToU CwWANvapiou 1 Tou
doxeiou delypatog. TUVIOTATAL N} XPHOM PUYXWV avappodntripwy
peyaAou Urkoug pe dlaxwploTty agpoAUpaTog.

e O dadikaoieg eEAEyXOU yla TNV mapoucia npoiévtog evioxuong
napatiBevtal otnv evotnta AIAAIKAZIEZ EAEMXOY MOIOTHTAE.

e [0 va pelwdei o kivduvog empOAUVONG VOUKAETKWV 0EEWY,
kaBapileTe kal anoAupaivete Ta onpeia orou £xouv Xubel
delypata xpnoLuornolwvTag GUUATIOKTOVO AmOAUNAVTIKG, OMwG
1,0% unoxAwptwdoug vatpiou 1} GAAO KATAAANAO AMOAUPAVTIKO.

e Ta Abbott RealTime HCV Calibrators kat Controls Tipérnet va
napackeuddovtal o€ cuvduacopd pe Ta delypata Tou TpoKeLTal
va e&etaotolv. H xprion twv Abbott RealTime HCV Controls kat
Calibrators gival anoAUTwg anapaitntn ya Ty mpayuatornoinon
g e&€taong Abbott RealTime HCV. Avatpégte otnv evétnta
AIAAIKAZIETZ EAEFXOY MNOIOTHTAZ.

e H ekkivnon Tou mpwtokoAAou Abbott m2000sp Master Mix Addition Pl
TPETEL VA TpaypaTomnoLeital eviog 1 wpag arnd v oAOKARpwaon
NG MPOETOUACIAG DELYHATWY.

e e MepinTwon akupwong Tou MpwTokdAAou Abbott m2000sp
Master Mix Addition, aroppilite Ta avidpacTtrpla evioxuong mou
xpnouoromenkav yia deltepn dpopd. Ta véa dlayvwoTikd olvoAa
avTIOPACTNPIWY TIOU XPNOLPOTIOLOUVTAL YId TIPWTN $opd Urnopolv
va puAaxBolv Kal va arnoBnkeuTouv yla HETAYEVECTEPN XPHON,
OTWG TEPLYPAPETAL OTO TIAPOV EYXELPIDLO.

e H ekkivnon tou mpwtokdAAou yla 1o oclotnua Abbott m2000rt
TPEMEL va Tpaypatornoleital eviog 50 Aemtwy amnd v ekkivnon
Tou TpwToKOAAoU Master Mix Addition. Xe mepintwon pn ekkivnong
evtog 50 AETTWY, dLAKOTG 1) akUpwaong TG oelpdg avaiuong
otov avaAutr) Abbott m2000rt, oppayiote To Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate o éva oppayt{opevo MAAOTIKO CAKOUAAKL
kal arnoppite 10 oUpdwva pe Tig Odnyieg Aettoupyiag kat
Juvtpnong tou avaAutr Abbott m2000rt, padi pe Ta yavtia mou
XPNOLUOTIOOATE Yla TOV XEIPLOPO TNG MAAKAG.



THMANTIKO: Ta avtidpaaoTtrpla gvioxuong rou 6a xpnotuornomneoiv
yia deutepn dpopd npénel va anobnkevovtal oe Beppokpacia —10°C
1 xapnAdtepn eviog 50 AemT@V and v Evapgn Tou MPwTOoKOAAOU
Master Mix Addition.

MPQTOKOAAO EZETAZHZ: AEIFMATA DBS ME XPHzH
TQN ANAAYTQN ABBOTT m2000sp KAl ABBOTT m2000rt

la Aemtopepn Teptypadn Tou TPOToU eKTEAEONG EVOG TPWTOKOAAOU

yta tov avaAutr Abbott m2000sp kat Tov avaAutr Abbott m2000rt,

avatpéfte otig Odnyieg Asttoupyiag kat uvtripnong Tou avaAuth

Abbott m2000sp kat Tou avaAutr) Abbott m2000rt, oTtnv evétnTa

Odnyieq Aettoupyiag. MNa 1o nMpwTtékoAAo DBS armatteital To AOYLOHIKO

Abbott m2000sp Software Version 6.0 1} petayevéoTtepng £kdoong.

AkoAouBnoTe TIG 0dnyieq oTig Odnyieq Aettoupyiag kat Zuvtrpnong

Tou avaAuTr Abbott m2000sp (Kwdikdg mpoidvtog 09K20 €kdoon 6 1

PETAYEVEOTEPN).

Y& kABe oelpd PeTprioewv propolv va urnoBAnBouv oe enefepyaacia

96 deiypata ouvoAlkd. Ze kABe oelpd PETPHOEWY CupTEPAauBavovtal

Ta npoétura eAéyxou Abbott RealTime HCV Negative Control, Low

Positive Control kat High Positive Control, yia va givat epikt n

enefepyaoia €wg kat 93 detypdtwv DBS ava oelpd petproewy, 6tav

dev oupmeplhapBavovtal BabuovounTtég.

O1 BaBuovounTég kal Ta mpoTuna eA&yxou unofdAlovtal oe

enefepyaoia aneubeiag wg uypd deiypata. Ta Bripata 1 €wg 5

adopolv poévo ) uéBodo DBS. Aev mipémnel va urtoBdAAovtal oe

ene€epyaoia deiypara nAdopatog 1 opol og Kauia oelpd avaAloewv
ortou xpnotyoroteital To mpwtdkoAAo DBS. MNa kdBe deiypa DBS, Ba

TPETEL va xpnotdoroleitat éva pepovwpévo Abbott Master Mix Tube

yta oAdkAnpn N dladikaoia eneEepyaoiag detypdtwy. BeBawwbeite

6Tl Ta delypata DBS éxouv eronuavBei kad' 6An 1 dldpkela g

ene€epyaoiag.

1. MAnpwote to Abbott Master Mix Tube pe 1,3 mL puBuloTikoU
dlaAupatog mDBS amné 1o Abbott mSample Preparation system DBS
Buffer Kit (Kwdwdg rpoidvtog 09N02-001).

THMEIQZH: Mn xpnoigornoleite pubuioTikd didAupa mLysis Buffer
1 aAAa avtidpaoctipla yla autod to Bripa

2. Kpatote tn diatpntn kdpta DBS endvw arno 1o Abbott Master

Mix Tube.

3. Q6note Tov kUkAo DBS £€Ew amnd v Kapta xpnotgonowwvtag éva
kaBapo puyxog avappodntipa, 1 kukAog DBS avd Abbott Master
Mix Tube. KaBe DBS Ba mpérmnel va €xel dIAPETPO TePIMou pLauLon
ivtoa (12 xtAootd).

THMEIQXH: XPHZIMOMOIEITE NEO PYIXOZ ANAPPOQHTHPA
A KAGE AEIFMA DBS INA THN AMOQYrH AIAZTAYPOYMENHZ
EMIMOAYNZHZ.

EvaAAakTikd, améd un diatpnto xapti DBS, koyte 1 0A6KANnpo
DBS (dlapétpou mepimou ptaplong ivioag) yia kabe deiyua kat
petapépete oe éva Abbott Master Mix Tube.

THMEIQXH: Anoduyete Tnv aueon enadn g empavelag

Komn G Pe Ta deiypata DBS. AnoAupaivete To epyaleio mou
Xpnotuoroteitat yia Tnv komr) DBS petagu detypatwy, edv gival
anapaitTo, cUudwva He TIG OPBEG EPYACTNPLAKEG TIPAKTIKEG.

4. BeBawbeite 6TL 0 KUkAog DBS eival mAnpwg Bubiopévog oto
PUBULOTIKG dldAupa mDBS KtunwvTag eAadpd to cwAnvaplo 1y
XPNOLHOTOLWOVTAG TO PUYXOG Tou avappodntipa yla va eupubioete
T0 DBS 070 puBULOTIKG DldAupa.

SHMEIQZH: Edv xpnotporoleital puyxog avappodntipa yia mv
eUBUBION Tou DBS oTO pUBUIOTIKOG BldAupa, BeBaiwbeite OTL TO
puyxog tou avappoontripa dev npokaAei anwAela 6ykou DBS
AOY® TNG OUYKPATNONG UYpOoU aTo pUYXOG 1j/Kal TG anoppodnong
Tou pubuLoTikoU StaAlpatog and To ¢pidtpo Tou piyxoug.

5. AvakivnoTe pe To XEpL 1 TeploTPEYTE Ta wAnvapla deiypatog.
Mnv avadelete ta deiydata oe pnxaviké avadeutrpa (vortex).
Enwaote eni 30 Aemttd ( + 2 Aertd) o Bepuokpacia neptBAAAovtog.

6. Zto dldotnua autd, arnoute ta mpdtumna eAéyxou g e&étaong
Kat To eowTeplkd mpdTuto eAéyyou (IC) oe Beppokpaaia 15°C
£€wg 30°C 1 2°C €wg 8°C. Anougte Toug Babuovountég oe
Beppokpacia 15°C €éwg 30°C 1§ 2°C €wg 8°C, yévo eav mpodkettal va
npayuatornojoete Baduovounon.

THMEIQZH: Meta tyv anéyugn, urnopeite va anobnkeloeTe Ta
npotuma eA€yxou Tng eE€TAong, To ECWTEPLKO TIPOTUTIO EAEYXOU
Kat Toug BaBuovountég oe Bepuokpacia 2°C éwg 8°C yia €wg Kat
24 wpeg npv anod  xpron.

7. Avadelote og pnxavikd avadeutripa (vortex) kdbe Babuovounts
Kat kaBe mpdturo eAéyxou g eE€taong 3 Popéq emi 2 €wg 3
deutepoOAertTa, Tiplv and mm xprion. BeBawwBeite 61t To TiepLeXOUEVO
K@Be pLaAdiou BpiokeTal oTov MUBPEVa KTunWvTag eAadpd ta
dLOADLa oToV TIAYKO WOTE TO UYPS va kaBLlavel oTov Tubuéva
Tou PlaAdiou. BeBaiwbeite 611 dev dnuioupyouvtal puoaAideg iy
appog. Edv undpyel, apalpéoTe To Pe £va anooTelpwEVO pUyXoq
avappodnTpa, XPNOLUOTIOWVTAG £va VEO PUYXOG Yia KABe dlaAidio.

8. Anoyufte Ta avidpaotrpla evioxuong oe Bepuokpacia 15°C €wg
30°C 1} 2°C éwq 8°C kat arnodnkeloTe Ta otoug 2°C éwg 8°C yla
600 dlaotnua analtei n dladikacia evioxuong tou Master Mix.

9. EmAéETe véa dlayvwOTIKA OUVOAA avTdpacTnpiwv evioxuong

avTIdPACTNPIWY EVIoXUONG 1/KAL HEPIKWG XPNOLMOTIONMEVA
dlayvwoTikd olvoAa avTdpaotnpiwy evioxuong yla xpnon ot oepd
avaAuoewv. Avatpé€te atig Odnyieg Aettoupyiag Kat Zuvtipnong
Tou avaAutr Abbott m2000sp (Kwdikog mpoiovtog 09K20 ékdoon
6 1} petayevéotepn), evotnta «Odnyieg Aettoupyiag» yia odnyieq
OXETIKA pe TN dlaxeiplon Twv anoBePdTwy TWV dLayVWOTIKWV
OUVOAWYV avTdpaoctnpiwyv gvioxuong. Ta dlayvwoTikd cUvoAa
avTdpaotnpiwv evioxuong mpEmeL va €xouv Tov dlo aplbud
naptidag.

AnoUETe Ta véa avtidpaoTripla evioxuong oe Bepuokpacia 15°C
£€wg 30°C 1} 2°C éwg 8°C kat anobnkeloTte Ta oToug 2°C éwg 8°C
yta 600 didotnua araitel n dladikacia evioxuong Tou Master Mix.
THMEIQZH: Meta tyv anéugn, unopeite va anobnkeloete Ta
véa avtidpacTtipla evioxuong oe Beppokpacia 2°C éwg 8°C yia
£WG 24 WpeG, av dev xpnoiononfouv auEows. Ta HEPIKWG
Xpnotpgonoimpéva dlayvwoTikd oUvoAa avtidpaotpiwyv evioxuong
TIou Xpnolomnotolvtal yia deitepn ¢popd AEN Ba npémnel va
¢duldooovtal o Beppokpacia 2°C éwg 8°C mpiv anod ™ xprion. ©a
npénel va puldooovtal oe Beppokpacia —10°C 1} xapnAotepn,
€wg OTou XpelaoTtolv yia v npoaBnkn Tou Master Mix. Meta
™v adaipeon Toug anod Tov kataukTn, ) cUVOALKN €kBeon ot
Bepuokpacia dwuatiou dev Ba npénel va urnepBaivel ta 25 Aentd,
OUUTEPIAQUBAVOUEVWYV TWV TIEPIMTWOEWV OMOU TA SlayVwoTKA
olUvoAa adaipouvTal anod Tov Xwpo anobnkeuong, aAAd dev
XpnotuorolouvTat. e Mepintwon unéppaong Twv 25 AeMTwWV,
anoppiyTe Ta PEPIKWG XpNolponomuéva dlayvwoTikd oivoAia
avtidpactpiwv evioxuong.

3TOV MApakATw mivaka napouctadetal o aplBpog Twv avtidpactnpiwy
mnpoeTolpaciag detyddtwy Kal Twv GLaAdiwv ecwTtepkoU PoTUTIoU
eA€yxou mou aratrolvtal ye BAaon tov aplbpud Twv aviidpacewy.

AvTiBpaoTtipla mpoeTolpaciag dSelyudatwy Kal anattioelg ECWTEPIKOU
TpoTUTOoU eAEyXoU

1éwg 24 25 éwg 48 49 éwg 72 73 éwg 96
AvtidpaoTiiplo avtidpaocelg  avtidpdocelg  avTidpdoelg  avTidpAacelg
mMicroparticles 1 dpLaAn 2 pLaAeg 2 PpldAeg 2 PraAeg
mLysis 1 ddAn 2 pLaAeg 3 pLaAeg 4 dLaieg
mWash 1 1 ddAn 2 plaAeg 3 pLaAeg 4 dLaieg
mWash 2 1 ddAn 2 pLaAeg 3 pLaAeg 4 dLaieg
mElution Buffer 1 ddAn 2 pLaAeg 3 pLaAeg 4 dLaieg

1 véo dplaAidlo 1 véo dLaAidlo 2 véa plaAidia 2 véa dlaAidia

Eowtepikd N1 HEPIKWG 1) 2 HEPIKWG 1) 3 MEPIKWG 1) 4 HEPIKWG
nPOTUTIO XPnotpo- Xpnotyo- Xpnotyo- Xpnotpo-
eA€yyou? mompévo nompéva nompéva nompéva

dLaAidlo dLaAdLla dLaAdLla PlaAidla

@ Mropei va xpnotoromnBei cuvduacudg vEwy GLaMBIWV Kal HEPIKWG
XPNotorompuévwY GLaABiwY 0WTEPKOU TIPOTUTIOU EAEYXOU.

1

1

1

1

1

1

0. AvaotpéPte ria tiq ¢ptdAeg Abbott mSample Preparation
yla va BeBawwBeite 611 To dldAupa €xel opgoyevoronbel. Eav
napatnEnoeTe KPUOTAAAOUG o€ oroladnroTe anod TiG GLdAeq
avtdpaotnpiou étav v avoifete, apniote To avTdpacTiplo va
efloopporrioel oe Beppokpacia dwyatiou, PEXPL oL KpUOTAAAOL
va dlaAuBouv. Mn xpnotyomooeTe Ta avildpaotipla, eav ot
KpUoTaAAoL dev dlaAuBouv.

. AvadeloTe kaBe eowTeplkd TipoTUTIO EAEYXOU (IC) 3 dopég yia 2
£€wg 3 deutepoAerta mpLv arod T xpPrion.

2. Xpnouorowote €va Baduovounuévo avappopntrpa akpiBeiag
EIAIKO A XPHZH MONO ME TO EZQTEPIKO MPOTYNO
EAEMXOY yia va npooBéoete 500 pL IC oe kdBe PplaAidio tou
mLysis Buffer. Avapi§te pe rua avaotpodn 1o PpLaAidio 5 Ewg
10 dopég yia va eAayiotoroinbei o applopds. Ta PEPIKWG
xpnotgoronuéva paAidia IC propoulv va enavanwuaTioTolv Kat va
amnobnkeutolv oe Beppokpacia —10°C 1) xapnAdTepn yia deutepn
xpenon.

3. ToroBetroTE TO BETIKG MPATUTO EAEYXOU XaunAoU kat ugnAou
ETUMEDOU, TO APVNTIKO TIPOTUTIO EAEYXOU Kal Toug BaBuovountég,
katd mepinTwon, otoug dopeig detypdTwy Tou avaAutr Abbott
m2000sp.

4. MeTd TNV 0AOKANPWON NG EMWAONG, AVAKIVACTE PE TO XEPL
N TeploTpéPTe TA CWANVApLa deiypatog DBS kat katormy
ToroBeTAOTE TA O0TOUG dopeig detyudtwy Tou Abbott m2000sp.

THMEIQXH: BeBawwbeite 0Tl ol popeig delypaTwv Tou avaAutn
Abbott m2000sp éxouv BaBuovounBei e1dika yia tn dladikacia
Abbott RealTime HCV yiwa DBS.

5. PopTwote Toug dopeiq BelyUATWY TIPOCEKTIKA yia va aropeuyBei
TUXOV urepxeiAlon. Eav xpnotdorololvTatl, ol YPaupwTol KWIIKEG
OTIG ETIKETEG TWV OWANVApiwv MPEMeL va eival oTpaypévol
mpog Ta de&ld yia odpwon. BeBawwbeite 6TL kaBe owAnvaplo
£xel TonoBeBel 0TaOePA 01O Popéa delyudtwy, TOL WOTE O
TuBuévag Tou cwAnvapiou va GTAveL 0TO ECWTEPIKO KATW PEPOG
ToU popéa.

-
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22.

QoptwoTte Toug dopeig detyudTwy Tou £xouv MANPWAEL

otov avaAuTtr) Abbott m2000sp oe dladoxikéq BEoeLg PpopEwv
DelYUATWY, PE TOV IPWTO HopEa va TOMoBETEITAL OTNV TIPWTN
npog ta deld Béon oty Tpaneda epyaciag, kat kabe erunAéov
dopéa Ye TN oelpd MPog Ta aploTePd ToU MPWTOU popéa.
ToroBemote Ta 5 mL Reaction Vessels 0Tov Gpopéa UMoOoUOTAHATOG
1 mL tou avaAutr Abbott m2000sp.

QoptwoTte Ta avtidpacthpla Tou Abbott mSample Preparation
System kat To Abbott 96 Deep-Well Plate otov nayko epyaciag tou
Abbott m2000sp, 6nwg Teptypadetal otig Odnyieq Aettoupyiag
Kat Zuvtripnong Tou avaAutr Abbott m2000sp oTnv evotnTa
«Odnyieq Aettoupyiag».

A6 v 086vn Protocol (MpwTékoAAo), eTUAEETE TO apyeio
edpappoynig HCV RNA DBS. EKKIVAOTE TO MPWTOKOAAO EKXUALONG
deiypatog, onwg neptypadetat otig Odnyieg Aettoupyiag kat
Suvtripnong tou avaAutr Abbott m2000sp otnv evotnta «Odnyieq
Aeltoupyiag».

Elodyete TIQ eOIKEG TIHEG Yla TNV apTida Babuovountwy
(amatteital edv dev €xel amoBnkeuTtel KAUTUAN Babuovéunong
otov avaAutr Abbott m2000rt) kat mpotUnwy eAéyxou ota nedia
Sample Extraction (EkxUAwon deiypatog): Worktable Setup (PuBuion
ndykou epyaoiag), Calibrator (BaBuovountg) kat Control (Mpdturo
eAéyxou). OL edBIkEG yia TNV naptida TipéG avaypddovtal oe kAbe
Abbott RealTime HCV Calibrator kat Control Kit Card.

. H ekkivnon tou mpwTtokdAAou Abbott m2000sp Master Mix Addition

(Bripa 28) mpérmel va npaypaTtoroleitatl evtog 1 wpag anod v
0AOKANPWON NG TpoeTolpaciag detyudTwy.

THMEIQZH: AAAGETe yavTia TipLv XEIPLOTEITE Ta avTidpastipla
evioxuong.

TonoBetioTe Ta avidpaoTripla evioxuong kat To Master Mix

Tube (edv anatteital) otov nayko epyaciag tou avaAutr Abbott

m2000sp pOALG OAOKANPWOEL N TTAPACKEUT TWV JELYHATWY. ZTOV

Mapakdtw mivaka rapouctddetal o aptBpds Twv dayVWOTIKWVY

ouVOAWV avTidpacTnpiwy evioxuong mou arartodvral pe Baon Tov

aptBuod twv avidpacewv. Edv xpnouoroleital gévo 1 dlayvwoTikd

oUvoAo avtidpaoTtnpiou evioxuong, dev anatteitat cwAnvapLo

Master Mix.

Anattioelg yia to Amplification Reagent Pack®

1éwg 24 25 £éwg 48 49 éwg 72 73 éwg 96
avtidpdaoelg  avtidpaocelg  avtidpdoelg avtidpaocelg
1 av eivat 2 av eival 3 av eival 4 véan
véo, péxpL véa, péxpl véa, pExpL HEPIKWG
4 pe ta 4 pe ta 4 pe ta Xpnotuo-
MEPIK®G HEPIKWG HEPIKWG mnomnpéva
Xpnotyo- XpnoJo- Xenotyo- dlayv. ouvoAa
< nomuéva mnonpéva

rt%lﬂ\l:,va dlayv. dlayv.

oUVOAd olUvoAa oUvoAa

a

AvatpéEte otig Odnyieg Aettoupyiag kat ZuvTipnong Tou avaiut)
Abbott m2000sp (Kwd. ripoidvtog 09K20 ékdoon 6 1} petayeveéotepn) yia
001NYieq OXETIKA pe TN Blayeiplon arnoBEPATOC BLayVWOTIKWVY GUVOAWY
avTidpacmpiwy evioxuong yla va KabopioeTe To PEYIOTO aplOud
avTIdOPACEWY TIOU PIOPOUV va eEETACTOUV LE TA ETUAEYHEVA HEPIKWG
Xpnotdoromuéva dlayvwoTikd oUvoAa evioxuong.

o Ta UEPIKWG XPNOLPOTONpEVA DlayVWOTIKA GUVOAA Uropolv va
Xpnotporomnolv pévo oto dlo avaAutr Abbott m2000sp Tou
XPNOLUOTIONBNKE yla TNV apXIKN TPOETOlAdia ToU dlayvwaTIKoU
ouvoAou avtidpaoctnpiwyv. Av ) deltepn dopd xpnotuorombolv
o€ dladopeTikd avaAutn Ba rpokAnBei opaAua Tou propei va
KaBUOTEPNOEL TNV EKTEAEDT) TNG UETPNONG.

* MepIKWG XpNoLpoTonpuéva Kat véa dlayvwoTikd oUuvoAa
gvioxuong propouv va xpnotporotnBolyv padi.

SHMANTIKO: Ta peplk®g Xpnotpomnompuéva dlayvwoTika ouvoAa

avTidpacTtnpiwv evioxuong npénel va anobnkelvovtal oe Beppokpaacia

—10°C 1} xapmAoTepN WG apESWG TIpLV arno T dedTepn Xpriom.

EruBeBawwote 611 To Master Mix €xel artouyBei ripiv ToroBethoeTe

MEPIKWG Xpnotonomuéva dlayvwoTtikd cuvoAa atov dyko epyasiag

Tou Abbott m2000sp. Metd v adaipeor) Toug arno 1o XWpPo

arnoBnkeuong oe Beppokpacia —10°C 1 xapunAoTepN, TA UEPIKWG

Xpnotponompuéva dlayvwaoTikd oUvoAa Tou XproiJornolodvTal yia

deutepn popd MpEmel va XpnotpomomBouv eviog 25 Aent@v 1) va

arnopplhBouv. Auto LoxUel yla T cuVOALKR €kBeon oe Beppokpacia
dwpatiou, CUUTEPIAAUBAVOUEVWV TWV TIEPIMTWOEWV OTOU TA

SlayvwaoTtika cUvoAa agpatpolvTal anod Tov XWpo anobnkeuong,

aAAd dev xpnolomnolouvrat.
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25.

23. BeBaiwBeite OTL TO TIEPLEXOPEVO TWV VEWV DLAYVWOTIKWY GUVOAWY

avTdpaoctnpiwy evioxuong Bpioketal oTov MuBpéva Twv PLaAdiwv

TPV avoiEeTe T AVTI®PAOTAPLA EVIOKUONG, KTUMWVTAG EAadPA Ta

dLaAidia oe 6pBla Béomn otov ayko 5 Ewg 10 dopég.

e Mnv XTUMATE TA UEPLIKWG XPNOLUOTIOMUEVA DlayVWOoTIKA oUvoAa
avTdpactnpiwy evioxuong mou xpnotyortoolvTatl yia deltepn
dopd. To XTUMNUA UMopel va MPOKAAETEL AMWAELD TOU OYKOU
Tou Master Mix oTo Twua.

Adaipéote Ta wpata. Edv éva véo dlayvwoTikd oUvoAo

avTdpaoTNPiwV evioxuong MPOKELTAL va arnoBnkeuTel yla

deuTepn XPNon, Ta GLaAidia Ba Mpémel va enavanwuatiotolv

yla anoBrikeuon. EGv okoreleTe va xpnotyornotoete Eava

TA aPXIKA TIWOPATA YA VA MWHATIOETE Ta PLaAdla Twv

avTidpactnpiwy, anodnkeloTe Ta aApXlkA MWuata. Av okoreleTe

vVa XPNOLUOTIOOETE VEQ TIWHATA YA VA MWHATIoETE Ta GLaAdla

TWV avTdpaocTnpiwy, PMopeite va anoppiPeTe Ta apxikd mwyata.

Edv xpnowornoteitat oupakiAn N-yAukoQuAdon (UNG) yia éAeyxo

™g eMPOAUVONG, AKOAOUBNOTE TIG MAPAKATW OdNYiEG.

Xpnoworowjote évav ANAPPODHTHPA EIAIKO A XPHZH

MONO ME ANTIAPAXTHPIA yia va npooBéoete Tov

ouykekplpévo 6yko tou 1 U/uL UNG (Kwd. mpoidvtog 6L87-02)

oT0 PLaAidlo avtidpaompiou oTn BEoN 3 TWV VEWV KAl PEPLKWG

XPNOLOTIOMUEVWY BlAYVWOTIKWY CUVOAWV avTdpaotnpiwv

evioxuong. Avapi&te xelpokivnta avappodwvtag fria e tov

avappodnTipa yia 6Ad Ta PEPIKWG XPNOLUOTIONUEVA DLAYVWOTIKA
olvoAa. Mnv avaptyviete véa dlayvwoTikd oUVoAa.

e XpPnoLUOTIOOTE TOV TIAPAKATW TVAKA YLA VA TTPOadLlopioeTE
Tov 6yko UNG mou Ba mpootebei 010 dLaAidlo avidpaotnpiou
otn B€om 3 TWV VEWV Kal JEPLKWG XPNOLUOTIONUEVWY
BLaYVWOTIKWY OUVOAWY avTidpaotnpiwv evioxuong. To GpLaAidio
avtdpaotnpiou otn BEan 3 evog vEou dlayvwoTikoU ouvoAou
avtdpaotnpiou TeplExel To €vCupo Beppodvtoxng oAupepdong
moAupepdong rTth. To pLaAidio avtidpaotnpiou otn B€on
3 £VOG PEPIKWG XPNOLUOTIOMUEVOU BlayVWOTIKOU GUVOAOU
avtidpaotnpiou TepLEXEL TO KUpLo piyua Master Mix.

'Oykog UNG mou 8a npooTteBei oto praAidio avtidpastpiou ot
Béomn 3 kKABe 5layvwoTIKOU oUVOAOU avTIBPacTnPiwv evioxuong

EEeTAoELG TIOU AMOMEVOUV OTO MpoaBnkn autou Tou Gykou

SlayvwoTiké civoAo UNG (uL)
1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13

-
.
-
N

12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (véo dlayvwaTikG cUvoAo) 27




26.

27.

28.

29.

30.
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32.

33.

THMEIQZH: O 6ykog UNG mou mpootifetal oto ¢plaAidio

avtidpaoctnpiou ot B€on 3 e§aptatal anod tov aplOuod

TWV e§€TACEWV TIOU AMOUEVOUV OTO BlayvwoTikdé olvoAo

avTidpacmpiwv Kat oL anod tov aptdud Twv delypatwy rnou

urtoBaAAovtal oe eEgtaon. AvatpéEte oTig Odnyieg Aettoupyiag

Kat Zuvtipnong tou avaAut Abbott m2000sp yia odnyieg

OXETIKA pE TN Blayeiplon anobePATwV SlayVWOTIKOV GUVOAWY

avtidpaotnpiwv evioxuong kat Tov Tpomo kabopiopol Tou

aplBuol Twv eEETACEWV TTOU AMOMEVOUV OTO SlayvwoTiko aivoAo

avtidpacmpiwv.

Ta PEPLIKWG XPNOLUOTIOINKEVA DlayVwOoTIKA GUVOAA evioxuong

HOPTWVOVTAL OTNV APLOTEPT) TMAEUPA TWV VEWV DLAYVWOTIKWY

OUVOAWV avTIdpacTnpiwV evioxuong oTov TAyKo epyaciag Tou

Abbott m2000sp.

BeBawwBeite 6L Ta dlayvwoTikd oUvoAa avtidpaotnpiwvevioxuong

eival otaBepd tornobeTnuéva oTOV AVAAUTH.

EruAé€Te v KaTAAANAN NMAdka Babéwv Bobpiwv mou avaioyel

otV avtioTtotxn ekxUALon mpoetoluaciag deiypatog. Ekkiviote o

pwTOKoAAo Abbott m2000sp Master Mix Addition. AkoAouBrjoTe

TIg 0dnyieg, 6nwg meptypagovtal otig Odnyieg Aettoupyiag kat

Suvtipnong tou avaAutr Abbott m2000sp, evotnta «Odnyieq

AetToupyiag».

SHMEIQZH: O xelplotig dev npénet va yepidel Xelpokivnta ta

keva BoBpia ato Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e 'Otav oAokAnpwOei n ekxUAlon deiypatog, o avaAutig Abbott
m2000sp ekteAel autdpata MARPWON Twv Kevwv Bobpiwv Tou
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate pe puBpioTikéd dtdAupa
meElution, étav nmpayupatornote{tal enegepyacia neploooTEPWY
arno 48 delyudtwy eviog plag oelpdg avaluong. H mAnpwon tng
mAdkag dev ekTeAeiTal yia Oelpéq avaAloewy pe 48 deiypata
Atyétepa.

e Edv {nmnBei anod tov avaAutr, o popéag aviidpaotnpiwy 2
TPETEL va mapapeivel 0tn B€om Tou, MEPLEXOVTAG TOUAGXLOTOV
Tov urtodoxéa avtidpaoctnpiou yia To pubuloTikd dldAupa
€kAouong mElution (popéag avtidpaotnpiwv 2, B€on 6). Eav
0 OUYKEKPLUEVOG UTIodOoXEAG avTidpaotnpiou Exel adpalpebei,
TOMOBETAOTE VEO UTIODOXEA PE TNV ETIKETA TOU PUBULOTIKOU
SlaAUpatog mElution otov popéa avtdpaotnpiwy 2, 0N
B€on 6. To oloTnua Ba npocBEoel uypd oTov UrodoxEa
avTdpaotnpiou Kat Ba To XPNOLUOTIOWCEL Yia TNV TIARPwWoN
TWV Kevwv Bobpiwv. 'Otav n dladikacia autry oAokAnpwOei, To
olotnua Ba ouveyioel pe v TPocOrkn Master Mix.

THMEIQZH: Na Tig 0dnyieg Xpriong TOU GUCTAMATOG OXETIKA ME

™ AetToupyia autouatononpévng mAnpwong poBpiwv nAdkag

avatpéEte atig Odnyieg Aettoupyiag kat ZuvTtripnong Tou
avaAutr Abbott m2000sp (Kwdikog npoiovtog 09K20 ékdoon

6 1) peTayevéotepn), evotnta 5, Odnyieq Acttoupyiag, EkxuAion

deiypatog — Aettoupyia kAeloToU CUCTANATOG.

e H ekkivnon tou TpwTtokOAAoU yia To cuotnua Abbott m2000rt
(Brjua 33) mpénel va npaypatornoleitatl eviog 50 Aemtwyv anod tnv
ekkivnon Tou TipwTokdAAou Master Mix Addition (Briua 28).

THMEIQZH: Edv yia orolodnnote Adyo n oeipd avaiuong

akupwBei ueTd amnod to Pripa 28, npénel va xpnotuornoinei éva

véo Abbott 96-Well Optical Reaction Plate eav npokeital va

enavaAngOei To npwtokoAAo Abbott m2000sp Master Mix

Addition (Brjpa 28).

EvepyomotmoTe Kal mpaypatonowmoTe apxLK eKkivon otov

avaAutn Abbott m2000rt 6To XWpo evioxuong.

SHMEIQZH: MNa v npoBéppavon tou avaAutr Abbott m2000rt
anatrrolvrat 15 Aemtad.

THMEIQZH: Apaip€oTe Ta YAVTIA TIPLV ETUOTPEYETE OTO XWPO
TAapaokeung delyHATwy.

>¢ppayiote 10 Abbott 96-Well Optical Reaction Plate poAig o
avaAutig Abbott m2000sp 0AOKANPWOEL TNV TPOTONKN TWV
delyudtwy kal Tou Master Mix oUpdpwva pe tig Odnyieg Aettoupyiag
Kal ZuvTrpnong tou avaAutr) Abbott m2000sp, Evotnta «Odnyieg
Aettoupyiag».

. ToroBeTOTE TN OPPAYLIOPEVT OTTTIKY) MAAGKA avTidpaong otn Bdon

Abbott Splash-Free Support Base yia petadopd otov avaAutn
Abbott m2000rt.

Eav xpnowuonoteitat uracil N-glycosylase (UNG), akoAouBnote Tig
Tapakatw odnyieg:

Metadépete T odpaylopévn ontiki MAGka otn Bdon Abbott
Splash-Free Support Base kat enwdote oe Bepuokpacia dwuatiou
(15°C éwg 30°C) yia 10 Aemtd. Metd tnv enwaon o Bepuokpacia
dwpatiou, petadépete to Abbott 96-Well Optical Reaction Plate
otn Bdon Abbott Splash-Free Support Base otov avaAutr Abbott
m2000rt.

ToroBetroTe 10 Abbott 96-Well Optical Reaction Plate otov
avaAutr Abbott m2000rt. Arté v 086vn Protocol (MpwTdkoAAO),
erAEETE TO apxeio epappoyrig HCV RNA DBS. EkKIVAOTE TO
TPWTOKOAAO, 6nwg Teptypadetal otig Odnyieq Aettoupyiag

Kat Zuvtripnong Tou avaAutr Abbott m2000rt, evotnta «Odnyieg
Aettoupyiag».
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THMEIQXH: Zuviotdtal n petadopd TV evioA®v e§étaong

He xpnon tou CD-ROM 1 auvdeong diktiou Pe TG Aettoupyieq
eEaywyng kat elcaywyng Tou Aoylopikol m2000sp kat m2000rt.
Edv n dnuioupyia tng evroAng eE€taong tou Abbott m2000rt
npayparononBei un autopata, L0AYETE TOUG KWBLKOUG
delypatwv atig avtiotolyeg B€aelg Tou diokou PCR cludwva pe
mv évdelgn «Wells for Selected Plate» (BoBpia yia Tnv eruAeyuévn
nAdka), mou npoBaAAovtat atnv 066vn pe Ta «PCR Plate Results»
(AnoteAéopata nAdkag PCR) atov avaAuti Abbott m2000sp.
AvatpéEte omv Evomra 5 otig Odnyieg Acttoupyiag kat Zuvtripnong
Tou avaAutr Abbott m2000sp.

Edav mpokettal va xpnowgoromBei yia deltepn ¢popd £va PEPIKWG
XPNOLOTIoNUEVO dlayvwoTikd gUvoAo avtidpactnpiwyv evioxuong,
kAeioTe Ta 3 PLAADLIA avTIdpacTnpiwy Ye Ta anodnkeupéva
nwopata i véa nwpata (Kwdikég npoiévtog 3N20-01) kat
anobnkeloTe auéowg Ta avtdpaotipla oe Beppokpaacia —10°C

N xapnAdtepn, npootateupéva and to Gwg Kat oe 6pdla Béan.
Aroppite Ta dlayvwoTiké givoAa avtidpactnpiwy evioxuong mou
€xouv e&avtAnBei fj €xouv xpnotuoromnBei duo dopég.
THMANTIKO: Ta avtidpaoTtipla evioxuong mou 6a
XpnotuoronBolv yia deutepn ¢popa rpémnel va anodnkevovrtal

oe Beppokpaaia —10°C 1} xaunAdtepn evtog 50 Aent@v and v
évap&n tou npwTtokOAAou ipoaOnkng Master Mix.

AIAAIKAZIEXZ META THN ENE=ZEPIrAZIA

1. Adaipéote 1o Abbott 96 Deep-Well Plate amé tov ndyko epyaciag
Kat anoppidte 10 oUpPwva pe Tic Odnyieg Aettoupyiag kat
Juvtrpnong Tou avaAutr Abbott m2000sp.

2. TormoBetote To Abbott 96-Well Optical Reaction Plate og éva
oppayl{épevo MAAOTIKO CAKOUAAKL Kal aroppiPte To olpduwva
pe Tig Odnyieq Aettoupyiag kat Zuvtrpnong Tou avaAutr Abbott
m2000rt, yadi pye Ta yavtia mou XPnoLUoToloate yid Tov XEPLopd
m™mg MAAGKaAG.

3. KaBapiote ) Baon Abbott Splash-Free Support Base mptv
v enépevn xprion, oupdwva pe tig Odnyieg Aettoupyiag kat
Suvtipnong tou avaAutr Abbott m2000rt.

AIAAIKAZIEZ EAETXOY MOIOTHTAZ

Ontikn Baduovounon tou avaAutn Abbott m2000rt

AvatpéEte 010 guvodeuTikd GUuAAAdLo TG eE€Taong Abbott RealTime

HCV (Kwdikog tpoiovtog 4J86).

Ba6uovounon egétaong

AvatpéEte 0To oUVODEUTIKO PUAAADIO NG e&éTaong Abbott RealTime

HCV (Kwdikég mpoidvtog 4J86).

MNa mv e&étaon DBS pe xprion twv cuotnuatwv Abbott m2000sp

kat Abbott m2000rt: 'Otav n BaBuovéunon Abbott RealTime HCV

yivel amodekTn Kal anobnkeuTel and Tov avaAutr, UMopeite va

™ XPnolporoLeite yia didotnua 6 uynvwv. e autd To dldoTtnua,

propeite va eEeTadete 6Aa Ta endueva deiypata xwpig npdobetn

BaBpovounon, ektég eav:

e Xpnoworoteitat éva Abbott RealTime HCV Amplification Reagent
Kit ano véa naptida.

e Xpnoworoteital éva Abbott mSample Preparation System (4 x 24
dladlkaoieq mapackeung) arno véa naptida.

e 'Exel eykataotabel véo apyeio edpappoyrg Abbott RealTime HCV RNA DBS.

34.

Avixveuon avacTtoAng
AvatpéETe 01O OUVODEUTIKO PUAAADIO NG eEéTaong Abbott RealTime
HCV (Kwdikog mpoiovtog 4J86).

ApvnTIKO Kal BeTIKO POTUTIO EAEYXOU
AvatpéEte 0To oUVODEUTIKO PUAAADIO NG e&éTaong Abbott RealTime
HCV (Kwdikég mpoidvtog 4J86).

'EAeyx0g TOou epyacTnpiou yia napoucia emipoAuvong
AvatpéETe 01O OUVODEUTIKO PUAAADIO NG eEéTaong Abbott RealTime
HCV (Kwdikog mpoiovtog 4J86).

AMOTEAEZMATATTIA AEIFMATA DBS

To arotéAeopa NG ouykévipwong oe deiypa DBS mou avadépetal
01N oelpd avaiuong tou npwTokdAAou Abbott m2000rt DBS ekppadel
TN ouykEVTpwaon Tou ol HCV o1o MAdopa delypatwy oAkou aipjatog
ano ta oroia €xet AnpOei To deiyua DBS. O avaAutrig Abbott m2000rt
avapépel autépata ta anoteAéopata otov oTabud epyaciag

Tou Abbott m2000rt. Ta arnoteAéopata tng e§étaong propolv va
avagpepBouv oe dlebveig povadeg IU/mL iy Log IU/mL.

Epunveia Twv anoteAeopatwv

ArotéAeopa Eppnveia

Not Detected (Aev avixveUtnke)
<2,66 Log IU/mL®

2,66 £¢wg 8,00 Log IU/mL

>8,00 Log IU/mL

O o16x0¢g dev avixveuTnke
Avixvelutnke

>ULQP




@462 IU/mL
P ULQ = dvw 6plo MoooTIKOU MPOTdLopIoHoU

MNEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

e TIAIN VITRO AIArNQZTIKH XPHZH

e [a tn BEATIOTN anodoon autig g e€étaong anatteital n
KATAAANAN GuAAoYr, amnoBbrikeuon Kal HETAPOPA TwV dELYPATWY
oTov XWpo e&€taong (avatpégte oy evotnta ZYAAOIH,
AMOGHKEYZH KAl METAQOPA AEIrMATQN XTO XQPO
EZETAZHZ oT1o napo6v ouvodeuTikd GUAAGDLO).

e Ta delyyata oAkoU aipatog mou cuAAEyovTal e owAnvapla
EDTA propoUv va xpnaotgoroin8ouv yia tn dnuloupyia detypatwy
DBS mnou e€etadovtal pe ) eE€taon Abbott RealTime HCV yua
DBS. H xprion AAAwvV avTIMKTIKWY dev €XEL EMIKUPWOEL Pe
e&étaon Abbott RealTime HCV yia DBS.

e H eEétaon Abbott RealTime HCV yia DBS mneplopidetal yla
XPrion arnd mpoowrtkd Tou €xel eknaldeutel oTiq dladikaoieq
TpoeToaciag Katl MPoKatapkTikng eneepyaoiag DBS, Tig
BLadIKACIEG HOPLAKWY DlAYVWOTIKWVY eEETATEWY Kal TN Xpron
Tou ouothuatog Abbott m2000.

e H diadikacia Aettoupyiag Twv avaAutwy kat n dadikaoia g
€E£TAONG PELWVOUV ToV Kivduvo ermpudAuvong anod To mpoiov
evioxuong. Qotooo, N erudAuvon voukAeikoU o&€og amd
BaBuovountég, Betikd mpoTUTia eAEYXOU 1| delypata TpEmeL va
eAEyxeTal ye v epappoyr opbng EpYACTNPLAKAG MPAKTIKAG Kal
™V TULOTH THPNOT TWV dladlkaclwy Tou napatibevratl oTo mapov
OUVODEUTIKO PUAAADLO.

° 'Onwg oxUeL yia OAeq TIG BlaYVWOTIKEG EEETATELG, TA AMOTEAETHATA
ano tn eE€taon Abbott RealTime HCV yia DBS mpénel va
gpunvelovtal oe ouvduaoud pe AAAa KAWVIKA Kal epyacTnplakd
eupnuata. 'Eva deiypa pe anotéAeopa Not Detected (Aev
avixveutnke) dev unopei va Bewpnbei apvntikd yia HCV RNA.

e H un katdAAnAn ouAdoyn, Efpavon, anobrikeuon kat o
aKATAAANAOG XEIPLOPOG TwV KapTwv DBS gvdéxetal va odnyrnoouv
oe avakplPn arnoteAéopata eE€taong.

e MnopoUv va xpnatyornoinBouv kapteq DBS Ahlstrom-Munktell TFN
kat Whatman 903. H xprion AAAwV Kaptwv dev €xel ETUKUPWOEL pe
) e&étaon Abbott RealTime HCV.

IAIAITEPA XAPAKTHPIZTIKA ANTOAOZHX INA AEIFMATA DBS

'Opto avixveuong (LoD)

To LoD 1ng e&€taong Abbott RealTime HCV eival 462 IU/mL pe

Tov TUmno deiypatog DBS. To LoD npoodiopiotnke eEetdoviag
delypata DBS mou mapackeudotnkav pe oelpd SLaAupatwy

apaiwong Tou AleBvoug Mpoturou Tou M.0.Y. yia to RNA Tou 100 g
Hnatitdag C apawwpéva oe oAlkéd aipa apvntikd oe HCV. H g&étaon
mpaypatorombnke e 4 aptideq aviidpaotnpiwy evioxuong oe 3 NuépPeg
yta kaBe ouykévipwon HCV RNA. Ta anoteAéopata, Ta ormoia eivat
QVTIMPOOWTIEUTIKA TNG AVAAUTIKNG euatoBnoiag g e§étaong Abbott
RealTime HCV yia DBS, cuvoliCovtal atov Mivaka 1.

MNivakag 1. 'Oplo avixveuong (LoD) g e€€taong Abbott
RealTime HCV yia DBS

HCV RNA AplBuoégmou  AplBuoégmou  Mocoatd rou
(lU/mL) eEeTaoKe avixveltnke avixveutnke
500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

Ané Tnv avaAuon Probit Twv dedopévwy, TIPoEKUPE ATL N CUYKEVTPWON
Tou HCV RNA Ttou avixveutnke and aro&npapévn knAida aipatog pe
mBavotnta 95% rtav 462 IU/mL (95% AE 381 éwg 593 IU/mL).

Fpapuiko €0POG TIHWV

To avw 6plo ToooTIKoU Tipoadloptopol (ULQ) yia ) eE€taon Abbott
RealTime HCV eivat 100 ekatoppUpla IU/mL kat To kdtw 6plo mocoTikou
npoodloplopol Looduvapei e To 6plo avixveuong (LoD) (462 IU/mL)

yta v anaitnon DBS. EEetdotnke pia opdda DBS 7 oTolxeiwv mou
TMapacKeuAoTnke pe apaiwon armored HCV RNA 0€ OUYKEVTPWOELG TTOU
Kupaivovtav anod 200 ekatoppupta IU/mL €wg 316 IU/mL o€ oAko aipa
apvntiko oe HCV. Ta amnoteAéopata, Ta oroia eival avTinmpooweuTKd
Mg Ypauukotntag g e§€taong Abbott RealTime HCV yia DBS,
aretlkoviCovtatl 0to IxAua 1.
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IxAMa 1. Mpappkétnta g e€étaong Abbott RealTime HCV yia DBS

RealTime HCV DBS (Log IU/mL)

0 1 2
Juykévtpwon atoxou (Log IU/mL)

3 4 5 6 7 8 9

H e&€taon Abbott RealTime HCV yia DBS euddavioe ypaypikotnta oe
OA0 TO €UPOG TIHWYV TWV CUYKEVTPWOewWYV HCV RNA tou e€eTdotnkav
(816 €wg 200 ekatoppupla IU/mL, 2,5 €éwg 8,3 Log IU/mL).

EidikétnTa

H eldkémrta-otdxoq mg eEétaong Abbott RealTime HCV yia DBS eivat
peyaAuTepn 1 ion pe 99,5%. H eldikdta npoodlopioTnke We v avaiuon
119 opoapvnTikwv oe HCV detypdtwy pe 2 mapTideq avTidpaompiwy
evioxuong. H ouvoAwkr eldidtta tav 100% (119/119).

AxpiBela

H akpiBela a&loloynbnke pe tnv eE&€taon plag opdadag DBS 6
oToleiwv pe 0téX0 TNV KAAUYn Tou elpoug cuykévipwong HCV
RNA an6 316 IU/mL €éwg 200 ekatoppupla IU/mL. Ta otolxeia
NG opAadag Ye OUYKEVTPWOELG PIKpOTEPEG amd 5 Log IU/mL
(100.000 1U/mL) napackeudotnkav Ue apaiwon KAWVIKWY, BETIKWY o€
HCV detypdtwy oe apvntikd oe HCV oAkd aiua, evwd ta otolxeia g
opadag PE CUYKEVTPWOELG peyaAutepeg amod 5 Log IU/mL (100.000
IU/mL) napaockeudotnkav pe apaiwon HCV armored RNA og 0Ako
aipa apvntiké oe HCV. K&Be otoixeio g opddag eetaotnke oe
enavaAnelg Twv 5 pia ¢opd v nuépa yia 5 nuépeg, oe 3 Ceuyn
Twv avaAutwv Abbott m2000sp/rt pe 3 apTideq avTdpaotnpiou
evioxuong. Mpoodlopiotnkav ol Turikég amokAioelg (SD) eviog Tng
oelpdq avaAloewy, ETAEU TWV OEPWV availuong kat peta&l Twy
efetdoewv. H eE€taon Abbott RealTime HCV yia DBS €xelL oxedlaoTel
yla erniteuEn Turukng andkAlong (SD) peta&u Twv efetdoewv
HikpoTEPN 1 {on Twv 0,25 Log IU/mL HCV RNA yia deiypata pe
ouYKeVTpWoelg HCV amod 10.000 éwg 100 ekaTtoppUpla IU/mL. Ta
anoteAéopara, Ta oroia eival avIiMPOowWTEUTIKA TNG akpiBelag Tng
eE€Taong Abbott RealTime HCV yia DBS, ocuvoliCovtal otov Mivaka 2.



Mivakag 2. AkpiBela tng e§€taong Abbott RealTime HCV yia DBS

Méon ouykévipwon Méon ouykévipwon Twn SD eviog g T SD petagi twv u;tjgﬁs'riv Twn SD peta&l
Ztouxeio opadag N (lU/mL) (Log IU/mL) oelpag avaAioewv®® oelp@v avaAioewv?® eEetdoewv®®  naptibwv/avaAuti®  SivoAoY:®
1 630 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1.435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

@ O turkég armokAioelq (SD) ekppalovtal o Log IU/mL.

B H Tin petall Twv eEeTACEWV TIEPIEXEL TA OTOIXEIQ EVTOG TNG OEPAG QVAAUCEWY Kal PETAEU TwV OEPWV avaAuong.

Y 310 oUvoAo TiepAapBAavovTal Ta OTolXEla eviog TG oelpdg avaAloewy, PETAEU TwV OEPWY avaAuong Kat peTta&l mapTidwv/avaAuth.

5 H péon ouykévipwon Tou oTolxeiou 1 G opddag eivat pikpdtepn arnoé To oplo avixveuong (LOD). Ou extfioelg akpiBetag
BaoiCovtal ota avtiypada mou rnpoodlopiCovTal MoCoTIKA.

& H tn SD evtdg TG oelpdg avaAloewy eival emiong yvwoTr wg enavaAnuoétnta. H ouvoAwkn tiur SD eival emiong yvwoth wg
avanapaywypénTa.

H enavaAnyuétnTa Kat n avanapaywylpétnta ya to otolkeio 1 g opddag (rAnaciov tou LLoQ) rtav 0,26 Log IU/mL kat 0,27 Log IU/mL
avtioTolka, evw yla To aTolxeio 2 g opddag (mAnaiov Tou LLoQ) rytav 0,23 Log IU/mL kat 0,25 Log IU/mL, avtiotolka. H emavaAnyuétta kat n
avanapaywylpémta yia to otolxeio 5 g opddag (mAnoiov Tou LLoQ) tav 0,12 Log IU/mL kat 0,14 Log IU/mL avtioTtolxa, evw yla 1o oTolxeio 6
g opddag (TMAnciov tou LLOQ) fitav 0,04 Log IU/mL kat 0,07 Log IU/mL, avtioTotxa.

ZuoxEtion

O moooTikdg Tpoodloptopdég HCV RNA cuykpiBnke petagu tng egétaong Abbott RealTime HCV pe xprion anognpapévwy knAidwv aipatog kat
G OUYKPLTIKAG eEETaong pe onuavan CE, Abbott RealTime HCV pe xprion avBpwriivou MAACUATOG. TNV avaAuaon cuuneptAndonkav deiypata
nAdopatog kat DBS ané 346 aoBeveiq ouvoAikd (Tou cUAAEXBnkav kal eEetdotnkav otn MNewpyia, To Kapepolv kat tnv EAAGda). Téoo to DBS
Tou Tapackeudotnke anod GAeBkd aipa 6co kat To DBS mou mapackeudoTnke and tpixoediko aiya (finger prick) eEetdomkav pe tn eE€taon
Abbott RealTime HCV yia DBS. Ta anoteAéopata nmoooTikou 1poadloplopol amd deiypata mou eprintouv 0To duvapiké eUpog Twv eEeTATEWY
avaAuenkav pe ) PpEB0d0 YPAUMIKNG TTAALVdPOUNONG EAAXIOTWY TETPAYWVWY Kal Tn péBodo cuotnuatikol opdApatog Bland-Altman (DBS
TpLX0edIKoU aipatog évavtl mAdopatog N=346, DBS ¢pAeBikol aipatog évavtl mAdopatog N=346, kat DBS tpixoeldikoU aipatog évavtl DBS
dAeBIkoU aipatog N=345). I'a 1 ouoyétion peta&u Tou DBS Tpixoedikol aiyatog kat Tou TAAoUAToG, 0 CUVTEAEOTNG ouoxétiong \tav 0,843, n
kAion tav 0,91 (95% AE 0,85 éwg 0,97) kat To onpeio Toung ntav 0,48 Log IU/mL (95% AE 0,12 éwg 0,84) ( ZxAua 2). Ma Tn cuoxétion petagu
Tou DBS ¢pAeBikoU aipatog Kat Tou MAAoPATOG, 0 OUVTEAEDTNG ouoyETiong ritav 0,840, n kAion ftav 0,94 (95% AE 0,88 éwg 1,00) kat To onueio
Topng rtav 0,31 Log IU/mL (95% AE -0,07 £wg 0,69) ( ZxAua 3). MNa tn ouoxétion peta&u Tou DBS Tpixoedikol aipatog kat tou DBS dAeBikol
aipatog, o ouvteAeoTtng ouoyétiong rytav 0,943, n kAion ftav 0,91 (95% AE 0,87 éwg 0,94) kat To onueio Topng rytav 0,53 Log IU/mL (95% AE
0,33 éwg 0,72) (ZxAua 4). ErunAéov, Ta ypadripata Bland-Altman yia Tiq idleq autég ouykpioelg napouotaovtal 0to ZxAua 5, oto Ixnua 6 kat
oto IXnua 7. H yéon dadopd cuotnuatikol opdApatoq peta&lu tou DBS tpixoeldikoU aipatog Kkat Tou mAdopatog nrav -0,05 Log IU/mL. H péon
dladopd ouoTnuatikol opdApatog petagu tou DBS pAeBikou aipatog kat Tou Adopatog rjtav -0,04 Log IU/mL. H péon diagpopd cuotnuatikol
opaApartog peta&l tou DBS tpixoeldikoU aipatog kat Tou DBS ¢AeBikou aipatog itav -0,02 Log IU/mL.

To npoBAemdpevo cuoTnuaTikd opdApa petagu tou DBS tpixoeldikol aipatog kal Tou mAdopatog a§loAoyibnke ota emnineda otdxou LLoQ kat
ULoQ. ErurtAéov, To MpoBAeMOueVo cuoTNUATIKG opdApa peTagl DBS dAeBikol aipatog kat mAdopatog agloAoynenke ota emineda otoéxou LLoQ
kat ULoQ. Avatpégte otov Mivaka 3 yia ) clvon Tou TiPoBAEMONEVOU CUCTNHATIKOU OHAAPATOG.

Mivakag 3. MpoBAenodpevo cuoTnUATIkG opdApa peTagl DBS (Tpixoetdiko 1 AeBikd aipa) kat mAdopatog ota LLoQ kat ULoQ

MpoBAenouevo
Eninedo atéxou ukou poptiou oUGTNHATIKG opAaAua
Ziykpion Eninedo (Log IU/mL) (Log IU/mL)
DBS tpixoeldikol aipatog LLOQ 2,66 0,24
£vavTl mAdopatog ulla 8,00 0,26
DBS ¢dAeBikou aipatog LLOQ 2,66 0,15
£vavTl mAdopatoq ulla 8,00 047
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TXAMA 2. DBS Tpix0eldIkol aiuatog Kat TAAoHaToq ZxAMa 5. DBS tpix0etdikoU aipatog évavtl mAaouatog

107y -091x+048 4{n-346

Méon Tir andkAiong -0,05

©
w
!

o
~
L

e
o
I

IS

T TR PRI PR PR TETE TR TRRTTY FERTEy PRT PRt

w

~
Abbott RealTime HCV nmAdopatog)
o .
h

MoooTikdg npocdloplopdg Abbott HCV DBS oe
TPIX0EIKO aipa (Log IU/mL)
&
!

Awapopa: (Abbott HCV DBS Tpixoeldikou aiyatog -

41

o

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
MoooTIKGG POGdloplopog Abbott RealTime HCV oe mAdopa (Log IU/mL) (Abbott HCV DBS tpixoetdikou aipatog + Abbott RealTime HCV nAdopatog)/2

Zxnua 3. DBS ¢AeBikoU aipatog Kal mAGouatoq TxAMa 6. DBS ¢AeBikou aipatog £vavtt mMAAopatog

4-n=346
Méon Tyn anoékAong -0,04

34
g ¢ ]
0 2
a g . 2
a’ o 4
3 gy
I gsg
= £ 2.3
g2 R
S o SE
< o >
% = g &)
5% 8%
= (]
8 BE
9 o ITE.
0 X = @©
S a 5 e
eg 8¢
= 2=
g =8 2]
g g 3]
= 2 1
T T T T T T T T 1 T T T T
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 [ 2 3 4 5 8 7 8 9 10
MoooTikog poadloplopdg Abbott RealTime HCV oe mAdopa (Log IU/mL) (Abbott HCV DBS ¢AeBikol aipatog + Abbott RealTime HCV mAdouatog)/2
TxniHa 4. DBS tpixoetdikou aipatog kait DBS dpAeBikou aipatog TXAMa 7. DBS tpixoetdikol aipatog évavtt DBS dAeBikou aipatog
10 4+n=345
Méon T andkAtong -0,02
9 b
. 3]
g (98 4
» 8] 2 ]
o o
S g 2]
o 7 ]
TE s
g2 8g 14
2o 6 83 ]
<3 g
1% a p
© © 54 W 04
== 0 < B
© '3 o & ]
a5 B¢
22 4 3a 9
“g =) oo .44
g8 3 ]
2= 3y 82
g8 2% L]
£ =2 ]
z 2] a1
g 8 < 4
Q
(s} o
= 19 e 3
<‘1 ]
0 4]
0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10 , : p : - ) '
. ’ L o 1 2 3 4 5 & 7T 8 8 10
MogoTikég Mpoodioptopdg Abbott HCV DBS ae ¢Aeo aija (Log 1U/mL) (Abbott HCV DBS Tpix0eiiko0 aijiatoc + Abbott HCV DBS GAeBikoU aiuatog)/2

92



BIBAIOTPADIA

1.

10.

1

—

12.

13.

14.

15.

Gower E, Estes C, Blach S, Razavi-Shearer K, Razavi H. Global
epidemiology and genotype distribution of the hepatitis C virus
infection. J Hepatol. 2014;61(1 Suppl):S45-S57.
doi:10.1016/j.jhep.2014.07.027

Guidelines for the screening, care and treatment of persons with
chronic hepatitis C infection. World Health Organization (WHO);
updated April 2016. https://apps.who.int/iris/handle/10665/205035

AASLD/IDSA HCV guidance panel. Recommendations for testing,
managing, and treating hepatitis C. AASLD/IDSA; updated October
24, 2022. https://www.hcvguidelines.org/

European Association for the Study of the Liver. EASL
Recommendations on Treatment of Hepatitis C 2018. J Hepatol.
2018;69(2):461-511. doi:10.1016/j.jhep.2018.03.026

Miller MH, Agarwal K, Austin A, et al. Review article: 2014 UK
consensus guidelines - hepatitis C management and direct-acting
anti-viral therapy. Aliment Pharmacol Ther. 2014;39(12):1363-1375.
doi:10.1111/apt. 12764

Davis GL, Esteban-Mur R, Rustgi V, et al. Interferon alfa-2b alone or
in combination with ribavirin for the treatment of relapse of chronic
hepatitis C. International Hepatitis Interventional Therapy Group. N
Engl J Med. 1998;339(21):1493-1499.

doi:10.1056/NEJM19981 1193392102

Manns MP, McHutchison JG, Gordon SC, et al. Peginterferon alfa-
2b plus ribavirin compared with interferon alfa-2b plus ribavirin for
initial treatment of chronic hepatitis C: a randomised trial. Lancet.
2001;358(9286):958-965. doi:10.1016/s0140-6736(01)06102-5

Fried MW, Shiffman ML, Reddy KR, et al. Peginterferon alfa-2a
plus ribavirin for chronic hepatitis C virus infection. N Engl J Med.
2002;347(13):975-982. doi:10.1056/NEJM0a020047

Hadziyannis SJ, Sette H Jr, Morgan TR, et al. Peginterferon-
alpha2a and ribavirin combination therapy in chronic hepatitis C: a
randomized study of treatment duration and ribavirin dose.

Ann Intern Med. 2004;140(5):346-355.
doi:10.7326/0003-4819-140-5-200403020-00010

Orlent H, Deltenre P, Francque S, et al. Update of the Belgian
Association for the Study of the Liver guidelines for the treatment of
chronic hepatitis C genotype 1 with protease inhibitors.

Acta Gastroenterol Belg. 2012;75(2):245-259.

. Halfon P, Bourliére M, Pénaranda G, Khiri H, Ouzan D. Real-time

PCR assays for hepatitis C virus (HCV) RNA quantitation are
adequate for clinical management of patients with chronic HCV
infection. J Clin Microbiol. 2006;44(7):2507-2511.
doi:10.1128/JCM.00163-06

Kowdley KV, Nelson DR, Lalezari JP, et al. On-treatment HCV RNA
as a predictor of sustained virological response in HCV genotype
3-infected patients treated with daclatasvir and sofosbuvir. Liver Int.
2016;36(11):1611-1618. doi:10.1111/liv.13165

Yoshida EM, Sulkowski MS, Gane EJ, et al. Concordance of
sustained virological response 4, 12, and 24 weeks post-treatment
with sofosbuvir-containing regimens for hepatitis C virus. Hepatology.
2015;61(1):41-45. doi:10.1002/hep.27366

WHO Guidelines on Hepatitis B and C Testing. World Health
Organization (WHO); 2017. https://www.who.int/publications/i/
item/9789241549981

Saldanha J, Heath A, Aberham C, et al. World Health Organization
collaborative study to establish a replacement WHO international
standard for hepatitis C virus RNA nucleic acid amplification
technology assays. Vox Sang. 2005;88(3):202-204.
doi:10.1111/j.1423-0410.2005.00606.x

93

TEXNIKH YMNOZTHPI=H

Ma Texviky unootpLEn, KaAEoTe 0To TOTIKG TpRUA TEXVIKNAG UMOoTAPIENG
™G Abbott 0to TNAédwvo +49-6122-580 1 eriokedOeite TOV LOTOTOTIO
g Abbott www.molecular.abbott.

NEPIAHWH TQN XAPAKTHPIZTIKQN AZ(QAAEIAZ KAI
AMNOAOZHZ

MepiAnWn Twv XapaKTPIOTIKWY acddaAelag kal arnodoong (SSP) yia
autd To TPOoidv dlatiBeTal 0ToV LOTOTOTIO
https://ec.europa.eu/tools/eudamed. Metd v edappoyr| g
Eupwrnaikng Baong Aedopévwy latpotexvoAoyikwy Mpoidviwy,

Ta SSP yia ta mpoidvta eival diabéoipa oe autr v tonobeaia.

H avadnmon yivetal xpnolorowvtag tov kwdikd UDI-DI rou
avaypagetal oTnv eEWTEPLKT) CUOKEUATIA TOU TIPOIOVTOG.

To Abbott RealTime HCV ewodyetal otnv Eupwraikr 'Evwon ané myv

Abbott Diagnostics GmbH, pe dieuBuvon Max-Planck- Ring 2, 65205

Wiesbaden, Meppavia
1300 East Touhy Avenue

‘ Des Plaines, IL 60018 USA

Abbott Molecular Inc.

2797

Abbott GmbH
Max-Planck-Ring 2
65205 Wiesbaden, Germany

© 2020, 2024 Abbott. Me v empUAAEn TavTog dKAWHPATOG.
51-608440/R3

AlUyouoTog 2024



MAPAPTHMA 1. ENMIZKOMHZH THXZ AYNATOTHTAZ NMAPATETAMENHZ XPHZHZ TOY ANTIAPAZTHPIOY ENIZXYZHZ
ABBOTT REALTIME HCV AMPLIFICATION REAGENT

H duvatoétnta MPoalpeTIKNG TMAPATETAYEVNC XPHONG AVTIdPACTNPIOU eVioXUoNG ETUTPETIEL TN XPNOT £VOG dlayVWOTIKoU GUVOAOU avTdpaoTnpiwyv
evioxuong kat ecwtepikoU mpotdrou eAéyyxou (IC) ouvoAikd 2 popég. Ta dlayvwaoTikd cUVoAd avTidpacTnpiwy evioxuong mou dev €Xouv akoun
xpnotoromnBei yia tnv npoetolpacia Tou Master Mix avadépovtal wg véa dlayvwaoTikd ouvoAd. Ta dlayvwoTika oUvoAa avtidpaotnpiwv
gvioxuong mou éxouv dN xpnouuoroinBei pia dpopd kal meptExouv nMapackeuaouévo Master Mix 8a avadEépovtal WG PEPIKWG XpNolPoTomuéva
BlayvwoTika oUvoAa. Ma meplocdTepeq AETITOPEPELEG, AvaTPEETE OTIG 0DNYiEq ToU TIapéxovTal 0TO Tapdv eyxelpidlo.

Tuvbnkeq amobnkeuong (AlayvwoTtika clvoAa avtidpaotnpinv evioxuong kat GLaAidla ecwWTEPIKWV MPOTUTIWV EAEYYXOU)

Tunog SiayvwoTikol ouvoAou Oepuokpacia anobrkeuong Xpovog anoBnkeuong

Néa dlayvwoTikd ouvoAa -10°C 1} xapnAdtepn 'Ewg Vv nuepopnvia mou avaypddetat otny eTKETA
Néa IC -10°C 1} xapnAdtepn 'Ewg Vv nuepopnvia mou avaypdadpetal otny eTKETA
MepIK®G XpnotJonouéva -10°C 1} xapnAotepn (Mpootateupéva anod 1o pwe) 'Ewg kat 14 nuépeg PETA TV apxikn Xprion

dlayvwoTika cUvoAd

Mepikwg xpnotpornoinuéva IC -10°C 1 xapnAotepn 'Ewg kal 14 nuépeg PETA TV apxikn Xprnon

Edv xpnoworoteitat UNG yia m dladikacia eAéyxou erudAuvong, avatpéEte ota Brpata 25 kat 32 tou MpwTokdAAOU EEETAONG YIA OUYKEKPLUEVEG ODNYIEG.

ETUAEETE OUVOUAOHO VEWV KAl MEPIKWG
XPNOIHOTIOINUEVWV SLAYVWOTIKWV
OuVOAWV TIOU amattovvatl yia Tn pETpnon. Mepikwg
Xpnoipomomnpéva
31aYVWOTIKG OUVOAa

Néa d1ayvwoTika ouvola

AropakpuveTe Ta véa dlayv.

-10°C oUvoAa ané v katagugn
/ﬂ[ ( < -10°C). AnoiGETe oTOUG
2°C éwg 8°C 1 15°C éwg 30°C.

Y
&°c Metd v anépuén,
arnoBnkeuoTte oe Beppokpacia
2C /V 2°C éwg 8°C yla < 24 WPEG,
TpLv and T xpnon.
|

OAOKANPWOTE TNV EKXUALOT
deiypartog

A4
ATIOHAKPUVETE TA HEPIKWG -10°C
: AdalpéaTe Ta Karndkia. <€ Xpnoigommoinuéva 3.0. amoé /ﬂ[
' TNV Karayuin (< - 10°C).
1 ¢ BeBaiwOeiTe 611 TO KUPIO
2 piypa €xe1 amopuyOei mpiv
@ ToroBetoTe Ta 5.0. EAEyETE TN amé Tn Xpron.
oTabepoTnTa oTn 60N TOUG.
! TomoBeoTe TA 1KG) 0. 8.0. oTA !
<60 Aenta n HEPIKLG XPT
1

apoTepd.
Y

< 25:)\cm’d

ToroBeTroTe T0 CWANVApPLO Kupiou
piypatog av XpnolyorooeTe mavw and
1 dlayv. oOvoAa.

7 B

Ekkivnon avaAut)
Abbott m2000rt.

€ -------

EEEE EKKIVI\OTE TO MPWTOKOAAO KUPLOU MiyHaTOG.
1 - . . .
' To MpwTOKOAAO KUplOU piyuatog oAOK)\npwean.
1
- ;
Zppayiote ™MV
1 . Y nAdka PCR.
< 5Q Aenta EmavatomoBeTHoTE < 50:Aert'rd

1 Ta Kamakia ¢ 1
1 OTa HEPIKWG 1
: s)g"l‘::'_ll_-'::"’"'“rll‘a;,'l: Metadépete v MAGka 1
. o 1 xpr-:n puTh PCR otov !
, - Abbott m2000rt. ,
1 1

-10°C : A JkeloTE TO 3¢ XpNoiy. ¢ !
- = =) 3.0. oToug < - 10°C, o€ 6pOia EKKWVI|OTE TO € - - - - "

0£€01 Kal MpooTATEUHEVA aTIé MPWTOKOAAO v
TO QUG- Abbott m2000rt. AnoppiTe Ta GBeLa KL TA HEPIKKG

Xenotyort. 5.0. petd tn dedtepn xprom.

Ta dlayvwoTikd oUvoAa avTidpaompiwy evioxuong yia va eivat KatdAANAd yla mapateTagévn xpron mpénet va ¢épouv évav BUnoLo oelplakd
aplBpd Mavw anod To YPAUUWTO KWIIKA.

Ta MEPIK®G XPNOIHOTOMMEVA DLAYVWOTIKA 0UVOAQ avTI®PACTNPIWY EVIOXUOTG HTIOPOUV va XpnaotdoromBouv yia deutepn popd povo atov idlo
avaAut e v apxikn xprion. H xprion toug o€ dladopeTikd avaAuTtr Ba odnynioel oe opdAua eneEepyaociag, To oroio evdEXeTaL va kaBueproeL
oelpd avaiuong.

Mropouv va xpnotoromBouv padi HEPIKWG XPNOIOTOMUEVA KAl VEA DlAYVWOTIKA oUvoAa avTidpaotnpiwy evioxuong. 'OAa ta dlayvwoTikd ouvoAa
avTIdPACTNPIWV EVIOKUONG TIOU XENOLUOTIOLOUVTAL OTOV AVAAUTH YA PLa OElpd avaAloewy TPETMEeL va €Xouv Tov Blo aptBuéd naptidag.
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Dodatek dotyczacy analizy suchej

kropli krwi (DBS)

04J86-010

51-608440/R3
UWAGA: Zmiany wyrozniono kolorem szarym.

Objasnienia uzytych symboli
GTIN Globalny numer jednostki handlowej
Numer katalogowy

Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro

Maksymalny dozwolony czas uzycia

Gorna granica temperatury

Zakres temperatury

Upowazniony przedstawiciel
w krajach Wspdlnoty Europejskiej
[Unii Europejskiej

Producent

Lf - — G

OBSLUGA KLIENTA: PROSIMY O KONTAKT

Z PRZEDSTAWICIELEM FIRMY ABBOTT.

Przed uzyciem nalezy doktadnie zapozna¢ si¢ z trescia niniejszej
instrukcji uzywania. Nalezy $cisle przestrzega¢ podanych tu wytycznych.
Nie mozna zagwarantowa¢ wiarygodnos$ci wynikéw testu w przypadku
jakichkolwiek odstepstw od procedury opisanej w niniejszej instrukcji
uzywania.

Niniejsza Instrukcja uzywania (IFU) stanowi uzupetnienie instrukcji
uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86) i dotyczy probek w
postaci suchej kropli krwi (ang. dried blood spot, DBS).

UWAGA DO UZYTKOWNIKA

W przypadku wystapienia powaznego incydentu dotyczacego tego
wyrobu nalezy zgtosi¢ ten fakt producentowi oraz wtasciwym organom
kraju cztonkowskiego, w ktérym miesci sie siedziba uzytkownika

i/lub ktéry stanowi miejsce zamieszkania pacjenta. W celu zgtoszenia
incydentu producentowi nalezy zapozna¢ sie z danymi kontaktowymi
podanymi w rozdziale ,Obstuga klienta” lub ,Pomoc techniczna” w
niniejszej instrukciji.

NAZWA

Abbott RealTime HCV

PRZEWIDZIANE ZASTOSOWANIE W PRZYPADKU PROBEK
DBS

Abbott RealTime HCV to test in vitro, wykorzystujacy tancuchowa
reakcje polimerazy poprzedzona reakcja odwrotnej transkrypcji
(RT-PCR), stuzacy do ilosciowego oznaczania RNA wirusa zapalenia
watroby typu C (RNA HCV) w krwi petnej naniesionej na karty testowe
w postaci suchej kropli krwi (DBS) (tj. uzyskanej w ramach wktucia
dozylnego albo krwi wto$niczkowej) od oséb zakazonych wirusem
HCV. Test Abbott RealTime HCV jest przeznaczony do stosowania
pomocniczo w prowadzeniu pacjentéw z HCV poddawanych leczeniu
przeciwwirusowemu. Test Abbott RealTime HCV nie jest przeznaczony
do stosowania jako badanie przesiewowe krwi, osocza, surowicy lub
tkanek dawcoéw w kierunku HCV. Nie nalezy go réwniez stosowaé jako
testu diagnostycznego do potwierdzenia zakazenia HCV.

PRZEWIDZIANY UZYTKOWNIK

Przewidzianymi uzytkownikami testu Abbott RealTime HCV sa
pracownicy laboratoriéw.
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WPROWADZENIE

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) jest jednym z gtéwnych
czynnikéw etiologicznych schorzen watroby. Szacunkowo okoto 1.1%
populaciji cierpi na przewlekte wirusowe zapalenie watroby typu C',

a rocznie okoto 700 000 oséb umiera z powodu zaburzen czynnosci
watroby zwigzanych z zakazeniem wirusem zapalenia watroby typu C.2
Genom wirusa HCV stanowi jednoniciowe RNA o dodatniej polarnosci,
a sam wirus jest przenoszony gtéwnie przez dozylne przyjmowanie
lekéw oraz przez preparaty krwiopochodne. U okoto 55 do 85% osob
zakazonych HCV dochodzi do przewlektego wirusowego zapalenia
watroby, z czego maksymalnie u 30% oséb z zakazeniem przewleklym
dochodzi do marskosci watroby.! U pacjentéw z marsko$cia watroby
ryzyko pojawienia sie raka watroby wynosi 2 do 4% w skali roku.’
Wykazano, ze iloéciowe oznaczanie RNA HCV w krwi obwodowe;j
odgrywa kluczowa role w stosowaniu réznych metod leczenia
przeciwwirusowego skierowanego przeciwko HCV.8'8 Opracowanie
lekéw o bezposrednim dziataniu przeciwwirusowym pozwolito poczyni¢
ogromne postepy w leczeniu oséb zakazonych HCV. Celem leczenia
przeciwwirusowego skierowanego przeciwko HCV jest uzyskanie trwatej
odpowiedzi wirusologicznej, definiowanej jako utrzymujacy sie brak
wykrywalnego RNA HCV.2-3 Pomiary miana wirusa HCV wykorzystuje
sie w celu indywidualnego dostosowania czasu trwania leczenia,
prowadzenia leczenia w zalezno$ci od uzyskanej odpowiedzi na
leczenie oraz aby okresli¢ i przewidzie¢ trwatg albo nietrwata odpowiedz
wirusologiczng na leczenie przeciwwirusowe.2>

Najwigksze obcigzenie wirusem HCV wystepuje w krajach o niskim

i $rednim dochodzie.* Na tych obszarach deficytowych mozliwo$¢
identyfikacji pacjentéw, u ktérych wystepuje czynna posta¢ zakazenia
HCV, jest bardzo ograniczona. Prébki krwi petnej pobrane w postaci
suchej kropli krwi (DBS) moga stuzy¢ jako alternatywa dla wykonywanych
testéw z prébek surowicy lub osocza w kierunku RNA HCV. DBS
stanowi mozliwg do realizacji opcje, ktéra eliminuje wiele ograniczen
logistycznych i technicznych zwigzanych z pobieraniem, przetwarzaniem,
przechowywaniem i wysytka probek surowicy czy osocza. Wytyczne
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) dotyczace testow pod katem
wirusowego zapalenia watroby typu C obejmuja zalecenia dotyczace
wykorzystania DBS w testach wirusologicznych HCV na obszarach
deficytowych.™

Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS wykorzystuje technologie
fancuchowej reakcji polimerazy poprzedzonej reakcja odwrotnej
transkrypcji (RT-PCR) potaczona z wykrywaniem homogennej
fluorescencji w czasie rzeczywistym do ilosciowego oznaczania RNA
HCV w prébce DBS. Wybér konserwowanego regionu w genomie

HCV pozwala na wykrycie genotypéw od 1 do 6. Test ten zostat
wystandaryzowany wzgledem drugiego miedzynarodowego wzorca
RNA wirusa zapalenia watroby typu C opracowanego przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia (2"d WHO International Standard for Hepatitis

C Virus RNA; kod NIBSC 96/798)5, za$ wyniki sg raportowane

w jednostkach miedzynarodowych/mL (IU/mL) albo réwnowaznych
logarytmach dziesigtnych (ang. log base 10, logarytm o podstawie 10).

ZASADA METODY

Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS wymaga uzycia 3 zestawdw
odczynnikow:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS wykorzystuje metode RT-PCR
do amplifikacji produktu z genomu RNA wirusa HCV obecnego w ludzkich
probkach DBS. Poszczegodlne etapy testu Abbott RealTime HCV do
analizy DBS obejmuja przedanalitycznag preparatyke DBS, izolacje probki,
przygotowanie reakcji RT-PCR, amplifikacje, detekcje oraz wydanie
wynikéw. Etap przedanalitycznej preparatyki DBS obejmuje czynno$ci
wykonywane przed umieszczeniem prébek w aparacie Abbott m2000sp z
uzyciem zestawu buforu Abbott mSample Preparation System DBS Buffer
Kit. Po zakonczeniu przedanalitycznej preparatyki DBS wszystkie kolejne



etapy wykonywane sg automatycznie przez systemy Abbott m2000sp
oraz Abbott m2000rt.

Wigcej informacji na temat izolacji probek, przygotowania reakciji
RT-PCR, amplifikacji i detekcji, patrz instrukcja uzywania testu Abbott
RealTime HCV (nr kat. 4J86).

DWUKROTNE UZYCIE ODCZYNNIKOW DO
AMPLIFIKACJI

Opcjonalnie mozliwe jest wydtuzenie czasu uzycia odczynnikdw do
amplifikacji, co umozliwia 2-krotne uzycie opakowan odczynnikéw

do amplifikacji i kontroli IC. Opakowania odczynnikéw do amplifikacji
zawierajace gotowa mieszanine master mix moga by¢ przechowywane do
powtdrnego uzycia przez maksymalnie 14 dni w temp. —10°C lub nizszej,
zamknigte przy uzyciu korkdw i bez dostepu $wiatta. Kontrola wewnetrzna
(IC) zamknigta przy uzyciu korka moze by¢ przechowywana do
powtdérnego uzycia w temp. —10°C lub nizszej przez maksymalnie 14 dni.

Drugie uzycie powinno nastgpi¢ przed uptywem daty waznos$ci odczynnika.

Opis tej funkcji znajduje si¢ w Zatgczniku 1 do niniejszej instrukcji
uzywania.

W treéci niniejszej instrukcji uzywania pojecia ,nowe opakowania
odczynnikéw do amplifikacji” oraz ,nowe kontrole IC” oznaczaja
nieuzywane jeszcze opakowania odczynnikéw i kontrole IC (1j. pierwsze
uzycie). Opakowania odczynnikéw do amplifikacji, ktére zostaly juz raz
uzyte i zawierajg gotowg mieszanine master mix, beda okreslane jako
4hiepetne opakowania odczynnikéw do amplifikacji”. Fiolki z kontrolg IC,
ktdre zostaty juz raz uzyte, beda okreslane jako ,niepetne fiolki IC”.

ZAPOBIEGANIE KONTAMINACJI KWASAMI
NUKLEINOWYMI
Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

ODCZYNNIKI

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).
OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Do diagnostyki in vitro

Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS nie jest przeznaczony do
stosowania jako badanie przesiewowe krwi, osocza, surowicy czy tkanek
dawcow w kierunku HCV. Nie nalezy go réwniez stosowa¢ jako testu
diagnostycznego do potwierdzenia zakazenia HCV.

SRODKI OSTROZNOSCI

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).
Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS nadaje sig¢ wytacznie do
zastosowania z aparatami Abbott m2000sp i Abbott m2000rt.

SPECJALNE SRODKI OSTROZNOSCI

Srodki ostroznosci przy pracy z probkami DBS

Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS jest przeznaczony wytacznie

do analizy prébek krwi petnej albo prébek DBS opracowywanych

i przechowywanych w sposéb opisany w rozdziale ,POBIERANIE,

PRZECHOWYWANIE | TRANSPORT PROBEK DO LABORATORIUM”.

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

Srodki ostroznosci przy pracy z probkami DBS:

e Przed umieszczeniem kart testowych z DBS w torebce
z pochtaniaczem wilgoci musza one catkowicie wyschnaé.
Nieprawidtowe natozenie kropli krwi, wysuszenie, przechowywanie
albo przetwarzanie prébki DBS moze prowadzi¢ do uzyskania
niedoktadnych wynikow testu.

e Aby unikna¢ zanieczyszczenia w wyniku efektu przeniesienia,
w trakcie wyttaczania kropli z perforowanej karty testowej
zawierajacej probki DBS nalezy do kazdej prébki DBS uzywac¢ nowej
koncowki pipety. W przypadku korzystania z nieperforowanych kart
testowych z DBS narzedzie uzyte do wycigcia kropli musi zosta¢
odkazone przed oraz po zetknigciu sie z prébka DBS.

Obszary robocze
W przypadku stosowania aparatu Abbott m2000sp i Abbott m2000rt

zaleca si¢ stosowanie tylko dwoch wydzielonych obszaréw: Obszaru
przygotowywania probek oraz Obszaru amplifikacji.

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).
Zapobieganie powstawaniu aerozoli

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).
Kontaminacja i inhibicja

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).
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Kontaminacja zewnetrznym produktem amplifikacji
zawierajacym dU

W laboratoriach, ktére wykonuja albo w przesztosci wykonywaty testy
obejmujace amplifikacje HCV oraz dalszg obrébke zamplifikowanego
produktu po PCR, moze doj$¢ do kontaminacji produktem amplifikacji
zawierajgcym dU. Kontaminacja ta moze skutkowa¢ uzyskaniem
niedoktadnych wynikéw testu Abbott RealTime HCV do analizy DBS.
Patrz rozdziat ,Monitorowanie laboratorium pod katem obecnosci
kontaminacji” w instrukcji uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr
kat. 4J86). W przypadku trwatej reaktywnosci kontroli ujemnych albo
prawdopodobnego zanieczyszczenia produktem amplifikacji HCV
zawierajagcym dU zaleca sig, aby w przypadku niepowodzenia odkazania
laboratorium zastosowano procedure kontroli kontaminacji z uzyciem
uracylo-N-glikozylazy (UNG).

ZASADY PRZECHOWYWANIA
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (nr kat. 4J86-90)

/H/-1 0°C o

Nowe i niepetne opakowania odczynnikéw do
amplifikacji Abbott RealTime HCV Amplification
Reagent Pack oraz fiolki zawierajace kontrole
wewnetrzng (IC) muszg byé przechowywane

w temp. —10°C lub nizszej. Nalezy zachowac¢
ostroznos$¢, aby nie dopusci¢ do bezposredniego
kontaktu opakowania odczynnikéw do amplifikacji
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Pack
bedacego w uzyciu z prébkami, kalibratorami

i kontrolami.

e Po pierwszym uzyciu niepetne opakowania
odczynnikéw do amplifikacji i kontrola IC musza
by¢ przechowywane w temp. —10°C lub nizszej,

w zamknietych za pomoca korka opakowaniach,
w pozycji pionowej, bez dostepu $wiatta.
Niepetne opakowania odczynnikéw do amplifikacji
zawierajagce gotowag mieszaning master mix, ktére
przechowywane sg w opisany sposob, moga zosta¢
uzyte po raz drugi w ciagu 14 dni od pierwszego
uzycia. Kontrola IC moze réwniez zosta¢ uzyta

po raz drugi w ciagu 14 dni po rozmrozeniu, jezeli
byta przechowywana zamknigta za pomoca korka
w temp. —10°C lub nizszej. Po drugim uzyciu
niepetne opakowania odczynnikéw do amplifikacji
oraz kontrole IC nalezy wyrzuci¢. Drugie uzycie
powinno nastgpi¢ przed uptywem daty waznosci
odczynnika.

Abbott RealTime HCV Control Kit (nr kat. 4J86-80)

/H/-mf*c .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (nr kat. 4J86-70)

/ﬂ/-m"c .

WARUNKI TRANSPORTU
Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

CECHY WSKAZUJACE NA NIESTABILNOSC LUB
ROZKLAD ODCZYNNIKOW
Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

PROCEDURA DOTYCZACA APARATU

Przed rozpoczeciem wykonywania testu w aparatach Abbott m2000sp
oraz Abbott m2000rt nalezy zainstalowa¢ plik aplikacyjny Abbott
RealTime HCV do analizy DBS z ptyty ,Abbott RealTime HCV m2000
ROW System Combined Application CD-ROM” (nr kat. 01L69-040

lub wyzszy). Szczegdtowe informacje dotyczace instalacji plikdw
aplikacyjnych, patrz Instrukcja obstugi Abbott m2000sp oraz Abbott
m2000rt, rozdziat ,,Procedury operacyjne”.

POBIERANIE, PRZECHOWYWANIE | TRANSPORT
PROBEK DO LABORATORIUM

Pobieranie i przechowywanie probek

e Prébke DBS nalezy pobra¢ z naktucia palca albo wykorzystaé

krew petng z EDTA. W trakcie przechowywania i transportu krwi
petnej z EDTA nalezy utrzymywac¢ kontrolowana temperature (2°C

Kontrole ujemne Abbott RealTime HCV Negative Control
oraz kontrole dodatnie Abbott RealTime HCV Positive
Control musza by¢ przechowywane w temp. —10°C lub
nizszej.

Kalibrator Abbott RealTime HCV Calibrator A oraz
kalibrator Abbott RealTime HCV Calibrator B musza
by¢ przechowywane w temp. —10°C lub nizszej.



do 8°C przez maksymalnie 48 godzin albo temperatura otoczenia
nieprzekraczajaca 30°C przez maksymalnie 24 godziny).

® Przed nakropleniem krew petna z EDTA pobrang do probowki
doktadnie wymiesza¢ poprzez delikatne odwracanie probéwki do
gory dnem. Nakropli¢ krew na okregi o $rednicy 12 milimetréw na
karcie testowej wykonanej z bibuty typu Ahlstrom-Munktell TFN
albo Whatman 903, tak aby okregi byly catkowicie wypetnione. Do
petnego pokrycia okregéw zaleca sig uzycie co najmniej 70 pL krwi
(okoto 3 do 5 kropli krwi) w kazdym z okregdw.

e Karte pozostawi¢ do wyschnigcia w temperaturze otoczenia przez
co najmniej 3 godziny. Kazda kartg umiesci¢ w zamykanej torebce
zawierajgcej pochtaniacze wilgoci (co najmniej 2 do 3 torebek
pochtaniacza wilgoci).

* Przed przeprowadzeniem badania karty z prébkami DBS moga by¢
przechowywane w warunkach okre$lonych w tabeli ponize;j.

Przechowywanie kart zawierajacych probki DBS

Warunek Maksymalny czas
przechowywania
2°C do 30°C przy wilgotnosci otoczenia 18 tygodni
<37°C przy wilgotnosci otoczenia 12 tygodni
<45°C przy wilgotnosci otoczenia 8 tygodni
<38°C przy wysokiej wilgotnosci (<85%) 4 tygodnie
-25°C do -15°C przy wilgotnosci otoczenia 18 tygodni
-70°C lub nizsza przy wilgotnos$ci otoczenia 18 tygodni

Transport probek

Probki transportowa¢ w zalecanych warunkach przechowywania
dotyczacych temperatury i czasu wskazanych w rozdziale ,Pobieranie
i przechowywanie probek” powyzej. W przypadku wysytek krajowych
i zagranicznych prébki powinny byé zapakowane i oznakowane
zgodnie z odpowiednimi miejscowymi i migdzynarodowymi przepisami
dotyczacymi transportu prébek klinicznych, diagnostycznych

lub biologicznych.

PROCEDURA TESTU ABBOTT REALTIME HCV DO
ANALIZY DBS

Materiaty wymagane, lecz niedostarczane

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (nr kat. 4J86-90)
e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (nr kat. 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (nr kat. 4J86-80)

Dla Obszaru przygotowywania probek aparatu Abbott m2000sp

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit
(nr kat. 09N02-001)
e Aparat Abbott m2000sp (nr kat. 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps) (nr kat. 04J70-24)

e Precyzyjne pipety skalibrowane na objetosci 20 do 1000 uL
(precyzyjne pipety skalibrowane na objetosci <20 pL moga by¢
wymagane w przypadku uzycia UNG).

e Koncodwki z filtrem aerozolowym do pipet precyzyjnych o po;j.
20 do 1000 pL (koncdwki z filtrem aerozolowym do pipet
precyzyjnych o poj. <20 pL moga by¢ wymagane w przypadku
uzycia UNG).

e Worteks

e Master Mix Tube (nr kat. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (nr kat. 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (nr kat. 04J71-20)

e 200 mL Reagent Vessels (nr kat. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (nr kat. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (nr kat. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (nr kat. 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (nr kat. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (nr kat. 01L69-040 lub wyzszy)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (nr kat. 09N03-001)

e 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps (nr kat. 03N20-01), opcjonalnie

e Uracil N-Glycosylase (UNG)?2 (nr kat. 6L87-02)

a8 W razie potrzeby, zgodnie z rozdziatem ,Kontaminacja zewnetrznym

produktem amplifikacji zawierajgcym dU” w niniejszej instrukcji

uzywania.

Dla Obszaru amplifikacyjnego aparatu Abbott m2000rt

e Aparat Abbott m2000rt (nr kat. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (nr kat. 01L69-040 lub wyzszy)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (nr kat. 04J71-93)

Inne materiaty

® Loza laminarna atestowana do pracy z materiatem zakaznym

e Szczelnie zamykane woreczki na karty z probkami DBS

e Pochtaniacz wilgoci do kart z prébkami DBS

e Karty testowe z bibuly filtracyjnej typu Ahlstrom-Munktell TFN lub
Whatman 903

e Szczelnie zamykane torebki plastikowe do wyrzucania 96-dotkowych
ptytek reakcyjnych

e Woda niezawierajgca RNaz (Eppendorf albo odpowiednik)?

e Probéwki mikrowiréwkowe o poj. 1.7 mL klasy biologii molekularnej
(Dot Scientific, Inc. albo odpowiednik)P

e Wymazéwki z wacikiem (Puritan albo odpowiednik)®

bywaga: Te 3 elementy stosowane sa w procedurze Monitorowania

laboratorium pod katem obsencosci kontaminaciji. Patrz rozdziat

»PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI”’ w instrukcji uzywania testu

Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

Srodki ostroznosci dotyczace procedury testu

® Przed przystgpieniem do obrébki prébek uwaznie zapoznac sie z
trescia niniejszej instrukcji uzywania.

e Zgodnie z niniejsza instrukcja uzywania, odczynniki do amplifikacji
oraz kontrola wewnegtrzna moga zosta¢ uzyte maksymalnie 2 razy.
Fiolki z kalibratorami, kontrola ujemna, kontrola dodatnia o niskim
stezeniu oraz kontrola dodatnia o wysokim stgzeniu Abbott RealTime
HCV przeznaczone sg wytacznie do jednorazowego uzytku i po
uzyciu nalezy je wyrzucic.

e Podczas pipetowania probek lub kontroli IC nalezy uzywa¢ koncowek
do pipet zawierajacych filtr aerozolowy albo pipet jednorazowego
uzytku. Aby zapobiec zanieczyszczeniu korpusu pipety, w trakcie
pipetowania nalezy unika¢ dotykania wnetrza probéwki lub
pojemnika z probka korpusem pipety. Zaleca sie uzywanie
wydtuzonych koncéwek z filtrem aerozolowym.

* Procedury monitorowania obecnos$ci produktu amplifikacji opisano
w rozdziale ,PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI”.

e W celu zminimalizowania ryzyka kontaminacji kwasami
nukleinowymi wszelkie miejsca, w ktérych doszto do rozlania probki,
wyczysci¢ i zdezynfekowaé przy uzyciu pratkobojczego srodka
dezynfekcyjnego, takiego jak 1.0% podchloryn sodu, albo innego
wtasciwego $rodka dezynfekujgcego.

e Kalibratory Abbott RealTime HCV Calibrators i kontrole Abbott
RealTime HCV Controls nalezy przygotowywac¢ réwnolegle z probkami,
ktére beda badane. Dla zapewnienia prawidtowego dziatania testu
Abbott RealTime HCV konieczne jest stosowanie kontroli Abbott
RealTime HCV Controls i kalibratoréw Abbott RealTime HCV
Calibrators. Patrz rozdziat ,PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI".

* Protokét dodawania mieszaniny master mix (Master Mix Addition)

w aparacie Abbott m2000sp nalezy rozpoczaé w ciagu 1 godziny od
zakonczenia przygotowania probek.

e Jezeli protokét dodawania mieszaniny master mix w aparacie
Abbott m2000sp zostanie przerwany, nalezy wyrzuci¢ odczynniki
do amplifikaciji, ktore byty uzywane po raz drugi. Nowe opakowania
odczynnikdw uzywane po raz pierwszy mozna zachowaé
i przechowywa¢ w spos6b opisany w niniejszej instrukcji do czasu
ich ponownego uzycia.

e Protokot Abbott m2000rt rozpoczaé w ciagu 50 minut od rozpoczecia
protokotu Master Mix Addition. Jezeli cykl roboczy aparatu Abbott
m2000rt nie zostanie rozpoczety w ciagu 50 minut albo zostat on
wstrzymany lub przerwany, ptytke Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate wraz z rgkawiczkami uzywanymi podczas pracy z ptytka
umiesci¢ w szczelnie zamykanym plastikowym woreczku i wyrzucic¢
zgodnie z Instrukcja obstugi Abbott m2000rt.

WAZNE: Odczynniki do amplifikaciji, ktore maja zostaé uzyte po
raz drugi, musza by¢ przechowywane w temp. —10°C lub nizszej
w ciagu 50 minut od rozpoczecia protokotu dodawania mieszaniny
master mix.



PROTOKOL BADANIA: ANALIZA PROBEK DBS W
APARATACH ABBOTT m2000sp | ABBOTT m2000rt
Szczegotowy opis przeprowadzania protokotéw w aparacie Abbott
m2000sp oraz Abbott m2000rt, patrz Instrukcja obstugi Abbott
m2000sp i Abbott m2000rt, rozdziat ,,Procedury operacyjne”. Protokét
DBS wymaga oprogramowania aparatu Abbott m2000sp w wersji 6.0
lub wyzszej. Nalezy postgpowaé zgodnie z Instrukcjg obstugi Abbott
m2000sp (nr kat. 09K20, wersja 6 lub wyzsza).

W kazdym cyklu roboczym mozna oznaczy¢ tacznie 96 probek.

W kazdym cyklu musi znalez¢ sie kontrola ujemna Abbott RealTime HCV

Negative Control, kontrola dodatnia o niskim stezeniu Abbott RealTime

HCV Low Positive Control i kontrola dodatnia o wysokim stezeniu Abbott

RealTime HCV High Positive Control, dlatego tez w ramach jednego

cyklu roboczego mozliwa jest analiza maksymalnie 93 prébek DBS,

jezeli w oznaczeniu nie uwzgledniono kalibratoréw. Kalibratory i kontrole
przetwarza¢ bezposrednio jako probki ptynne; etapy od 1. do 5. dotycza
wytacznie prébek DBS. Nie bada¢ prébek osocza ani surowicy w tym
samym cyklu roboczym, w ktérym zastosowany jest protokét DBS. Dla
kazdej probki DBS uzy¢ jednej probéwki Abbott Master Mix Tube do
catej procedury przetwarzania prébki. Przez caty czas przetwarzania
prébki DBS musza byé oznakowane.

1. Do probdwki Abbott Master Mix Tube doda¢ 1.3 mL buforu mDBS z
zestawu Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit (nr kat.
09N02-001).

UWAGA: W tym kroku nie nalezy uzywa¢ buforu mLysis Buffer ani
zadnego innego odczynnika.

2. Przytrzymac perforowang karte z DSB nad probéwka Abbott Master
Mix Tube.

3. Wypchna¢ okrag z probka DBS z karty przy uzyciu czystej koncowki
pipety, umieszczajac w kazdej probéwce Abbott Master Mix Tube po
jednej prébce DBS. Kazda probka DBS powinna mie¢ okoto 12 mm
Srednicy.

UWAGA: ABY UNIKNAC ZANIECZYSZCZENIA KRZYZOWEGO, DO
KAZDEJ PROBKI DBS UZYWAC NOWEJ KONCOWKI PIPETY.
Alternatywnie, w przypadku bibuty bez perforacji, wycia¢ cata probke
DBS (o $rednicy okoto 12 mm) dla kazdej probki i przenie$¢ ja do
probéwki Abbott Master Mix Tube.

UWAGA: Przy wycinaniu probek DBS unika¢ bezposredniego
kontaktu powierzchni tnacej z probka. Jesli to konieczne,
pomiedzy kolejnymi probkami zdezynfekowaé narzedzie uzyte do
wycinania DBS, stosujac zasady dobrej praktyki laboratoryjnej.

4. Okrag z probka DSB musi byé w petni zanurzony w buforze mDBS
Buffer. Mozna to sprawdzi¢ poprzez opukanie probéwki lub przy
wykorzystaniu koncowki pipety, wypychajac przy jej pomocy probki
DBS do buforu.

UWAGA: Jezeli do zanurzenia probki DBS w buforze uzyto
koncowki pipety, nalezy sie upewnié, ze objetos¢ buforu nie
zmniejszylta si¢ na skutek zatrzymania ptynu w koncowce i/lub
absorpciji buforu przez filtr znajdujacy sie na koncéwce.

5. Probéwki z prébka recznie wstrzasna¢ lub wymieszaé ruchem
kotowym. Prébek nie miesza¢ przy uzyciu worteksu. Inkubowaé
przez 30 minut (+ 2 minuty) w temperaturze otoczenia.

6. W miedzyczasie rozmrozi¢ kontrole oznaczenia i kontrole
wewnetrzng (IC) w temp. 15°C do 30°C lub 2°C do 8°C. Kalibratory
rozmrozi¢ w temp. 15°C do 30°C lub 2°C do 8°C tylko w przypadku,
gdy przeprowadzany jest cykl kalibraciji.

UWAGA: Po rozmrozeniu kontrole oznaczenia, kontrola IC oraz
kalibratory moga by¢ przechowywane w temp. 2°C do 8°C przez
maksymalnie 24 godziny przed uzyciem.

7. Przed uzyciem kazdy kalibrator oznaczenia oraz kazda kontrole
3-krotnie wytrzasna¢ na worteksie przez 2 do 3 sekund. Zawarto$¢
kazdej fiolki musi znajdowa¢ sie na dnie; mozna to zapewnié,
stukajac fiolkami o blat w celu zebrania ptynu na dnie fiolki. W fiolce
nie moga sie wytworzy¢ pecherzyki ani piana, a jesli tak sie stato,
usuna¢ je przy pomocy sterylnej koncéwki pipety, uzywajac nowej
koncoéwki do kazdej z fiolek.

8. Odczynniki do amplifikacji rozmrozi¢ w temp. 15°C do 30°C lub
2°C do 8°C i przechowywa¢ w temp. 2°C do 8°C do momentu
rozpoczecia procedury przygotowywania mieszaniny master mix do
amplifikacji.

9. Wybra¢ nowe i/lub niepetne opakowania odczynnikéw do
amplifikacji do uzycia w danym cyklu roboczym. Informacje
dotyczace zarzadzania zapasami opakowan zawierajacych
odczynniki do amplifikacji, patrz Instrukcja obstugi Abbott m2000sp
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(nr kat. 09K20, wersja 6 lub wyzsza), rozdziat ,Procedury
operacyjne”. Opakowania odczynnikéw do amplifikacji musza mie¢
ten sam numer partii.
Nowe odczynniki do amplifikacji rozmrozi¢ w temp. 15°C do 30°C
lub 2°C do 8°C i przechowywa¢ w temp. 2°C do 8°C do momentu
rozpoczecia procedury przygotowywania mieszaniny master mix do
amplifikacji.
UWAGA: Po rozmrozeniu nowe odczynniki do amplifikacji moga
by¢ przechowywane w temp. 2°C do 8°C przez maksymalnie
24 godziny, jezeli nie zostana natychmiast uzyte. Niepetne
opakowania odczynnikéw do amplifikacji, ktére sa uzywane
po raz drugi, NIE powinny by¢ przechowywane w temp. 2°C
do 8°C przed uzyciem. Do momentu, w ktérym nalezy dodaé¢
je do mieszaniny master mix, powinny byé przechowywane
w temp. —10°C lub nizszej. Po wyjeciu z zamrazarki taczny
czas przechowywania w temperaturze pokojowej nie powinien
przekroczy¢ 25 minut, wliczajac czas, gdy opakowania zostaty
wyjete z miejsca przechowywania, ale nie zostaty wykorzystane.
Jezeli czas ten przekroczy 25 minut, niepetne opakowania
odczynnikéw do amplifikacji nalezy wyrzucic.
W ponizszej tabeli przedstawiono wymagang liczbe fiolek odczynnikéw
do przygotowania prébek oraz kontroli wewnetrznej w zaleznosci od
liczby reakcji.

Wymagania dotyczace odczynnikéw do przygotowania probek
i kontroli wewnetrznej

od 1do od 25 do od 49 do od 73 do

Odczynnik 24 reakcji 48 reakcji 72 reakcji 96 reakcji
mMicroparticles 1 butelka 2 butelki 2 butelki 2 butelki
mLysis 1 butelka 2 butelki 3 butelki 4 butelki
mWash 1 1 butelka 2 butelki 3 butelki 4 butelki
mWash 2 1 butelka 2 butelki 3 butelki 4 butelki
mElution Buffer 1 butelka 2 butelki 3 butelki 4 butelki
Kontrola 1 nowa 1 nowa 2 nowe 2 nowe
wewnetrzna? fiolka albo  fiolka albo  fiolki albo  fiolki albo
1 niepetna 2 niepetne 3 niepetne 4 niepetne
fiolka fiolki fiolki fiolki

2 Mozna jednoczesnie wykorzysta¢ nowe i niepetne fiolki kontroli wewnetrznej.

10. Delikatnie odwrdci¢ do géry dnem buteleczki Abbott mSample
Preparation, aby uzyskaé jednolity roztwér. W przypadku stwierdzenia
obecnosci krysztatow w ktdrejkolwiek butelce z odczynnikiem po jej
otwarciu, pozostawi¢ odczynnik do zréwnowazenia w temperaturze
pokojowej do momentu zniknigcia krysztatow. Nie uzywaé
odczynnikdw do czasu rozpuszczenia krysztatow.

1

—

. Przed uzyciem kazda kontrolg IC 3-krotnie wytrzasngé na worteksie
przez 2 do 3 sekund.

12. Za pomoca skalibrowanej pipety precyzyjnej PRZEZNACZONEJ
WYLACZNIE DO KONTROLI WEWNETRZNYCH dodaé¢ 500 pL kontroli
IC do kazdej butelki buforu mLysis Buffer. Wymiesza¢, delikatnie
odwracajac pojemnik 5 do 10 razy, aby zminimalizowa¢ spienienie.
Niepetne fiolki IC mozna zamkna¢ ponownie za pomoca korka
i przechowywaé w temp. —10°C lub nizszej do czasu drugiego uzycia.

13. Umiesci¢ kontrole dodatnie o niskim i wysokim stezeniu, kontrolg
ujemna oraz, o ile dotyczy, kalibratory w statywach na proébki aparatu
Abbott m2000sp.

14. Po zakonczeniu inkubaciji recznie potrzasna¢ lub zamiesza¢ ruchem
kotowym probéwki z prébkami DBS, a nastgpnie umiesci¢ je
w statywach na prébki aparatu Abbott m2000sp.

UWAGA: Upewnic sig, ze statywy na probki aparatu Abbott
m2000sp zostaty skalibrowane specjalnie do celéw procedury
Abbott RealTime HCV do analizy DBS.

15. Delikatnie zatadowaé statywy na probki, unikajac rozchlapania.
W razie uzywania kodéw kreskowych na etykietach probéwek musza
one by¢ odpowiednio skierowane na potrzeby skanowania. Upewni¢
sie, ze kazda probowka jest stabilnie umocowana w statywie na
probki w taki sposéb, ze dno probéwki dotyka wewnetrznego dna
statywu.

16. Umiesci¢ napetnione statywy na probki w aparacie Abbott m2000sp
w kolejnych pozycjach na statywy w taki sposdb, aby pierwszy statyw
znajdowat sie najdalej po prawej stronie blatu roboczego, a kazdy
dodatkowy statyw — w kolejnych pozycjach na lewo od pierwszego
statywu.
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Umies$ci¢ naczynka reakcyjne 5 mL Reaction Vessel w no$niku
podsystemu 1 mL aparatu Abbott m2000sp.

Umiesci¢ odczynniki Abbott mSample Preparation System i ptytke
Abbott 96 Deep-Well Plate na blacie roboczym aparatu Abbott
m2000sp zgodnie z opisem w Instrukcji obstugi Abbott m2000sp,
rozdziat ,Procedury operacyjne”.

Na ekranie ,Protocol” wybra¢ plik aplikacyjny HCV RNA DBS.
Rozpoczaé protokdt ekstrakcji probki zgodnie z opisem w Instrukciji
obstugi Abbott m2000sp, rozdziat ,,Procedury operacyjne”.

Whprowadzi¢ wartosci swoiste dla danej partii kalibratoréw
(wymagane, jezeli nie zapisano krzywej kalibracyjnej w aparacie
Abbott m2000rt) i kontroli w polach ,Calibrator” i ,Control” na ekranie
»~Sample Extraction: Worktable Setup”. Wartosci swoiste dla danej
partii sg podane w kazdej karcie zestawu kalibratoréw i kontroli Abbott
RealTime HCV Calibrator and Control Kit Card.

Protokét dodania mieszaniny master mix (Master Mix Addition) w
aparacie Abbott m2000sp (krok 28.) rozpocza¢ w ciagu 1 godziny
od zakonczenia przygotowywania prébek.

UWAGA: Przed przystapieniem do pracy z odczynnikami do
amplifikacji nalezy zmieni¢ rekawiczki.

Po zakonczeniu przygotowywania probek umiesci¢ odczynniki do
amplifikacji i probdwke z mieszaning master mix (w razie potrzeby)
na blacie roboczym aparatu Abbott m2000sp. W ponizszej tabeli
przedstawiono wymagang liczbg opakowan odczynnikéw do
amplifikacji w zaleznosci od liczby reakcji. W przypadku uzywania
tylko 1 opakowania odczynnikéw do amplifikacji nie jest wymagana
probéwka z mieszaning master mix.

Wymogi dotyczace opakowan odczynnikow do amplifikacji?

1do 24 25 do 48 49 do 72 73 do 96

reakciji reakgciji reakciji reakgciji

1 nowe 2 nowe 3 nowe 4 nowe albo
opakowanie;  opakowania; opakowania; niepetne
maksymalnie  maksymalnie  maksymalnie opakowania
4 niepetne 4 niepetne 4 niepetne
opakowania opakowania opakowania

a8 Aby okresli¢ maksymalng liczbe reakcji, ktére mozna przeprowadzi¢ przy
uzyciu wybranych niepetnych opakowan, nalezy postepowac¢ zgodnie
z instrukcjami dotyczacymi zarzadzania zapasami w Instrukcji obstugi Abbott
m2000sp (nr kat. 09K20, wersja 6 lub wyzsza).
¢ Niepetnych opakowan odczynnikéw do amplifikacji mozna
uzywaé wytgcznie w tym samym aparacie Abbott m2000sp,
ktérego uzywano do pierwszego przygotowania opakowania
odczynnika. Uzycie opakowania odczynnikéw do amplifikacji po
raz drugi w innym aparacie spowoduje btad, co moze opézni¢
przeprowadzenie cyklu roboczego.
e Mozna uzywacé tacznie niepetnych i nowych opakowan
odczynnikéw do amplifikacji.
WAZNE: Niepetne opakowania odczynnikow do amplifikaciji
przechowywaé w temp. —10°C lub nizszej do momentu
bezposrednio przed drugim uzyciem. Przed umieszczeniem
niepetnych opakowan na blacie roboczym aparatu Abbott
m2000sp upewni¢ sie, ze mieszanina master mix zostata
rozmrozona. Niepetne opakowania odczynnikéw do amplifikacji
uzywane po raz drugi nalezy zuzy¢ w ciagu 25 minut od wyjecia
z miejsca przechowywania w temp. —10°C lub nizszej lub
wyrzucié¢. Dotyczy to tacznego czasu ekspozycji na temperature
pokojowa, w tym czasu, w ktérym opakowania sa wyjete z miejsca
przechowywania, ale nie sa uzywane.
Przed otwarciem odczynnikéw do amplifikacji upewni¢ sie, ze
zawarto$¢ nowych opakowan odczynnikéw do amplifikacji znajduje
sie na dnie fiolek, stukajac fiolkami w pozycji pionowej o blat 5 do
10 razy.
¢ Nie stuka¢ niepetnymi opakowaniami odczynnikdw do amplifikacji
uzywanymi po raz drugi. Stukanie moze spowodowaé utratg
objetosci mieszaniny master mix w korku.
Zdja¢ korki. Jezeli nowe opakowanie odczynnikdéw do amplifikacji
bedzie przechowywane do uzycia po raz drugi, konieczne
bedzie ponowne zamknigcie fiolek za pomoca korkéw do celéw
przechowywania. Jezeli planowane jest ponowne uzycie oryginalnych
korkéw do ponownego zamkniecia fiolek z odczynnikami, korki te
nalezy zachowac. Jezeli planowane jest uzycie nowych korkéw do
ponownego zamknigcia fiolek z odczynnikami, oryginalne korki mozna
wyrzucic.
W przypadku stosowania uracylo-N-glikozylazy (UNG) do celow
kontroli zanieczyszczenia postgpowac zgodnie z ponizszymi
instrukcjami.
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25. Za pomoca PIPETY PRZEZNACZONEJ WYtACZNIE DO
ODCZYNNIKOW dodaé okreslong objetos¢ UNG o stezeniu 1 U/uL
(nr kat. 6L87-02) do fiolki z odczynnikiem w pozycji nr 3 nowego
i niepetnego opakowania odczynnikéw do amplifikacji. Wymieszaé
wszystkie niepetne opakowania recznie przez delikatne pipetowanie
gora-dét. Nie miesza¢ nowych opakowan.

e Okresli¢ objetos¢ UNG, jaka nalezy dodac¢ do fiolki
z odczynnikiem w pozycji nr 3 nowego i niepetnego opakowania
odczynnikdw do amplifikacji przy uzyciu ponizszej tabeli. Fiolka
z odczynnikiem w pozycji nr 3 nowego opakowania odczynnikdw
zawiera enzym w postaci termostabilnej polimerazy rTth.
Fiolka z odczynnikiem w pozycji nr 3 niepetnego opakowania
odczynnikdw zawiera mieszaning master mix.

Objetos¢ UNG, jaka nalezy dodac do fiolki z odczynnikiem
w pozycji nr 3 kazdego opakowania odczynnikow do amplifikacji

Liczba testow pozostatych
w opakowaniu

Objetos¢ UNG (L),
jaka nalezy doda¢

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26

24 (nowe opakowanie) 27

UWAGA: Objetos¢ UNG dodawana do fiolki z odczynnikiem

w pozycji nr 3 zalezy od liczby testow pozostatych w opakowaniu
odczynnika, a nie od liczby oznaczanych probek. Instrukcje
dotyczace zarzadzania zapasami opakowan odczynnikow do
amplifikacji i sposobu okreslania liczby testow pozostatych

w opakowaniu odczynnikéw, patrz Instrukcja obstugi Abbott
m2000sp.

Niepetne opakowania odczynnikéw do amplifikacji umieszcza sie
na blacie roboczym aparatu Abbott m2000sp na lewo od nowych
opakowan odczynnikéw do amplifikacji.

Opakowania odczynnikéw do amplifikacji musza by¢ dobrze
osadzone w aparacie.

Wybra¢ wiasciwa ptytke gtebokodotkowa (deep-well) odpowiadajaca
ekstrakcji na etapie przygotowania prébki. Zainicjalizowaé protokét
dodawania mieszaniny master mix (Master Mix Addition) w aparacie
Abbott m2000sp. Postepowac zgodnie z rozdziatem ,Procedury
operacyjne” w Instrukcji obstugi Abbott m2000sp.

26.

27.

28.

UWAGA: Osoba przeprowadzajgca badanie nie powinna recznie

napetnia¢ zadnych pustych/nienapetnionych zagtebien ptytki

Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e Po zakonczeniu ekstrakcji prébki aparat Abbott m2000sp
automatycznie napetnia puste zagtebienia ptytki Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate buforem mElution Buffer w przypadku,



29.

30.

31.

32.

33.

34.

gdy w cyklu roboczym obrébce poddawanych jest wiecej niz 48
prébek. Plytka nie jest napetniana w przypadku cykli roboczych
obejmujacych 48 albo mniej probek.

e W przypadku pojawienia sie komunikatu aparatu nosnik na
odczynniki nr 2 powinien pozostaé na miejscu i zawiera¢
przynajmniej naczynko odczynnikowe na bufor mElution Buffer
(no$nik na odczynniki nr 2, potozenie nr 6). Jesli naczynko to
zostanie wyjete, wstawi¢ nowe naczynko odczynnikowe opatrzone
etykieta buforu mElution Buffer do nosnika na odczynniki nr 2,
potozenie nr 6. Do naczynka odczynnikowego dodany zostanie
ptyn systemowy, ktéry zostanie réwniez wykorzystany do
napetnienia pustych zagtebien. Po zakonczeniu tego procesu
aparat rozpocznie dodawanie mieszaniny master mix.

UWAGA: Instrukcje aparatu dotyczace opcji automatycznego

napetniania ptytki podano w Instrukcji obstugi Abbott m2000sp

(nr kat. 09K20, wersja 6 lub wyzsza), rozdziat 5, ,,Procedury

operacyjne, Ekstrakcja probki — tryb zamkniety”.

e Protokét Abbott m2000rt (krok 33.) musi rozpocza¢ sie w ciagu
50 minut od rozpoczecia protokotu dodawania mieszaniny master
mix (Master Mix Addition) (krok 28.).

UWAGA: W przypadku przerwania cyklu roboczego

2 jakiegokolwiek powodu po wykonaniu kroku 28. nalezy

zastosowac nowa ptytke Abbott 96-Well Optical Reaction

Plate, jesli protokot dodawania mieszaniny master mix (Master

Mix Addition) w aparacie Abbott m2000sp (krok 28.) bedzie

powtdrzony.

Wiaczyé i uruchomi¢ aparat Abbott m2000rt w Obszarze

amplifikacyjnym.

UWAGA: Aparat Abbott m2000rt potrzebuje 15 minut na rozgrzanie.

UWAGA: Przed powrotem do Obszaru przygotowywania probek

nalezy zdja¢ rekawiczki.

Zabezpieczy¢ folig ptytke Abbott 96-Well Optical Reaction Plate po

zakonczeniu przez aparat Abbott m2000sp procedury dodawania

prébek oraz mieszaniny master mix zgodnie z rozdziatem ,Procedury
operacyjne” w Instrukcji obstugi Abbott m2000sp.

Umiesci¢ zabezpieczong folig optyczna ptytke reakcyjna na
podstawce Abbott Splash-Free Support Base, aby przenie$¢ ja do
aparatu Abbott m2000rt.

W przypadku stosowania uracylo-N-glikozylazy (UNG)
postepowaé zgodnie z ponizszymi instrukcjami:

Przenie$¢ zabezpieczong folig optyczna ptytke na podstawke Abbott
Splash-Free Support Base i inkubowaé w temperaturze pokojowe;j
(15°C do 30°C) przez 10 minut. Po inkubacji w temperaturze pokojowej
przenie$¢ ptytke Abbott 96-Well Optical Reaction Plate na podstawce
Abbott Splash-Free Support Base do aparatu Abbott m2000rt.
Umiesci¢ ptytke Abbott 96-Well Optical Reaction Plate w aparacie
Abbott m2000rt. Z ekranu ,Protocol” wybra¢ plik aplikacyjny HCV
RNA DBS. Zainicjalizowaé protokét zgodnie z rozdziatem ,,Procedury
operacyjne” w Instrukcji obstugi Abbott m2000rt.

UWAGA: Zaleca sie przeniesienie zlecen badan na ptycie
CD-ROM albo za posrednictwem potaczenia sieciowego

z funkcjami eksportu i importu oprogramowania m2000sp

oraz m2000rt. W przypadku recznego tworzenia zlecen badan
w aparacie Abbott m2000rt wpisa¢ identyfikatory (ID) prébek w
odpowiednich miejscach na tacce PCR zgodnie ze schematem
»Wells for Selected Plate” wyswietlanym w aparacie Abbott
m2000sp na ekranie ,,PCR Plate Results”. Patrz rozdziat 5
Instrukcji obstugi Abbott m2000sp.

Jezeli przygotowane niepetne opakowanie odczynnikéw do amplifikacji
ma zosta¢ uzyte po raz drugi, zamkna¢ 3 fiolki odczynnikéw
stosowanymi wczes$niej korkami albo nowymi korkami (nr kat.
3N20-01) i niezwiocznie umiesci¢ odczynniki w temp. —10°C lub
nizszej, w pozycji pionowej, bez dostgpu Swiatta. Wyrzuci¢ wszelkie
opakowania odczynnikéw do amplifikacji, ktore zostaty zuzyte albo
ktorych uzyto dwukrotnie.

WAZNE: Odczynniki do amplifikaciji, ktére maja zostaé
wykorzystane po raz drugi, musza by¢ przechowywane w temp.
—10°C lub nizszej w ciggu 50 minut od rozpoczecia protokotu
dodawania mieszaniny master mix.
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PROCEDURY KONCOWE

1. Zdja¢ ptytke Abbott 96 Deep-Well Plate ze stotu roboczego i wyrzuci¢
zgodnie z Instrukcja obstugi Abbott m2000sp.

2. Umiesci¢ ptytke Abbott 96-Well Optical Reaction Plate i rekawiczki
uzywane podczas pracy z ptytka w szczelnie zamykanym woreczku
plastikowym i wyrzuci¢ zgodnie z Instrukcja obstugi Abbott m2000rt.

3. Przed nastepnym uzyciem wyczys$ci¢ podstawke Abbott Splash-Free
Support Base zgodnie z Instrukcja obstugi Abbott m2000rt.

PROCEDURY KONTROLI JAKOSCI

Kalibracja optyczna Abbott m2000rt

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

Kalibracja oznaczenia

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

W przypadku badania DBS aparatem Abbott m2000sp oraz Abbott

m2000rt: Po zaakceptowaniu i zapisaniu kalibracji Abbott RealTime HCV

moze ona by¢ stosowana przez 6 miesigcy. W tym czasie wszystkie

kolejne prébki moga by¢ oznaczane bez dodatkowej kalibracji, chyba ze:

e Zastosowany zostanie zestaw odczynnikéw do amplifikacji Abbott
RealTime HCV Amplification Reagent Kit o nowym numerze partii

e Zastosowane zostang odczynniki Abbott mSample Preparation
System (4 x 24 Preps) o nowym numerze partii

e Zainstalowany zostanie nowy plik aplikacyjny badania Abbott
RealTime HCV RNA DBS.

Wykrywanie inhibiciji

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

Kontrole ujemne i dodatnie

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).

Monitorowanie laboratorium pod katem wystepowania
zanieczyszczen

Patrz instrukcja uzywania testu Abbott RealTime HCV (nr kat. 4J86).
WYNIKI BADANIA PROBEK DBS

Raportowany wynik stezenia prébki DBS uzyskany w oznaczeniu z
uzyciem protokotu DBS Abbott m2000rt odzwierciedla stezenie wirusa
HCV w osoczu prébki krwi petnej, z ktdrej uzyskano prébke DBS.

Aparat Abbott m2000rt automatycznie podaje wyniki na stacji roboczej
aparatu Abbott m2000rt. Wyniki oznaczenia podawane sg w jednostkach
miedzynarodowych IU/mL lub Log IU/mL.

Interpretacja wynikow

Wynik Interpretacja
Not detected (Nie wykryto) Nie wykryto celu
<2.66 Log IU/mL? Wykryto

2.66 do 8.00 Log IU/mL

>8.00 Log IU/mL >ULQP

2462 IU/mL
b ULQ (ang. upper limit of quantitation) = gérna granica oznaczalno$ci

OGRANICZENIA PROCEDURY

e DO DIAGNOSTYKI IN VITRO

e W celu uzyskania optymalnego dziatania tego testu konieczne jest
witasciwe pobieranie, przechowywanie oraz transport prébek do
laboratorium (patrz rozdziat ,POBIERANIE, PRZECHOWYWANIE
| TRANSPORT PROBEK DO LABORATORIUM” w niniejszej instrukcji
uzywania).

e Prébki krwi petnej pobrane do probéwek z EDTA moga by¢
stosowane do przygotowania prébek DBS badanych w tescie
Abbott RealTime HCV do analizy DBS. Zastosowanie innych
antykoagulantéw nie zostato zwalidowane pod katem uzycia z testem
Abbott RealTime HCV do analizy DBS.

e Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS moze by¢
przeprowadzany wytacznie przez personel odpowiednio przeszkolony
w zakresie procedur przygotowywania i wstepnej preparatyki DBS,
przeprowadzania testéw diagnostyki molekularnej i obstugi systemoéw
Abbott m2000.

e Przestrzeganie procedur dotyczacych uzytkowania aparatéw oraz
przeprowadzania testow zmniejsza ryzyko kontaminacji produktem
amplifikacji. Nalezy jednakze kontrolowa¢ zanieczyszczenie
kalibratoréw, kontroli dodatnich albo badanych prébek kwasami
nukleinowymi zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej oraz
Scisle przestrzega¢ procedur opisanych w niniejszej instrukcji.



e Podobnie jak w przypadku kazdego testu diagnostycznego, wyniki
uzyskane w tescie Abbott RealTime HCV do analizy DBS powinny
by¢ rozpatrywane w potaczeniu z wynikami innych badan klinicznych
i laboratoryjnych. Probki, dla ktérej uzyskano wynik ,Not Detected”
(Nie wykryto), nie mozna uwazaé za ujemng pod wzgledem
obecnosci RNA wirusa HCV.

* Nieprawidtowe pobranie, wysuszenie, przechowywanie albo
obchodzenie sie z kartami testowymi DBS moze prowadzi¢ do
uzyskania niedoktadnych wynikéw testu.

e Dopuszczalne jest stosowanie kart testowych DBS z bibuty
filtracyjnej typu Ahlstrom-Munktell TFN i Whatman 903. Inne karty
testowe nie zostaty zwalidowane pod katem uzycia z testem Abbott
RealTime HCV.

SZCZEGOLOWA CHARAKTERYSTYKA DZIALANIA
W PRZYPADKU PROBEK DBS

Granica wykrywalnosci (ang. Limit of Detection, LoD)
Warto$¢ LoD testu Abbott RealTime HCV wynosi 462 1U/mL

w przypadku prébek DBS. Warto$¢ LoD wyznaczono, badajac prébki
DBS przygotowane z serig rozcienczen migdzynarodowego wzorca
RNA wirusa zapalenia watroby typu C opracowanego przez Swiatowa
Organizacje Zdrowia (WHO International Standard for Hepatitis C Virus
RNA) w HCV-ujemnej krwi petnej. Badanie poszczegdlnych stezen RNA
HCV przeprowadzono z uzyciem 4 partii odczynnikéw do amplifikacji

w ciggu 3 dni. Wyniki reprezentatywne dla czuto$ci analitycznej testu
Abbott RealTime HCV do analizy DBS podano w Tabeli 1.

Tabela 1. Granica wykrywalnos$ci (LoD) testu Abbott RealTime
HCV do analizy DBS

RNA HCV Liczba badanych Liczba Odsetek
(lU/mL) probek detekcji detekcji
500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

Analiza probitowa danych wykazata, ze stezenie RNA HCV wykryte
w badaniu z suchej kropli krwi z 95% prawdopodobienstwem wynosi
462 IU/mL (95% przedziat ufnosci: 381 do 593 IU/mL).

Zakres liniowosci

Gorna granica oznaczalnosci (ULQ) testu Abbott RealTime HCV wynosi
100 miliondw IU/mL, za$ dolna granica oznaczalnosci jest réwna
warto$ci LoD (462 IU/mL) wedtug zatozenh dotyczacych prébek DBS.
Przygotowano panel ztozony z 7 prébek DBS przy uzyciu Armored RNA
HCV rozcienczonego do stgezenia w zakresie od 200 milionéw IU/mL
do 316 IU/mL w HCV-ujemnej krwi petnej. Wyniki reprezentatywne dla
liniowo$ci testu Abbott RealTime HCV do analizy DBS pokazano na
Rysunku 1.
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Rysunek 1. Liniowo$¢ testu Abbott RealTime HCV do analizy DBS

RealTime HCV DBS (Log IUimL)

Docelowe stgzenie (Log IU/mL)

Test Abbott RealTime HCV do analizy DBS wykazat liniowo$¢ w catym
zakresie badanych stgzen RNA HCV (316 do 200 milionéw 1U/mL,

2.5 do 8.3 Log IU/mL).

Swoistos¢

Swoisto$¢ docelowa testu Abbott RealTime HCV do analizy DBS jest
wieksza lub réwna 99.5%. Swoisto$¢ zostata ustalona na podstawie
analizy 119 prébek HCV-seronegatywnych z wykorzystaniem 2 partii
odczynnikéw do amplifikacji. Catkowita swoisto$¢ wyniosta 100%
(119/119).

Precyzja

Precyzje oceniono poprzez zbadanie 6-prébkowego panelu DBS

o docelowym zakresie stezenn RNA HCV od 316 IU/mL do 200 milionéw
IU/mL. Prébki panelu o stezeniach nizszych niz 5 Log IU/mL

(100 000 IU/mL) zostaty przygotowane poprzez rozcienczenie klinicznej
probki HCV-dodatniej w HCV-ujemnej krwi petnej, podczas gdy prébki
panelu o stezeniach wyzszych niz 5 Log IU/mL (100 000 IU/mL) zostaty
przygotowane poprzez rozcienczenie Armored RNA HCV w HCV-ujemnej
krwi petnej. Kazda prébka panelu byta badana w 5 powtdrzeniach
przeprowadzanych raz dziennie przez 5 dni, na 3 parach analizatoréw
Abbott m2000sp/rt z 3 partiami odczynnikéw do amplifikacji.
Wyznaczono odchylenia standardowe (SD) w obrebie cyklu, pomigdzy
cyklami i pomigdzy oznaczeniami (w cyklu i pomigdzy cyklami). Test
Abbott RealTime HCV do analizy DBS opracowano w taki sposéb, aby
odchylenie standardowe (SD) pomigdzy oznaczeniami byto mniejsze lub
réwne 0.25 Log IU/mL RNA HCV w przypadku prébek o stezeniach HCV
wynoszacych od 10 000 do 100 milionéw IU/mL. Wyniki reprezentatywne
dla precyzji testu Abbott RealTime HCV do analizy DBS przedstawiono
w Tabeli 2.



Tabela 2. Precyzja testu Abbott RealTime HCV do analizy DBS

Sktadowa SD —

Srednie stezenie Srednie stezenie Sktadowa SD — Sktadowa SD — SD pomiedzy  pomiedzy partiami/
Probka panelu N (IU/mL) (Log IU/mL) w obrebie cyklu®®  pomiedzy cyklami® riamiP p i@ tacznie®®
1 63d 420 2.62 0.26 0.07 0.27 0.00 0.27
2 75 1435 3.16 0.23 0.00 0.23 0.09 0.25
3 75 13 211 4.12 0.06 0.04 0.07 0.05 0.09
4 75 395 427 5.60 0.04 0.03 0.05 0.02 0.05
5 75 14 008 770 715 0.12 0.04 0.13 0.05 0.14
6 75 316 713 566 8.50 0.04 0.03 0.05 0.05 0.07

2 Wartosci odchylenia standardowego (SD) sg wyrazone w Log IU/mL.

b Warto$¢ pomiedzy oznaczeniami obejmuje sktadowe w obrebie cyklu i pomiedzy cyklami.

¢ taczna warto$¢ obejmuje sktadowe w obrebie cyklu, pomigdzy cyklami i pomiedzy partiami/aparatami.

d Srednie stezenie probki panelu nr 1 jest nizsze niz LoD. Dane szacunkowe dotyczace precyzji sa oparte na kwantyfikowanych powtérzeniach.

€ Odchylenie standardowe w obrebie cyklu okre$la si¢ réwniez jako powtarzalno$¢. Catkowite odchylenie standardowe okresla sig réwniez jako odtwarzalno$c.

Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$¢ dla probki panelu nr 1 (blisko dolnej granicy oznaczalnoéci, LLoQ) wyniosty odpowiednio 0.26 Log IU/mL oraz

0.27 Log IU/mL, za$ dla prébki panelu nr 2 (blisko LLoQ) wyniosty odpowiednio 0.23 Log IU/mL oraz 0.25 Log IU/mL. Powtarzalno$¢ i odtwarzalno$é
dla prébki panelu nr 5 (blisko gérnej granicy oznaczalnosci, ULoQ) wyniosty odpowiednio 0.12 Log IU/mL oraz 0.14 Log IU/mL, za$ dla probki panelu nr 6
(blisko ULOQ) wyniosty odpowiednio 0.04 Log IU/mL oraz 0.07 Log IU/mL.

Korelacja

Poréwnano test Abbott RealTime HCV z uzyciem suchej kropli krwi i test poréwnawczy posiadajacy oznakowanie CE, Abbott RealTime HCV do
oznaczen w ludzkim osoczu pod katem ich zdolnosci do ilo$ciowego oznaczania RNA HCV. W analizie uwzgledniono prébki osocza i DBS pobrane

od 346 uczestnikdw (pobrane i przebadane w Gruzji, Kamerunie i Grecji). Z wykorzystaniem testu Abbott RealTime HCV do analizy DBS przebadano
zaréwno DBS przygotowane z krwi zylnej, jak i DBS przygotowane z krwi wio$niczkowej (naktucie palca). Wyniki iloSciowe z prébek, ktére miescity sie
w dynamicznych zakresach oznaczen, zostaty przeanalizowane metoda regresji liniowej najmniejszych kwadratéw i metoda btedu systematycznego
Blanda-Altmana (DBS z krwi wio$niczkowej w poréwnaniu z osoczem N=346, DBS z krwi zylnej w poréwnaniu z osoczem N=346 i DBS z krwi
wto$niczkowej w poréwnaniu z DBS z krwi zylnej N=345). W przypadku korelacji miedzy DBS z krwi wto$niczkowej a osoczem wspétczynnik korelacji
wyniést 0.843, nachylenie krzywej wyniosto 0.91 (95% przedziat ufno$ci: 0.85 do 0.97), a punkt przeciecia z osig wspotrzednych wynidst

0.48 Log IU/mL (95% przedziat ufnosci: 0.12 do 0.84) (Rysunek 2). W przypadku korelacji miedzy DBS z krwi zylnej a osoczem wspétczynnik korelacji
wyniést 0.840, nachylenie krzywej wyniosto 0.94 (95% przedziat ufno$ci: 0.88 do 1.00), a punkt przeciecia z osig wspdtrzednych wynidst

0.31 Log IU/mL (95% przedziat ufnosci: -0.07 do 0.69) (Rysunek 3). W przypadku korelacji migdzy DBS z krwi wtosniczkowej a DBS z krwi zylnej
wspdtczynnik korelacji wynidst 0.943, nachylenie krzywej wyniosto 0.91 (95% przedziat ufnosci: 0.87 do 0.94), a punkt przeciecia z osia wspdtrzednych
wynidst 0.53 Log IU/mL (95% przedziat ufnosci: 0.33 do 0.72) (Rysunek 4). Ponadto wykresy Blanda-Altmana dla tych samych poréwnan
zaprezentowano na Rysunku 5, Rysunku 6 oraz Rysunku 7. Srednia réznica btedu systematycznego miedzy DBS z krwi wiosniczkowej a osoczem
wyniosta -0.05 Log IU/mL. Srednia réznica btedu systematycznego miedzy DBS z krwi zylnej a osoczem wyniosta -0.04 Log IU/mL. Srednia réznica
btedu systematycznego migdzy DBS z krwi wio$niczkowej a DBS z krwi zylnej wyniosta -0.02 Log IU/mL.

Przewidywany btad systematyczny migdzy DBS z krwi wtosniczkowej a osoczem zostat oceniony przy poziomach docelowych LLoQ i ULoQ. Ponadto
przewidywany btad systematyczny miedzy DBS z krwi zylnej a osoczem zostat oceniony przy poziomiach docelowych LLoQ i ULoQ. Zestawienie
przewidywanego btedu systematycznego, patrz Tabela 3.

Tabela 3. Przewidywany btad systematyczny miedzy DBS (z krwi wiosniczkowej lub zylnej)
a osoczem przy dolnej (LLoQ) i gérnej (ULoQ) granicy oznaczalnosci

Przewidywany btad

Docelowy poziom miana wirusa systematyczny
Poréwnanie Poziom (Log IU/mL) (Log IU/mL)
DBS z krwi wtosniczkowej LLOQ 2.66 0.24
w poréwnaniu z osoczem ulla 8.00 026
DBS z krwi ?ylnej LLOQ 2.66 0.15
w poréwnaniu z osoczem ula 5.00 017
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Rysunek 2. DBS z krwi wto$niczkowej i osocze Rysunek 5. DBS z krwi wio$niczkowej w poréwnaniu z osoczem

0] y=091x+048 41n-3s6
r=0.843 Sredni btad systematyczny -0.05
g]n=3. 1

Oznaczenie ilociowe Abbott HCV DBS
z krwi wiosniczkowej (Log IU/mL)
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— Abbott RealTime HCV z osocza)
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Oznaczenie ilosciowe Abbott RealTime HCV z osocza (Log IU/mL) (Abbott HCV DBS z krwi wio$niczkowej + Abbott
RealTime HCV z osocza)/2

Rysunek 3. DBS z krwi zylnej i osocze

Rysunek 6. DBS z krwi zylnej w poréwnaniu z osoczem
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Rysunek 4. DBS z krwi wio$niczkowej i DBS z krwi zylnej

Rysunek 7. DBS z krwi wio$niczkowej w poréwnaniu z DBS z krwi
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Uwaga dotyczaca formatu liczb:

e Do oddzielania grup trzycyfrowych (tysiagce) zastosowano znak
spacji (na przyktad: 10 000).

e Do oddzielania cze$ci catkowitej od czesci utamkowej w zapisie
liczby dziesietnej zastosowano znak kropki (na przyktad: 3.12%).
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dziatem technicznym firmy Abbott pod numerem telefonu
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bazy danych o wyrobach medycznych (European Database on Medical
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ZALACZNIK 1. OPIS OPCJI DWUKROTNEGO UZYCIA ODCZYNNIKOW DO AMPLIFIKACJI ABBOTT REALTIME HCV

Opcja wydtuzonego stosowania odczynnikéw do amplifikacji pozwala na 2-krotne uzycie opakowania odczynnikdw do amplifikacji oraz kontroli
wewnetrznej (IC). Opakowania odczynnikéw do amplifikacji, ktére nie zostaty jeszcze uzyte do przygotowania mieszaniny master mix, zwane

sa nowymi opakowaniami odczynnikéw do amplifikacji. Opakowania odczynnikéw do amplifikaciji, ktore zostaty juz wczesniej uzyte i zawieraja
przygotowang mieszaning master mix, zwane sa niepetnymi opakowaniami odczynnikéw do amplifikacji. Dodatkowe szczegdtowe informacije, patrz
wskazowki opisane w niniejszej instrukcji.

Warunki przechowywania (opakowanie odczynnikow do amplifikaciji i fiolki z kontrola wewnetrzna)

Rodzaj opakowania Temperatura przechowywania Czas przechowywania

Nowe opakowania -10°C lub nizsza do daty podanej na etykiecie
Nowa kontrola IC -10°C lub nizsza do daty podanej na etykiecie
Niepetne opakowania -10°C lub nizsza (bez dostepu Swiatta) do 14 dni po pierwszym uzyciu
Niepetna kontrola IC -10°C lub nizsza do 14 dni po pierwszym uzyciu

e W przypadku stosowania UNG w procedurze kontroli kontaminaciji, patrz szczegétowe instrukcje w kroku 25. i 32. Protokotu oznaczenia.

Wybra¢ kombinacje nowych lub
niepetnych opakowan wymaganych

Nowe opakowania do przeprowadzenia anafizy Niepetne opakowania

| Wyja¢ nowe opakowania
/ﬂ/'w ¢ z zamrazarki (<-10°C).

Rozmraza¢ w temperaturze

2°C-8°C albo 15°C-30°C

Y

w temperaturze 2°C-8°C przez

/ﬂ/fc Po rozmrozeniu przechowywac
2°C <24 godziny przed uzyciem.

inﬁf:: niepetne o a0
Zdja¢ wieczka. < opakowania z zan?raz.arkl /ﬂf
1 (<-10°C). Przed uzyciem
: + nalezy upewnié sig, ze
mieszanina master mix
Zatadowac opakowania: zostata rozmrozona.
stabilnie umiesci¢ wszystkie T
T opakowania; niepetne !
<60 minut opakowania po lewej stronie.
W przypadku uzywania wiecej <95 |:11inut

niz jednego opakowania 1

zatadowaé probowke 1
z mieszaning master mix. :
2 \4

[p— Rozpoczaé protokét mieszaniny master mix.

Uruchomi¢ aparat
Abbott m2000rt.

€«--------

Zakonczono protokét mieszaniny master mix. 1
1

1
.
D =
Szczelnie zaklei¢ @
P ke do PCR.
<50 plnut Y PM € < 50 minut
. Ponownie zamknaé !
o o 1
' niepetne opakowania Y '
: po pierwszym uzyciu. Przenie$¢ ptytke do PCR 1
' aparatu Abbott m2000rt. :
1 + * 1
-10°C : Przechowywa¢ niepetne :
- - pjopakowania w temperaturze <-10°C Rozpoczaé protokot ¢~ - -+
w pozycji pionowej, chronié¢ Abbott m2000rt. v
przed Swiattem. - p
Zutylizowa¢ puste

opakowania i niepetne
opakowania po drugim
uzyciu.

e Opakowania odczynnikéw do amplifikacji, przeznaczone do dwukrotnego uzycia, muszg posiada¢ 6-cyfrowy numer seryjny nad kodem kreskowym.

¢ Niepetne opakowania odczynnikéw do amplifikacji moga zosta¢ uzyte po raz drugi w tym samym aparacie, w ktérym zostaty uzyte po raz pierwszy.
Uzycie ich w innym aparacie spowoduje btad, ktéry moze op6zni¢ cykl roboczy.

¢ Niepetne oraz nowe opakowania odczynnikéw do amplifikacji moga by¢ stosowane tacznie. Wszystkie opakowania odczynnikéw do amplifikacji
uzyte w danym aparacie w cyklu roboczym musza posiada¢ ten sam numer partii.
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MEGJEGYZES: A valtoztatasok sziirke hattérrel vannak feltiintetve

Jelmagyarazat

GTIN Globalis kereskedelmi aruazonosité szam

Listaszam

In vitro diagnosztikai orvostechnikai eszkéz

Engedélyezett maximalis id6é

Fels6 hémérsékleti hatar

Hémérsékleti hatar

Meghatalmazott képviselé az Eurdpai
Kdz6sségben/Eurdpai Uniéban

Gyarto

L~ GhYg

UGYFELSZOLGALAT:
FORDULJON ABBOTT KEPVISELOJEHEZ!

A mérések megkezdése el6tt figyelmesen olvassa el ezt a nyomtatvanyt,
és kovesse az utasitasokat! A teszteredmények megbizhatésaga nem
garantalhato, ha barmiben eltér ezekt6l az utasitasoktol.

Ez a haszndlati utasitas (Instructions For Use [IFU]) az Abbott RealTime
HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd nyomtatvanyanak — a
beszaritott vérminta (Dried Blood Spot [DBS]) mintatipusra vonatkozé
— kiegészitése.

MEGJEGYZES A FELHASZNALONAK

Ha ezzel az eszkdzzel 6sszefliggésben barminem( sulyos varatlan
esemény kovetkezik be, az eseményt be kell jelenteni a gyarténak

és a felhasznalé székhelye/beteg lakhelye szerinti tagallam

illetékes hatésaganak. A gyartonak valé bejelentéshez szilkséges
kapcsolattartasi informaciokat lasd e hasznalati utasitas Ugyfélszolgalat
vagy Technikai segitségnyujtas cime alatt!

NEV

Abbott RealTime HCV

RENDELTETES DBS ESETEN

Az Abbott RealTime HCV teszt in vitro, reverz transzkripcids

polimeraz lancreakcion (RT-PCR) alapuld teszt, amely a
hepatitis-C-virus-ribonukleinsav (HCV-RNS) kvantitativ meghatarozasara
szolgal HCV-vel fert6z6tt betegektdl szarmazo, vénas vagy kapillaris
vérvétellel nyert, human teljes vérbdl készitett, kartyara cseppentett,
beszaritott vérmintaban (DBS). Az Abbott RealTime HCV teszt a HCV-
fert6z6tt, antivirdlis kezelésben részesiilé betegek gondozasanak segité
eszkdze. Az Abbott RealTime HCV teszt nem hasznalandé vér-, plazma-,
szérum- vagy szévetdonorok HCV-szirésére, illetve a HCV-fert6zés
fennallasat konfirmald diagnosztikai tesztként.

FELHASZNALOI CELCSOPORT

Az Abbott RealTime HCV teszt felhasznaldi célcsoportjat a laboratériumi
szakemberek alkotjak.
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A TESZT OSSZEFOGLALASA ES MAGYARAZATA

A hepatitis-C-virus (HCV) a majbetegség egyik fé6 okozéja.

Becslések szerint a népesség korilbelil 1,1%-a szenved krénikus
hepatitis-C-fertézésben', és évente kériilbeliil 700000 ember hal meg
hepatitis-C-vel 8sszefliggé majbetegségben.2 A HCV pozitiv szall
RNS-virus, mely elsésorban intravénaskabitdszer-hasznalat soran,
valamint vérkészitményekkel terjed. A HCV-fert6zott egyének mintegy
55-85%-aban alakul ki krénikus hepatitis, és a kronikus fert6zésben
szenvedd betegek legfeljebb 30%-anal figyelték meg cirrhosis
kialakulasat.! A cirrhosisban szenvedé betegekben a hepatocellularis
carcinoma incidencigja évente 2-4%."

A periférids vérben mért, kvantitativ HCV-RNS-szint alapvetd
paraméternek bizonyult a HCV elleni kiilénféle terapidk alakitasa
soran.513 A kdzvetlen hatasu, antivirdlis terapids modszerek
megjelenése rendkiviil jelentds elérelépést eredményezett a
HCV-fertézés kezelésében. A HCV elleni terapiak célja a tartés
viroldgiai valasz (sustained virological response [SVR]) elérése, azaz

a HCV-RNS-mennyiség olyan mérték(i csdkkentése, hogy az tartésan

a kimutathaté szint alatt maradjon.2-5 A HCV-virusterhelés mérése

az egyedi kezelések id6tartamanak és a kezelésre adott véalasz altal
irdnyitott terapidnak a személyre szabdsara, valamint az antiviralis
kezelésre adott tartés vagy nem tartés viroldgiai valasz meghatarozasara
vagy elérejelzésére hasznalatos.25

A HCV-vel kapcsolatos globalis terhek nagy része az alacsony és
kézepes jovedelm(i orszdgokat (low- and middle-income countries
[LMIC-K]) érinti."* Az aktiv HCV-fertézésben szenvedd betegek
azonositasa nagy mértékben korlatozott ezeken a kevés eréforrassal
rendelkezd teriileteken. A teljes vér kartydra cseppentésével

készitett, beszaritott vérmintak (DBS) a szérum- vagy plazmamintak
alternativajaként hasznalhaték a HCV-RNS vizsgalatahoz. A DBS olyan
hasznalhato opciét jelent, amely kikiisz6bdl a szérum vagy plazma
gylijtésével, feldolgozasaval, tarolasaval és szallitasaval kapcsolatos
szamos logisztikai és technikai korlatot. Az Egészségligyi Vildgszervezet
(World Health Organization [WHOY]) hepatitis-C vizsgalatara vonatkozé
iranymutatasai DBS haszndlatat ajanljak a HCV viroldgiai vizsgdlata
céljara azokon a teriileteken, ahol korlatozottak az eréforrasok.'#

A DBS vizsgalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt homogén,
valos idejl fluoreszcenciakimutatassal kombinalt, reverz transzkripciés
polimeraz lancreakciés (RT-PCR) technoldgiat alkalmaz a HCV-RNS
DBS-mintakban térténé kvantitativ meghatarozasara. A HCV-genom egy
konzervalt régidjanak kivalasztasa lehetévé teszi az 1-6-os genotipusok
kimutatasat. A teszt az Egészséglgyi Vilagszervezet kdvetkez6
nemzetkdzi szabvanya alapjan keriil standardizalasra: 2" WHO
International Standard for Hepatitis C Virus RNA (NIBSC code 96/798).
Az eredmények nemzetkozi egység/mL (IU/mL) mértékegységben vagy
annak 10-es alapu logaritmusos megfeleléjében kerlilnek kiadasra.

AZ ELJARAS BIOLOGIAI ELVEI

A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt elvégzéséhez 3
reagenskészletre van sziikség:

* Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt RT-PCR
technikat alkalmaz az amplifikalt termék eléallitasara a human
DBS-mintakban Iévé HCV-RNS-genombdl. A DBS hasznalataval végzett
Abbott RealTime HCV teszt Iépései a kovetkezdk: a DBS elemzés

el6tti kezelése, minta-el6készités, az RT-PCR reakcio 0sszeallitasa,
amplifikacio, detektalds és az eredmények kiadasa. A DBS elemzés
el6tti kezelése az Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit
hasznélataval keriil elvégzésre a minta Abbott m2000sp késziilékbe vald
betéltése elétt. A DBS elemzés el6tti kezelését kdvetéen minden tovabbi
|épést automatikusan elvégez az Abbott m2000sp és az Abbott m2000rt
késziilek.



A minta-el6készitéssel, az RT-PCR reakcid 0sszeallitasaval, az
amplifikacidval és a detektalassal kapcsolatos tovabbi részleteket

lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd
nyomtatvanyaban!

AZ AMPLIFIKACIOS REAGENS MEGHOSSZABBITOTT
HASZNALATA

Az amplifikaciés reagens meghosszabbitott hasznalatat biztositd, szabadon
valaszthatd funkcio lehetévé teszi az amplifikacidsreagens-csomagok és
az IC 6sszesen 2 alkalommal térténé hasznalatat. A masodik hasznalat
elétt az elkészitett referenciakeveréket tartalmazé amplifikacidsreagens-
csomagok -10°C-os vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten, kupakkal
lezarva és fényt6l védve legfeljebb 14 napig tarolhaték. A masodik
hasznélat el6tt a belsé kontroll (internal control [IC]) -10°C-os vagy ennél
alacsonyabb hémérsékleten legfeljebb 14 napig tarolhaté. A masodik
hasznalat nem tdrténhet a reagens lejarati datumat kdvetden.

Ennek a funkciénak az attekintése e hasznalati utasitas

1. mellékletében taldlhato.

Ebben a haszndlati utasitdsban a kordbban még nem hasznalt (azaz
az elsé alkalommal hasznalandd) amplifikaciésreagens-csomagokra és
IC-re Uj amplifikaciésreagens-csomagokként és IC-ként hivatkozunk.

A mar egyszer hasznalt, és ezért az elkészitett referenciakeveréket
mar tartalmazé amplifikdciésreagens-csomagokra parcialis
amplifikaciosreagens-csomagokként hivatkozunk. A mar egyszer
hasznalt IC-fiolakra parcidlis IC-fioldkként hivatkozunk.

A NUKLEINSAVVAL VALO SZENNYEZODES
MEGELOZESE

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd
nyomtatvanyat!

REAGENSEK

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd
nyomtatvanyat!

FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

In vitro diagnosztikai alkalmazasra

A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt nem
haszndlandé vér-, plazma-, szérum- vagy szdvetdonorok HCV-sz(irésére,
illetve a HCV-fert6zés fennallasat konfirmalé diagnosztikai tesztként.

BIZTONSAGI OVINTEZKEDESEK

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd
nyomtatvanyat! A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV
teszt kizarélag az Abbott m2000sp és az Abbott m2000rt készlléken
hasznalhaté.

KULONLEGES OVINTEZKEDESEK

Kezelési ovintézkedések DBS-mintak vizsgalata esetén

A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt kizarélag a

MINTAK GYUJTESE, TAROLASA ES A VIZSGALATI HELYSZINRE VALO

SZALLITASA cim alatt leirt mddon kezelt és tarolt teljesvér- vagy DBS-

mintak vizsgdlatara hasznalhato.

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!

A DBS-mintak kezelésére vonatkoz6 dvintézkedések:

e Gondoskodjon arrél, hogy a deszikkanst tartalmazé tasakban valé
tarolas el6tt a DBS-kartyak teljesen megszéradjanak! A DBS-minta
nem megfelel6 mddon valé elkészitése, szaritasa, tarolasa és
kezelése pontatlan teszteredményekhez vezethet.

e A keresztszennyez6dés elkeriilése érdekében minden egyes
DBS-mintahoz haszndljon Uj pipettahegyet, amikor a kicseppentett
vért tartalmazé részt kinyomja a perforalt DBS-kartyabdl! Nem
perforalt DBS-kartya hasznalata esetén gondoskodjon arrdl, hogy
a kartyadarab kivagasahoz hasznalt eszk6z a DBS-mintaval valo
érintkezés el6tt és utan fertétlenitésre kertiljon!

Munkavégzési teriiletek

Az Abbott m2000sp és Abbott m2000rt hasznalata esetén mindéssze
két, erre a célre elkilonitett teriilet (Minta-el6készitési munkateriilet
és Amplifikacios munkateriilet) hasznalata ajanlott.

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!

Aeroszol okozta szennyez6dés

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!
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Szennyezddés és inhibicio
Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd
nyomtatvanyat!

Kiils6 forrasbol szarmazé, dU-tartalma amplifikalt termék
altal okozott szennyezédés
Azokban a laboratériumokban, melyek olyan HCV-amplifikacios
teszteket hasznalnak vagy hasznaltak, amelyeknek része az
amplifikalt termék PCR utani feldolgozasa, szennyezédést okozhat
a dU-tartalmu amplifikalt termék. Az ilyen szennyez6dés pontatlan
eredményeket okozhat a DBS haszndlataval végzett Abbott RealTime
HCV teszt hasznalata soran. Lasd az Abbott RealTime HCV teszt
(listaszam: 4J86-90) termékismerteté nyomtatvanyanak A laboratérium
szennyezdédésének ellendrzése cim( részét! Ha a negativ kontrollok
tartésan reaktiv eredményt adnak, vagy ha valdszin(sithet6 a
dU-tartalmu HCV-amplifikalt termékkel valé szennyezédés, és a
laboratorium fertétlenitése sikertelennek bizonyul, javasoljuk, hogy a
laboratérium alkalmazza az uracil-N-glycosylase (uracil-N-glikozilaz
[UNG]) szennyezbédés-ellendrzési eljarast.
TAROLASI UTASITASOK
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (listaszam: 4J86-90)
-10°C e Hasznalaton kivill az Gj és parcialis Abbott RealTime
/ﬂ/ HCV amplifikaciésreagens-csomagokat és az Internal
Control (IC) fiolait -10°C-os vagy ennél alacsonyabb
hémérsékleten kell tarolni. Ugyeljen arra, hogy az
éppen hasznalatban Iévé Abbott RealTime HCV
amplifikaciosreagens-csomag ne keriiljon kdzvetlen
érintkezésbe a mintakkal, a kalibratorokkal és a
kontrollokkal!
e Az els6é hasznalatot kbvetéen a parcialis
amplifikaciosreagens-csomagokat és az IC-t
-10°C-os vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten,
kupakkal lezarva, all6 helyzetben és fényt6l védve
kell tarolni. A fenti eléirasoknak mefeleléen tarolt, az
elkészitett referenciakeveréket tartaimazoé parcialis
amplifikaciésreagens-csomagok az elsé hasznalatot
koveté 14 napon bellil masodszor is hasznalhatok.
Az IC szintén hasznalhaté masodszor a felolvasztast
kévetd 14 napon belll, amennyiben kupakkal lezarva,
-10°C-os vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten
taroljak. A 2. hasznalatot kvetéen a parcidlis
amplifikaciésreagens-csomagokat és az IC-t
artalmatlanitani kell. A masodik haszndlat nem térténhet
a reagens lejarati datumat kévetéen.
Abbott RealTime HCV Control Kit (listaszam: 4J86-80)

/H/-10°C .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (listaszam: 4J86-70)

/H/-mf*c .

SZALLITASI FELTETELEK

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd
nyomtatvanyat!

A REAGENSEK INSTABILITASANAK VAGY
MINOSEGROMLASANAK JELEI

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd
nyomtatvanyat!

A KESZULEK MUKODTETESE

A vizsgalatok végzését megel6z6en a DBS hasznalataval végzett
Abbott RealTime HCV teszt alkalmazasfajljat telepiteni kell az Abbott
m2000sp és az Abbott m2000rt készllékre az Abbott RealTime HCV
m2000 ROW System Combined Application CD-ROM-rdl (listaszam:
01L69-040 vagy nagyobb). Az alkalmazasfajlok telepitésére vonatkozo
részletes informaciokat l1asd az Abbott m2000sp és az Abbott m2000rt
Felhasznaloi kézikdnyv Mukddtetési utasitasok cimi fejezetében!

Az Abbott RealTime HCV Negative és Positive
Controls-t -10°C-os vagy ennél alacsonyabb
hémérsékleten kell tarolni.

Az Abbott RealTime HCV Calibrator A-t és Calibrator
B-t -10°C-os vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten
kell tarolni.



MINTAK GYUJTESE, TAROLASA ES A VIZSGALATI

HELYSZINRE VALO SZALLITASA

Mintak gyujtése és tarolasa

e A DBS elkészitéséhez hasznaljon ujjbegybdl szarmazé vagy
EDTA-tartalmazo csébe levett teljes vért! Az EDTA-tartalmazé csébe
levett teljes vért ellenérzott hémérsékleti korilmények kdzott kell
tartani a tarolas és a szallitds soran (2-8°C-os hémérsékleten
legfeljebb 48 6ran at vagy 30°C-ot nem meghaladé kérnyezeti
hémérsékleten legfeljebb 24 6ran at).

e Az EDTA-t tartalmazé csében gyujtott teljes vért a kicseppentés
el6tt ovatos atforditassal alaposan 6ssze kell keverni. Cseppentse
a vért a 12 milliméter atmérdji kordkre egy Ahlstrom-Munktell TFN
papirkartyara vagy Whatman 903 kartyara, Ugyelve arra, hogy a
vércsepp a teljes kort lefedje! Az egyes korok teljes fedésének
biztositasa érdekében ajanlott legaldbb 70 pl (korilbelll 3-5 csepp)
vér kicseppentése.

* A kértyat széritsa levegén, kdrnyezeti hémérsékleten legalabb
3 6ran at!l Csomagoljon be minden egyes kartyat lezarhaté mianyag
tasakba, 2-3 desszikéanst tartalmazé tasakkal egydtt!

e A vizsgalat megkezdése el6tt a DBS-mintat tartalmazé kartyak az
alabbi tabldzatban meghatarozott kériilmények kdzétt tarolhatok.

DBS-mintat tartalmazé kartyak tarolasa

Korilmények Maximalis tarolasi id6

2-30°C, kornyezeti paratartalom 18 hét
<37°C, kdrnyezeti paratartalom 12 hét
<45°C, kdrnyezeti paratartalom 8 hét
<38°C, magas paratartalom (< 85%) 4 hét
-25°C — -15°C, kornyezeti paratartalom 18 hét
-70°C-os vagy ennél alacsonyabb 18 hét

hémérséklet, kérnyezeti paratartalom

Mintak szallitasa

A mintak taroldsa soran ne térjen el a fenti Mintak gydijtése és tarolasa

cim alatt felsorolt, tarolasi hémérsékletre, illetve idétartamra vonatkozo,

ajanlott feltételektdl! Belfoldi és nemzetkdzi szallitds esetén a mintadkat a

klinikai, diagnosztikai vagy bioldgiai mintak szallitdsara vonatkozé allami,

szbvetségi és nemzetkdzi szabalyoknak megfeleléen kell csomagolni és
cimkével ellatni.

ABBOTT REALTIME HCV TESZTELJARAS DBS-MINTAK

VIZSGALATA ESETEN

Sziikséges, de nem mellékelt anyagok

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (listaszam: 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (listaszam: 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (listaszam: 4J86-80)

Abbott m2000sp késziilék - Mintael6készitési munkateriilet

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (listaszam:
09N02-001)

e Abbott m2000sp készilék (listaszam: 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps) (listaszam:
04J70-24)

e 20-1000 pl-es mennyiség pipettazasara alkalmas, kalibralt, precizids
pipettdk (Az UNG haszndlatdhoz szikségesek lehetnek < 20 pl-es
mennyiség pipettazasara alkalmas, kalibralt, preciziés pipettak.)

e Szlr6betétes pipettahegyek 20-1000 pl-es pipettakhoz (Az UNG
haszndlatdhoz sziikségesek lehetnek < 20 pl-es mennyiség
pipettdzasara alkalmas, szlrébetétes pipettahegyek).

e Vortex keverd

e Master Mix Tube (listaszam: 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (listaszam: 04J71-30)

e 5 ml-es reakcidedények (listaszam: 04J71-20)

e 200 ml-es reakcidedények (listaszam: 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (listaszam: 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (listaszdm: 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (listaszam: 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (listaszam: 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (listaszam: 01L69-040 vagy nagyobb)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (listaszam: 09N03-001)
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e 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps (listaszam: 03N20-01) (szabadon
valaszthato)

e Uracil N-Glycosylase (UNG)? (listaszam: 6L87-02)

aSzilkség esetén az e haszndlati utmutatd Kiilsé forrasbol szarmazo,

dU-tartalmu amplifikalt termék okozta szennyezédés cime alatt

foglaltak szerint.

Abbott m2000rt késziilék - Amplifikacios munkatertilet

e Abbott m2000rt készllék (listaszam: 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (listaszam: 01L69-040 vagy nagyobb)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (listaszam: 04J71-93)

Egyéb anyagok

e Bioldgiai biztonsagi fllke, amely jévahagyassal rendelkezik fert6z6
anyagokkal valé hasznalatra
Lezarhaté tasak a DBS-kartyahoz

e Deszikkans csomag a DBS-kartyahoz

e Ahlstrom-Munktell TFN papirkartya és/vagy Whatman 903

e Lezarhaté mianyag tasak a 96 cellds reakcidtalca
artalmatlanitasahoz

e RN&z mentes viz (Eppendorf vagy ennek megfelels)?

e 1,7 ml-es, molekularis bioldgiai vizsgalatokhoz alkalmas
mikrocentrifuga-csévek (Dot Scientific, Inc. vagy ennek megfeleld
termék)®P

e Vattas végi applikatorpalcak (Puritan vagy ennek megfeleld termék)P

bMegjegyzés: Ez a 3 tétel A laboratérium szennyezédésének

ellenérzése cim alatt leirt eljarashoz hasznalatos. Lasd az

Abbott RealTime HCV teszt (Iistaszé[p: 4\'186) terr’nél’(ismerteté

nyomtatvanyanak MINOSEG-ELLENORZESI ELJARASOK cime alatt!

Az eljarasra vonatkozo ovintézkedések

e A mintak feldolgozasa elétt figyelmesen olvassa el az ebben a
hasznalati utasitasban taldlhaté utasitasokat!

e Az amplifikacids reagensek és a belsd kontroll legfeljebb két
alkalommal hasznalhaték az ebben a hasznalati utasitasban leirtak
szerint. Az Abbott RealTime HCV kalibratorok, Negative Control, Low
Positive Control és High Positive Control fioldi kizardélag egyszeri
hasznalatra szolgalnak, és hasznalat utan artalmatlanitandok.

e A szlirébetétes pipettahegyeket vagy az egyszer hasznalatos
pipettakat a mintdk vagy az IC pipettazasakor kizardlag
1 alkalommal hasznalja! A pipettatest pipettazaskor torténé
szennyez6désének megakadalyozasa érdekében ugyelni kell arra,
hogy a pipettatest ne érjen hozza a mintatarté csé vagy mintatarold
belsejéhez! Ajanlott meghosszabbitott, szilirébetétes pipettahegy
hasznalata.

e Az amplifikacids termék jelenlétének azonositdsara szolgalo
eljarasok a MINOSEG-ELLENORZESI ELJARASOK cim alatt
talalhatok.

e A nukleinsavval valé szennyezédés kockazatanak mérséklése
érdekében tuberkulocid fert6tlenitészerrel (példaul 1,0%-o0s
natrium-hipoklorittal vagy egyéb megfelelé fertétlenitészerrel)
tisztitsa le és fert6tlenitse azt a feluletet, amelyre minta émlétt kil

e Az Abbott RealTime HCV kalibratorokat és kontrollokat a vizsgalandé
mintakkal egyutt kell el6késziteni. Az Abbott RealTime HCV
kalibratorok és kontrollok hasznalata elengedhetetlen kévetelmény
az Abbott RealTime HCV teszt megfelel6 teljesitményének
eléréséhez. Lasd a MINOSEG-ELLENORZESI ELJARASOK cim
alatt!

e Az Abbott m2000sp Master Mix Addition
(Referenciakeverék-hozzaadasi) protokollt a minta-elékészités
befejezésétdl szamitott 1 6ran bellil el kell inditani.

e Ha az Abbott m2000sp Master Mix Addition
(Referenciakeverék-hozzaadasi) protokoll végzése id6 el6tt
ledllitasra kerll, artalmatlanitsa a masodszor hasznalt amplifikaciés
reagenseket! Az els6é alkalommal hasznalt, Uj reagenscsomagok az e
nyomtatvanyban leirtak szerint félreteheték, tarolhatok és masodszor
is hasznalhatok.

e Az Abbott m2000rt protokollt a Master Mix Addition
(Referenciakeverék-hozzaadasi) protokoll megkezdésétdl szamitott
50 percen belil el kell inditani. Ha az Abbott m2000rt késziiléken a
futtatds nem kerdl elinditasra 50 percen belill, illetve ha a futtatas
félbeszakad vagy id6 el6tt ledllitasra kerll, helyezze be az Abbott
96-Well Optical Reaction Plate-et egy lezarhaté miianyag tasakba,
zarja le a tasakot, és artalmatlanitsa az Abbott m2000rt Felhasznaloi
kézikdnyvben foglaltak szerint a télca kezeléséhez hasznalt
kesztylvel egydtt!



FONTOS: Azokat az amplifikacios reagenseket, amelyeket
masodszor is hasznalni kivan, a Master Mix Addition
(Referenciakeverék-hozzaadasi) protokoll megkezdésétol
szamitott 50 percen beliil -10°C-os vagy ennél alacsonyabb
hémérsékletii taroléba kell helyezni.

TESZTPROTOKOLL: DBS-MINTAK VIZSGALATA AZ
ABBOTT m2000sp ES AZ ABBOTT m2000rt KESZULEK
HASZNALATAVAL

Az Abbott m2000sp késziilékprotokoll és az Abbott m2000rt

készulékprotokoll végrehajtasanak részletes leirasat lasd az Abbott

m2000sp és az Abbott m2000rt Felhasznaldi kézikdnyv Mikddtetési
utasitasok cim( fejezetében! A DBS protokollhoz 6.0 vagy nagyobb

Abbott m2000sp szoftververzid sziikséges. Kérjik, kdvesse az Abbott

m2000sp Felhasznaléi kézikényvben (listaszam: 09K20; verziédszam: 6

vagy nagyobb) leirtakat.

Egy futtatds soran ésszesen 96 minta dolgozhaté fel. Minden egyes

futtatds soran vizsgalni kell egy Abbott RealTime HCV Negative Controlt,

Low Positive Controlt és High Positive Controlt, ezért egy futtatds soran

legfeljebb 93 DBS-minta dolgozhato fel, ha kalibratorok futtatasara

nem keril sor. A kalibratorokat és kontrollokat folyadékmintakként

dolgozza fel; az 1-5. |épés kizarélag a DBS-re vonatkozik. Ne dolgozzon

fel plazma- vagy szérummintékat olyan futtatds soran, amelyhez

DBS protokollt hasznall Minden egyes DBS-mintahoz egyetlen Abbott

Master Mix Tube-ot kell hasznalni a teljes mintafeldolgozasi eljaras

soran. Gondoskodjon arrdl, hogy a DBS-mintdk a feldolgozas soran

megfeleléen fel legyenek cimkézve!

1. Toltsén 1,3 mi-t az Abbott Master Mix Tube-ba az Abbott mSample
Preparation System DBS Buffer Kit (listaszam: 09N02-001) részét
képezé mDBS pufferbdl!

MEGJEGYZES: Ehhez a lépéshez ne hasznaljon mLysis puffert
vagy egyéb reagenst!

2. Tartsa a perforalt DBS-papirkartyat az Abbott Master Mix Tube félé!

3. Nyomja ki a DBS-kért a kartyabol egy tiszta pipettaheggyel - minden
egyes Abbott Master Mix Tube-ba 1 DBS-kért nyomjon kil Minden
DBS-kor atméréjének kortlbelul 12 milliméternek kell lennie.

MEGJEGYZES: A KERESZTSZENNYEZODES ELKERULESE
ERDEKEBEN MINDEN DBS-MINTAHOZ UJ PIPETTAHEGYET
HASZNALJON!
Nem perforalt DBS-papir esetében vagjon ki egy teljes (kérulbelil
12,7 mm atméréjl) DBS-kért minden egyes mintdhoz, és tegye bele
egy Abbott Master Mix Tube-bal!
MEGJEGYZES: Ugyeljen arra, hogy a vagéfeliilet ne keriiljon
kozvetlen érintkezésbe a DBS-mintakkal! Ha sziikséges, a
helyes laboratériumi gyakorlatnak megfeleléen a mintak k6zo6tt
fertétlenitse a DBS-kor kivagasahoz hasznalt eszkozt!

4. Gondoskodjon arrol, hogy a DBS-kor teljesen belemertiljon az mDBS
pufferbe oly médon, hogy megutdgeti a csévet vagy a pipettaheggyel
belenyomja a DBS-kért a pufferbe!

MEGJEGYZES: Ha pipettaheggyel nyomja bele a DBS-t a
pufferbe, akkor ligyeljen arra, hogy a DBS puffer mennyisége ne
csokkenjen amiatt, hogy a pipettahegybe puffer keriil és/vagy a
hegy sziiréje magaba sziv némi puffert!

5. Kézzel razza vagy koérkérésen mozgassa a mintatartd cséveket!
Ne vortexelje a mintékat! Inkubalja 30 percig (+2 perc) kérnyezeti
hémérsékleten!

6. Ekozben olvassza fel a tesztkontrollokat és a belsé kontrollt (IC)
15-30°C-os vagy 2-8°C-os hémérsékleten! A kalibratorokat kizardlag
kalibracios futtatas végzése esetén olvassza fel (15-30°C-os vagy
2-8°C-0s hémérsékleten)!

MEGJEGYZES: A felolvasztott tesztkontrollok, IC és kalibratorok
a hasznalatig 2-8°C-os hémérsékleten legfeljebb 24 6ran at
tarolhatok.

7. Haszndlat elétt vortexeljen minden egyes tesztkalibratort és minden
egyes kontrollt 3-szor 2-3 masodpercig! Gondoskodjon arrdl,
hogy a vortexelés utan a fiolak tartalma a fiolak aljan legyen:
Utégesse a fioldk aljat a munkaasztalhoz, hogy a folyadék a fiolak
aljara keriiljon! Ugyeljen arra, hogy a fiolakban ne keletkezzenek
buborékok vagy hab; ha a fiolakban buborékok vannak, tavolitsa
el a buborékokat, minden egyes fiolahoz uj, steril pipettahegyet
hasznalval
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8. Olvassza fel az amplifikacios reagenseket 15-30°C-os vagy 2-8°C-os
hémérsékleten, és tarolja 2-8°C-os hémérsékleten, miel6tt hasznalja
Oket az amplifikacios referenciakeverék-hozzaadasi eljarashoz!

9. Valassza ki a futtatas soran hasznalni kivant uj és/vagy parcialis
amplifikaciosreagens-csomagokat! Az amplifikaciésreagens-csomagokra
vonatkozo készletgazdalkodasi utasitasokat lasd az Abbott
m2000sp Felhasznaldi kézikdnyv (listaszam: 09K20; verziészam:

6 vagy nagyobb) Mikddtetési utasitasok cim( fejezetében! Az
amplifikaciésreagens-csomagoknak ugyanazzal a tételszammal
kell rendelkeznilik. Az aj amplifikdciés reagenseket 15-30°C-os
vagy 2-8°C-os hémérsékleten olvassza fel, és tarolja 2-8°C-os
hémérsékleten, mielétt hasznalja 6ket az amplifikacios
referenciakeverék-hozzaadasi eljarashoz!

MEGJEGYZES: Felolvasztas utan az uj amplifikacios reagensek
legfeljebb 24 6ran at tarolhatok 2-8°C-os hémérsékleten, ha
nem hasznalja 6ket azonnal. A masodik alkalommal hasznalni
kivant parcialis amplifikaciosreagens-csomagokat a masodik
hasznalatig NEM szabad 2-8°C-os hémérsékleten tarolni,
hanem a referenciakeverék-hozzaadas végrehajtasaig -10°C-os
vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten kell tartani. Miutan
kiveszi 6ket a fagyasztohol, legfeljebb 6sszesen 25 percig
tarolhatok szobahémérsékleten, beeértve azt az id6t is, amikor
a csomagokat mar kivette a tarolobdl, de még nem hasznalta. A
25 perces szobahémérsékleten valo tarolasi id6 tullépése esetén
artalmatlanitsa a parcialis amplifikaciosreagens-csomagokat!

A kovetkezé tablazat a minta-elékészitésre szolgalé reagensek és

belsékontroll-fiolak sziikséges darabszamat mutatja a reakcidk szama

alapjan.

Minta-el6készitésre szolgalo reagensek és belsékontroll-fiolak
sziikséges darabszama

1-24 25-48 49-72 73-96

Reagens reakcié reakcio reakcio reakcio
mMicroparticles 1 palack 2 palack 2 palack 2 palack
mLysis 1 palack 2 palack 3 palack 4 palack
mWash 1 1 palack 2 palack 3 palack 4 palack
mWash 2 1 palack 2 palack 3 palack 4 palack
mElution Buffer 1 palack 2 palack 3 palack 4 palack
Belsé kontroll2 1 4j fiola 1 4j fiola 2 uj fiola 2 0j fiola
vagy 1 vagy 2 vagy 3 vagy 4
parcialis parcialis parcialis parcialis

fiola fiola fiola fiola

2 Az Uj és parcialis belsékontroll-fiolak kombinalva is hasznalhatdk.

10. Ovatosan forditsa at az Abbott mSample Preparation palackokat,
hogy homogén oldatot kapjon! Ha barmelyik reagenspalackban
a kinyitaskor kristalyok észlelhetdk, hagyja a reagenst allni
szobahémérsékleten, amig a kristalyok el nem tlnnek! Ne hasznalja
a reagenseket addig, amig a kristalyok fel nem oldédtak!

1

-

. Haszndlat elétt vortexeljen minden egyes IC-fiolat 3-szor

2-3 masodpercig!

Egy KIZAROLAG A BELSO KONTROLLHOZ HASZNALATOS
kalibralt, precizios pipettaval adjon 500 pl IC-t minden mLysis

puffer palackbal Keverije fel a tarolé tartalmat 5-10-szeri 6vatos
atforditassal, Ugyelve arra, hogy a keverék minél kevésbé
habosodjon fel! A parcidlis IC-fiolak a kupakkal lezarva -10°C-os vagy
ennél alacsonyabb hémérsékleten tarolhaték a masodik hasznalatig.

12.

13. Helyezze az alacsony és a magas pozitiv kontrollokat, a negativ
kontrollt és a kalibratorokat (amennyiben sziikségesek) az Abbott

m2000sp mintatarté allvanyokbal!

14. Az inkubacio befejezése utan kézzel razza fel vagy korkérosen
mozgassa a DBS-mintat tartalmazé csoveket, majd helyezze be 6ket

az Abbott m2000sp mintatartd allvanyokbal

MEGJEGYZES: Gondoskodjon arrél, hogy az Abbott m2000sp
mintatart6 allvanyok kifejezetten az Abbott RealTime HCV DBS
eljarasahoz legyenek kalibralva!

A kifréccsenés elkerlilése érdekében dvatosan téltse fel a mintatartd
allvanyokat! Ha hasznal vonalkédot, a csévek cimkéjén lévd
vonalkédnak jobbra kell néznie a megfelel leolvasashoz. Ugyeljen
arra, hogy a csoveket stabilan helyezze el a mintatart6 allvanyokban,
oly médon, hogy a csévek alja szildrdan az allvanyok aljara
tamaszkodjon!

15.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Toltse be a feltdltétt mintatartd allvanyokat az Abbott m2000sp
késziléken az egymas utani poziciokba: az elsé allvanyt a jobb
oldali legszélsé pozicidba helyezze, majd az els6 allvanytdl balra
helyezze el sorban a tébbi allvanyt!

Helyezze az 5 ml-es reakcidedényeket az Abbott m2000sp 1 ml-es
alrendszerallvanybal

Toltse be az Abbott mSample Preparation System reagenseket és
az Abbott 96 Deep-Well Plate-et az Abbott m2000sp munkaasztalara
az Abbott m2000sp Felhasznaldi kézikonyv Miikddtetési utasitasok
cim( fejezetében leirtak szerint!

A Protocol (Protokoll) képernyén valassza ki a HCV RNA DBS
alkalmazasfajlt! Inditsa el a mintaextrakcids protokollt az Abbott
m2000sp Felhasznaldi kézikonyv Miikddtetési utasitasok cimd
fejezetében leirtak szerint!

Vigye be a kalibrator- (abban az esetben szlikséges, ha nem

keriilt még kalibracios gorbe taroldsra az Abbott m2000rt-n)

és a kontrolltételre vonatkozé értékeket a Sample Extraction:
Worktable Setup, Calibrator and Control (Mintaextrakcio:
Munkaasztal-beallitdsok, Kalibrator és kontroll) mez6kbe! Az adott
tételre vonatkozé értékek az egyes Abbott RealTime HCV kalibrator-
és kontrollkészletkartyakon talalhaték.

Az Abbott m2000sp Master Mix Addition (Referenciakeverék-hozzaadasi)
protokollt (28. Iépés) a minta-el6készitése befejezésétdl szamitott
1 6ran belll el kell inditani.

MEGJEGYZES: Az amplifikaciés reagensek kezelése el6tt vegyen
fel uj kesztyiit!

A minta-el6készités befejezése utan toltse be az amplifikacios
reagenseket és a referenciakeveréket tartalmazo csévet
(amennyiben szilikséges) az Abbott m2000sp munkaasztalara!

A kovetkezé tablazat az amplifikaciésreagens-csomagok

szllkséges darabszamat mutatja a reakciok szama alapjan. Ha

csak 1 amplifikdcidsreagens-csomagot hasznal, nincs szlikség
referenciakeverék-csére.

Az amplifikaciosreagens-csomagok sziikséges darabszama?

124 25-48 49-72 73-96
reakcio reakcio reakcio reakcio

1 4j; 2 uj; 3 uj; 4 4j

legfeljebb legfeljebb legfeljebb vagy
4 parcialis 4 parcialis 4 parcialis parcialis
csomag csomag csomag csomag

a A kivalasztott parcidlis csomagokkal vizsgalhaté maximalis
reakciészdm meghatdrozésaval kapcsolatos készletgazdalkodasi
utasitasokat lasd az Abbott m2000sp Felhasznaloi kézikdnyvben
(listaszam: 09K20; verziészam: 6 vagy nagyobb)!

e A parcialis amplifikaciosreagens-csomagok kizardélag ugyanazon
az Abbott m2000sp késziiléken hasznalhatok, amelyet a
reagenscsomag elsé alkalommal valé el6készitéséhez hasznalt.
Ha egy amplifikacidésreagens-csomagot a masodik alkalommal
egy masik késziléken haszndl, ez hibat eredményez, ami
késleltetheti a futtatast.

e A parcidlis és uj amplifikdciésreagens-csomagok hasznalhatok
egydtt.

FONTOS: A parcialis amplifikaciésreagens-csomagokat -10°C-os

vagy ennél alacsonyabb hémérsékleten kell tarolni kdzvetleniil a

masodik alkalommal valé hasznalatig. Gy6z6djon meg arrol, hogy

a referenciakeverék felolvadt-e, miel6tt a parcialis csomago(ka)t

betolti az Abbott m2000sp munkaasztalara! Miutan a masodszor

hasznalandé parcialis amplifikaciosreagens-csomagokat kiveszi

a -10°C-os tarolobal, 25 percen beliil fel kell 6ket hasznalni.

A 25 perc leteltével a fel nem hasznalt reagenscsomagokat

artalmatlanitani kell. Az 6sszesen 25 perces szobahémérsékleten

valé tarolasi idétartamba beleértendd az az idé is, amikor a

csomagokat mar kivette a tarolobol, de még nem hasznalta.

Az amplifikdcids reagensek kinyitdsa el6étt gondoskodjon arrél, hogy

az uj amplifikaciésreagens-csomagok tartalma a fiolak aljan legyen:

all6 helyzetbe allitva tGtdgesse a fioldkat a munkaasztalhoz 5-10-szer!

* A masodik alkalommal hasznalandé parcidlis amplifikaciésreagens-
csomagokat ne ltdgesse a munkaasztalhoz, mert az (itdgetés
kévetkeztében a referenciakeverék egy része a kupakba keriilhet!
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25.

24. Tavolitsa el a kupakokat! Ha egy uj amplifikaciésreagens-csomagot

masodszori hasznalat céljabdl eltarol, a palackokat a kupakkal

vissza kell zarnia. Ha a reagenspalackok lezarasahoz az eredeti

kupakokat szeretné hasznalni, tegye félre az eredeti kupakokat! Ha

a reagenspalackok lezarasahoz uj kupakokat szeretne hasznalni, az

eredeti kupakokat artalmatlanithatja.

Ha az uracil N-glikozilaz (UNG) eljarast hasznalja a szennyezédés

kikliszobolésére, kovesse az alabbi utasitasokat!

Egy KIZAROLAG REAGENSEKHEZ HASZNALATOS PIPETTAVAL adja

az UNG (listaszam: 6L87-02) meghatdrozott mennyiségét (1 U/ul) az

Uj és parcialis amplifikaciésreagens-csomagok 3. pozicidjaban lévé

reagensfioldba! Kézileg keverje 6ssze az 6sszes parcidlis csomag

tartalmat a pipettaba valé dvatos felszivassal és kinyomassal! Az Uj

csomagok tartalmat ne keverje dssze!

® Az alabbi tablazat segitségével hatarozhatja meg az uj és
parcidlis amplifikaciosreagens-csomagok 3. pozicidjaban lévé
reagensfioldba adandé UNG mennyiségét! Az uj reagenscsomagok
3. poziciéjaban lévé reagensfiola a héstabil rTth polimeraz
enzimet tartalmazza. A parcialis reagenscsomagok 3. pozicidjaban
lévé reagensfiola a referenciakeveréket tartalmazza.

Az egyes amplifikaciosreagens-csomagok 3. pozicidjaban lévo
reagensfiolaba adandé UNG mennyisége

A csomaggal még elvégezhet6
vizsgdlatok szama

Adjon ennyi UNG-t a fiolaba (ul)

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (aj csomag) 27

26.

27.

MEGJEGYZES: A 3. pozicioban 1év reagensfiolaba adott UNG
mennyisége a reagenscsomaggal még elvégezheté vizsgalatok
szamatol fligg, nem pedig a futtatando mintak szamatél. Az
amplifikaciosreagens-csomagokra vonatkozo készletgazdalkodasi
utasitasokat, valamint a reagenscsomaggal még elvégezhet6
vizsgalatok szamanak megallapitasara vonatkozé utasitasokat
lasd az Abbott m2000sp Felhasznaloi kézikonyvben!

A parcidlis amplifikaciés csomagokat az Uj amplifikaciésreagens-
csomagoktdl balra kell elhelyezni az Abbott m2000sp
munkaasztalon.

Ugyeljen arra, hogy az amplifikdcidsreagens-csomagok stabilan
alljanak készilékben!



28. Vélassza ki a megfelel6 minta-elékészitési extrakcidhoz tartozo
mélycellas talcat! Inditsa el az Abbott m2000sp Master Mix Addition
(Referenciakeverék-hozzaadasi) protokollt! Kévesse az Abbott
m2000sp Felhasznaloi kézikdnyv MUkddtetési utasitasok cimi
fejezetében leirt utasitasokat!

MEGJEGYZES: A kezeldnek nem szabad manualisan feltoltenie
a kiurult/feltoltetlen cellakat az Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate-ben.

* A mintaextrakcié befejezése utan az Abbott m2000sp
automatikusan feltdlti az Abbott 96-Well Optical Reaction Plate
Ures cellait mElution pufferrel, amikor egy futtatds soran
48 mintanal tébb minta keril feldolgozasra. Nem végzi el azonban
a talca feltdltését, ha a futtatds soran 48 vagy ennél kevesebb
minta kertl feldolgozasra.

e Ha a készllék kéri, hagyja a legaldbb az mElution puffer
reagenstarolojat tartalmazo (2. sz. reagensallvany, 6-os
pozicid) 2. sz. reagensallvanyt a helyén! Amennyiben ezt a
reagenstarol6t mar kivette, helyezzen egy mElution puffer cimkéja,
Uj reagenstarolot a 2. sz. reagensallvany 6-os pozicidjaba! A
készllék rendszerfolyadékot ad a reagenstéroléba, és annak
tartalmaval feltdlti az lres celldkat. Miutan a felt6ltési folyamat
lezarul, a készllék a referenciakeverék-hozzaadasaval folytatja a
folyamatot.

MEGJEGYZES: A késziilék automatikus talcafeltoltési

funkciojanak hasznalatara vonatkozo utasitasok az Abbott

m2000sp Felhasznaldi kézikonyv (listaszam: 09K20; verzioszam:

6 vagy nagyobb) Mikodtetési utasitasok cimii 5. fejezetében, a

Mintaextrakcié-Zart izemmod cim alatt talalhatok.

e Az Abbott m2000rt protokollt (33. Iépés) a Master Mix
Addition (Referenciakeverék-hozzaadasi) protokoll (28. |épés)
megkezdésétdl szamitott 50 percen belil el kell inditani.

MEGJEGYZES: Ha a 28. lépést kovetden a futtatas barmilyen

okbol id6 el6tt leallitasra keriil, uj Abbott 96-Well Optical Reaction

Plate-et kell hasznalnia, ha az Abbott m2000sp Master Mix

Addition (Referenciakeverék-hozzaadasi) protokollt (28. Iépést)

megismétli.

Kapcsolja be és inditsa el az Abbott m2000rt késziiléket az

amplifikaciés munkaterileten!

MEGJEGYZES: Az Abbott m2000rt késziiléknek 15 perces
bemelegedési idére van sziiksége.

MEGJEGYZES: Vegye le a keszty(ijét, mielott visszatér a
minta-el6készitési munkateriiletre!

Miutéan az Abbott m2000sp késziilék befejezte a mintak és a
referenciakeverék hozzaadasat, zarja le az Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate-et az Abbott m2000sp Felhasznaldi kézikdnyv
Mkodtetési utasitasok cimi fejezetében foglaltak szerint!

29.

30.

31. Helyezze a lezart optikai reakciétalcat az Abbott Splash-Free

Support Base-re az Abbott m2000rt készlilékbe vald atvitel céljabol!

Ha az uracil N-glikozilaz (UNG) eljarast hasznalja, kovesse az
alabbi utasitasokat:

Helyezze a lezart optikai reakciétalcat az Abbott Splash-Free
Support Base-re és inkubalja szobahémérsékleten (15-30°C) 10 percig!
A szobahémérsékleten torténd inkubalas utan vigye at az Abbott
Splash-Free Support Base-en [évé Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate-et az Abbott m2000rt késziilékhez!

Helyezze be az Abbott 96-Well Optical Reaction Plate-et az Abbott
m2000rt készllékbe! A Protocol (Protokoll) képernyén valassza

a HCV RNA DBS alkalmazasfajlt! Inditsa el a protokollt az Abbott
m2000rt Felhasznaldi kézikonyv Mikddtetési utasitasok cimd
fejezetében leirtak szerint!

MEGJEGYZES: Ajanlott az m2000sp és m2000rt szoftver
exportalasi és importalasi funkciéjanak igénybevétele a
vizsgalatkérés CD-ROM vagy haldzati kapcsolat hasznalataval
valo tovabbitasahoz. Ha az Abbott m2000rt vizsgalatkérést
manualisan hozza létre, vigye be a mintaazonositokat a PCR
talca megfelelé pozicioihoz az Abbott m2000sp “PCR Plate
Results” (“PCR talca eredményei”) részletes adatokat tartalmazoé
képernyéjén talalhatoé “Wells for Selected Plate” (“Cellak a
kivalasztott talcahoz”) tablazatnak megfeleléen! Lasd az Abbott
m2000sp Felhasznaldi kézikonyv 5. fejezetét!

32.

33.
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34. Ha egy elkészitett referenciakeveréket tartalmazé parcidlis
amplifikaciosreagens-csomagot masodszor is hasznalni kivan,
zarja le a 3 reagensfiolat a félretett vagy uj kupakokkal (listaszam:
3N20-01), késedelem nélkill tegye be a reagenseket a -10°C-os
vagy ennél alacsonyabb hémérséklet(i taroldba, és tarolja fénytdl
védve, allé helyzetben! A mar kifogyott vagy masodszor is hasznalt
amplifikaciosreagens-csomagokat artalmatlanitsal
FONTOS: Azokat az amplifikacios reagenseket, amelyeket
masodszor is hasznalni kivan, a Master Mix Addition
(Referenciakeverék-hozzaadasi) protokoll megkezdésétdl
szamitott 50 percen beliil -10°C-os vagy ennél alacsonyabb
hémeérsékleti taroldba kell helyezni.

FELDOLGOZAST KOVETO ELJARASOK

1. Tavolitsa el az Abbott 96 Deep-Well Plate-et a munkaasztalrdl és
artalmatlanitsa az Abbott m2000sp Felhasznaléi kézikényvben
foglaltak szerint!

2. Helyezze az Abbott 96-Well Optical Reaction Plate-et egy lezarhat6
muianyag tasakba és artalmatlanitsa az Abbott m2000rt Felhasznaldi
kézikdnyvben foglaltak szerint a talca kezeléséhez hasznalt
keszty(ivel egyutt!

3. Miel6tt Ujra haszndlnd, tisztitsa meg az Abbott Splash-Free Support
Base-t az Abbott m2000rt Felhasznaldi kézikdnyvben foglaltak
szerint!

MINOSEG-ELLENORZESI ELJARASOK

Abbott m2000rt optikai kalibracio

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!

Tesztkalibralas

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!

Az Abbott m2000sp és Abbott m2000rt készllék hasznalataval végzett

DBS vizsgalat esetén: Az Abbott RealTime HCV kalibralas elfogaddsat

és tarolasat kdvetéen az 6 honapig hasznalhaté. Ez id6 alatt az dsszes,

ezt kdvetd mintat Ujabb kalibralds nélkil lehet vizsgalni, kivéve, ha:

o Uj tételszamu Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit kertil
haszndlatbavételre.

o Uj tételszamu Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)
keril hasznalatbavételre.

o Uj Abbott RealTime HCV RNA DBS alkalmazasfajl keril telepitésre.

Az inhibicié kimutatasa

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!

Negativ és pozitiv kontrollok

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!

A laboratorium szennyezédésének ellendérzése

Lasd az Abbott RealTime HCV teszt (listaszam: 4J86) termékismertetd

nyomtatvanyat!

A DBS-MINTAK EREDMENYEI

Az Abbott m2000rt DBS protokoll futtatasaval kapott, kiadott

DBS-mintakoncentracié annak a teljesvérmintaban Iévé plazmanak

a HCV-viruskoncentracidja, amelybdl a DBS-mina késziilt. Az Abbott

m2000rt készllék automatikusan kijelzi az eredményeket az Abbott

m2000rt munkadlloméson. A teszteredmények kiadhaték nemzetkézi

egység (IU)/ml vagy log IU/ml mértékegységben.

Eredmények értelmezése

Eredmény Ertelmezés

Not detected (Nem kimutathato) A célszekvencia nem mutathato ki

<2.66 Log IU/mL?
(<2,66 log 1U/mI)
2.66 - 8.00 Log IU/mL
(2,66-8,00 log 1U/ml)

>8.00 Log IU/mL
(>8,00 log 1U/ml)

Kimutathat6

>ULQP

2462 1U/ml
b ULQ = felsé meghatarozasi hatar



AZ ELJARAS KORLATAI

e IN VITRO DIAGNOSZTIKAI ALKALMAZASRA

e A teszt optimalis teljesitménye akkor érhet6 el, ha a mintakat
megfeleléen gydijti, tarolja és szallitja a vizsgalat helyszinére (lasd e
termékismerteté nyomtatvany MINTAK GYUJTESE, TAROLASA ES
A VIZSGALATI HELYSZINRE VALO SZALLITASA cime alatt).

e A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszthez a
szilkséges DBS-mintak elkészitéséhez EDTA-t tartalmazé csévekbe
levett teljesvérmintak hasznalhaték. Egyéb véralvadasgatiok
haszndlatat a DBS haszndlataval végzett Abbott RealTime HCV teszt
esetében nem érvényesitették.

e A DBS haszndlataval végzett Abbott RealTime HCV tesztet
kizarélag olyan személyzet hasznalhatja, akik megfelelé képzésben
részesiiltek a DBS-készitési és elékezelési eljarasokat, valamint
a molekularis diagnosztikai tesztek eljarasait és az Abbott m2000
készllékek hasznalatat illetéen.

e A készllékek és a teszteljarasok csokkentik az amplifikacids
termékkel valé szennyezédés kockazatat. Mindazonaltal a
kalibratorok, a pozitiv kontrollok vagy a mintak altal okozott
nukleinsav-szennyezédést a jé laboratériumi gyakorlat
alkalmazasaval és az e termékismerteté nyomtatvanyban leirt
eljarasok gondos betartasaval el kell kerdlni.

e Ahogy minden diagnosztikai teszt esetében, a DBS hasznalataval
végzett RealTime HCV teszt eredményeit is az egyéb klinikai és
laboratériumi eredményekkel 6sszefliggésben kell értelmezni. A ,Not
Detected” (Nem kimutathato) eredményt ad6é mintak esetében nem
tételezhetd fel az, hogy azok HCV-RNS-re negativak.

e A DBS-kértydk nem megfeleld elkészitése, szaritdsa, taroldsa és
kezelése pontatlan vizsgalati eredményekhez vezethet.

e Ahlstrom-Munktell TFN és Whatman 903 DBS-kartyak hasznalhatok.
Egyéb kartyak hasznalatat az Abbott RealTime HCV teszt esetében
nem érvényesitették.

KONKRET TELJESITMENYJELLEMZOK DBS-MINTAK
VIZSGALATA ESETEN

Kimutatasi hatar (LoD)

Az Abbott RealTime HCV tesz LoD-ja a DBS-mintatipus vizsgdlata esetén
462 IU/ml. A LoD meghatarozasa a WHO HCV-re negativ teljes vérrel
higitott kdvetkezd nemzetkdzi szabvanyabol készilt higitasi sor vizsgalataval
tortént: WHO International Standard for Hepatitis C Virus RNA. Az

egyes HCV-RNS-koncentraciok vizsgalatat 4 amplifikaciésreagens-tétel
haszndlatdval végezték 3 napon keresztiil. A DBS hasznalataval végzett
Abbott RealTime HCV teszt analitikai érzékenység terén tanusitott
teljesitményére vonatkozé reprezentativ eredményeket az

1. tablazat foglalja 6ssze.

1. tablazat: A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV
teszt kimutatasi hatara (LoD)

HCV-RNS Vizsgalt mintak Kimutatott Szazalékos
(1U/ml) szama mintak szama  kimutatasi arany
500 84 83 99

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

Az adatok Probit elemzése szerint a beszaritott vérmintdban 95%-os
valészinliséggel kimutatott HCV-RNS-koncentracié 462 1U/ml (95%-os
Cl: 381-593 1U/ml) volt.
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Linearitasi tartomany

Az Abbott RealTime HCV teszt fels6 meghatarozasi hatara (ULQ) 100
millié IU/ml, alsé meghatdrozasi hatara pedig a DBS vizsgalata esetében
meghatarozott LoD-dal (462 IU/ml) azonos. HCV Armored RNS HCV-re
negativ teljes vérben vald higitasaval elkészitésre kerilt egy

200 millié IU/ml és 316 IU/ml kdzétti koncentracioju, 7 tagu DBS-panel.
A DBS haszndlataval végzett Abbott RealTime HCV teszt linearitdséara
vonatkozo reprezentativ eredményeket az 1. abra mutatja.

1. abra: A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV
teszt linearitdsa

y = 1,03x -0,08
r = 0,999
n=

RealTime HCV DBS (log IU/ml)

T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Célkoncentracio (log 1U/ml)

A DBS hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt a vizsgalt
HCV-RNS-koncentracids tartomanyaban (316-200 millié 1U/ml, 2,5-8,3 log
IU/ml) linedrisnak bizonyult.

Specificitas

A DBS hasznalataval végzendd Abbott RealTime HCV teszt
célspecificitasa 99,5% vagy ennél nagyobb. A specifitast 119 HCV
szeronegativ minta 2 amplifikacidsreagens-tétel haszndlatdval végzett

vizsgalataval hataroztak meg. A teljes specificitds 100%-os (119/119)
volt.

Precizio

A preciziot egy 316 IU/ml és 200 millié 1U/ml kozotti
HCV-RNS-célkoncentracioju, 6 tagi DBS-panel vizsgalataval értékelték.
Az 5 log IU/ml-nél (100 000 IU/ml) alacsonyabb koncentracioju
paneltagokat HCV-re pozitiv klinikai mintak HCV-re negativ teljes vérrel
valé higitasaval, mig az 5 log IU/ml-nél (100 000 IU/ml) nagyobb
koncentrécioju paneltagokat HCV Armored RNS HCV-re negativ teljes
vérrel vald higitasaval készitették. Mindegyik paneltagot 5 példanyban
vizsgaltak, naponta egyszer, 5 napon keresztil, 3 Abbott m2000sp/rt
készilékparon, 3 amplifikacidsreagens-tétel hasznalataval.
Meghatdroztak a futtatason beldli, futtatasok kozti és tesztek kozti
(futtatason bellili és futtatdsok kozti) szorast (SD). A DBS hasznalataval
végzendé Abbott RealTime HCV tesztet ugy tervezték, hogy tesztek
kozti szérasa (SD) legfeljebb 0,25 log IU/ml HCV-RNS legyen

10000-100 millié 1U/ml HCV-koncentracidju mintak esetében. A DBS
hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt precizidjara vonatkozd
reprezentativ eredményeket a 2. tablazat foglalja dssze.



2. tablazat: A DBS hasznalatdval végzett Abbott RealTime HCV teszt precizidja

Atlagkoncentracié Atlagkoncentracié Futtatason bellili  Futtatasok Tesztek kozotti  Tételek/Késziilékek
Paneltag N (IU/mI) (log 1U/ml) SDa¢ kozotti SD? SDab kozotti SD? Teljes®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14008770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316713566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

a A szorasértékek (SD) mértékegysége log IU/ml.

b A tesztek kozétti érték magdban foglalja a futtatdson beliili és futtatasok kdzétti értéket is.

¢ A teljes SD magaban foglalja a futtatason belili, a futtatdsok kozétti, valamint a tételek/készilékek kdzotti SD-t is.

d Az 1. paneltag atlagkoncentracidja a LoD-nal kisebb. A preciziéra vonatkozé becslések a szamitasba bevont példanyok értékén alapulnak.
€ A futtatason bellli SD mas néven Ismételhetéség. A teljes SD mas néven Reprodukalhatosag.

Az 1. paneltag (LLoQ-hoz kodzeli) ismételhetésége 0,26 log IU/ml, reprodukalhatésaga 0,27 log IU/ml volt, mig a 2. paneltag (LLoQ kozeli)
ismételhetésége 0,23 log IU/ml, reprodukélhatésaga pedig 0,25 log IU/ml volt. Az 5. paneltag (ULoQ kézeli) ismételhetésége 0,12 log IU/ml,
reprodukalhatésaga 0,14 log IU/ml, mig a 6. paneltag (ULoQ kdzeli) ismételhetésége 0,04 log IU/ml, reprodukalhatésaga pedig 0,07 log IU/ml volt.

Korrelacio

A szamszer(i HCV-RNS-értékek a beszaritott vérminta hasznalataval végzett Abbott RealTime HCV teszt és a plazma hasznalataval végzett,
CE-jeldléssel rendelkezd, viszonyitasi teszt (Abbott RealTime HCV teszt) alkalmazasaval keriltek 6sszehasonlitasra. Az elemzésbe 6sszesen 346
alanytél szarmazé plazma- és DBS-minték (Gruzidban, Kamerunban és Gérdégorszagban gy(ijtétt és vizsgalt mintak) keriiltek bevonasra. A DBS
hasznalatdval végzett Abbott RealTime HCV teszttel vénas vérbdl elballitott DBS-t és (ujjszurassal nyert) kapillaris vérbdl eléallitott DBS-t egyarant
vizsgalatak. A tesztek dinamikus tartomanyaba es6 mintak szamszer(i eredményeit a legkisebb négyzetek linedris regressziés mddszerrel és a
Bland-Altman torzitasi médszerrel elemezték (kapillaris DBS vs. plazma N=346, vénas DBS vs. plazma N=346, és kapillaris DBS vs. vénas DBS
N=345). A kapillaris DBS és a plazma koz6tti korrelacid vizsgdlata esetében a korrelaciés egyltthaté 0,843, a meredekség 0,91 (95% Cl 0,85-0,97), a
kezdéérték pedig 0,48 log IU/ml (95%-o0s ClI: 0,12-0,84) volt (2. abra). A vénds DBS és a plazma koz6tti korreldcié vizsgdlata esetében a korrelacios
egydltthaté 0,840, a meredekség 0,94 (95%-os CI: 0,88-1,00), a kezdéérték pedig 0,31 log IU/ml (95%-os Cl: -0,07-0,69) volt (3. abra). A kapillaris
DBS és a vénas DBS koz6tti korrelacio vizsgalata esetében a korrelacids egyitthaté 0,943, a meredekség 0,91 (95%-os Cl: 0,87-0,94), a kezdbérték
pedig 0,53 log IU/ml (95%-os CI: 0,33-0,72) volt (4. abra). Tovabba ugyanezekhez az dsszehasonlitdsokhoz a Bland-Altman gérbéket az 5., 6. és
7. abra mutatja. A kapillaris DBS és a plazma kozétti atlagos eltérés -0,05 log IU/ml volt. A vénas DBS és a plazma kozotti atlagos eltérés

-0,04 log IU/ml volt. A kapillaris DBS és a vénas DBS kozétti atlagos eltérés -0,02 log 1U/ml volt.

A kapillaris DBS és a plazma kozétti, el6rejelzett eltérés a LLoQ és ULoQ célszinteken keriiltek értékelésre. Ezenkivil a vénas DBS és a plazma
kozotti becsilt eltérés is értékelésre kerilt a LLoQ és ULoQ célszinteken. Az elérejelzett eltérés dsszefoglalasat Iasd a 3. tablazatban!

3. tablazat: El6rejelzett eltérés a (kapillaris vagy vénas) DBS és a plazma k6zétt, a LLoQ és
az ULoQ szintjén

Virusterhelés célszintje  Elérejelzett eltérés

Osszehasonlitas Szint (log 1U/ml) (log 1U/ml)

Kapillaris DBS vs. plazma LLoQ 2,66 (0,24)
ULoQ 8,00 (-0,26)

Vénas DBS vs. plazma LLoQ 2,66 (0,15)
ULoQ 8,00 -0,17
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2. abra. Kapillaris DBS és plazma

04y =0,91x + 0,48
,jr=0843
n = 346

Abbott HCV vénas DBS szamszeru érték (log 1U/ml)

0 1 2 3 4

Abbott RealTime HCV plazma szamszer( érték (log IU/ml)
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5. abra. Kapillaris DBS vs. plazma

4In =346
Eltérés atlaga: -0,05

ealTime HCV plazma)

Kilénbség: g\bbon HCV kapillaris DBS -
Abbott

4]
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T
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(Abbott HCV kapillaris DBS + Abbott RealTime HCV plazma)/2

3. abra. Vénas DBS és plazma

04y = 0,94x + 0,31
r = 0,840
In = 346
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6. abra. Vénas DBS vs. plazma

“In =346

Eltérés atlaga: -0,04

Kilénbség: (Abbott HCV vénas DBS -
Abbott RealTime HCV plazma)
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4. abra. Kapillaris DBS és vénas DBS

7. abra. Kapillaris DBS vs. vénas DBS

°Jy =0,91x + 0,53
r=0,943
n =345
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“In =346

Eltérés atlaga: -0,02

bott HCV vénas DBS)

KUIénbséA% (Abbott HCV kapillaris DBS -
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1. MELLEKLET - AZ ABBOTT REALTIME MTB HCV AMPLIFIKACIOS REAGENS MEGHOSSZABBITOTT HASZNALATAT
BIZTOSITO FUNKCIO ATTEKINTESE

Az amplifikdcios reagens meghosszabbitott haszndlatat biztosité funkcid lehetévé teszi az amplifikacidsreagens-csomag és a belsd kontroll (IC)
Osszesen 2 alkalommal valé hasznélatat. Azokra az amplifikdciésreagens-csomagokra, amelyek a referenciakeverék elkészitése céljabdl még nem
keriltek hasznalatra, Gj amplifikacidsreagens-csomagokként hivatkozunk. A mar egyszer hasznalt, az elkészitett referenciakeveréket mar tartalmazo
amplifikaciésreagens-csomagokra parcialis amplifikaciésreagens-csomagokként hivatkozunk. Tovabbi részletes informaciokat lasd e nyomtatvanyban!

Tarolasi feltételek (amplifikaciosreagens-csomag és belsékontroll-fiolak)

A csomag tipusa Tarolasi hémérséklet Tarolasi id6tartam
Uj csomagok -10°C vagy ennél alacsonyabb A cimkén feltlintetett datumig
Ujic -10°C vagy ennél alacsonyabb A cimkén feltiintetett datumig

Parcialis csomagok -10°C vagy ennél alacsonyabb (fénytdl védve) Legfeljebb 14 na az elsé hasznalatot kévetéen

Parcialis IC -10°C vagy ennél alacsonyabb Legfeljebb 14 nap az elsé hasznalatot kévetéen

e Ha a szennyezédés kikiiszobdlése céljara az UNG eljarast haszndlja, a vonatkozé utasitasokat lasd a Tesztprotokoll cim alatti 25. és 32. Iépésben!

Valassza ki a futtatashoz sziikséges uj
és/vagy parcidlis csomagokat!

Uj csomag(ok) Parcialis csomag(ok)

Vegye ki az dj csomago(ka)t

/H[-m“c a fagyasztobol (< -10°C)!

Olvassza fel 2°C-8°C-os vagy
15°C-30°C-0s hémérsékleten!

Y
8°C Felolvadas utan a hasznalatig
tarolja
2C 2°C-8°C-0s hémérsékleten
<24 orén at!
Végezze el a mintaextrakciot! v
Vegye ki a parcialis csomago(ka)t 10°C
Vegye le a < a fagyasztohol (< 10°C)!
1 Gydzddjon meg arrdl, hogy a
: ¢ referenciakeverék felolvadt-e!

1

@ Toltse be a csomago (ka)t: 1
Stabilan helyezzen el minden 1

1

csomagot; a parcialis

< 60 perc csomagokat balra! ‘
' v G

Toltse be a referenciakeverék-csovet,
ha 1-nél tobb csomagot hasznal!

7 v

- - Inditsa el a referenciakeverék protokollt! .

Inditsa el az Abbott
m2000rt-t!

€« -------

A referenciakeverék protokoll befejez6dott.

"
Zarja le a PCR talcat!

< 50 perc Y < 50 perc

Az elsd hasznalat utan

zarja vissza a parcialis Y
lal

esomag(ok) kupakjat! A PR talcat toltse be az

+ Abbott m2000rt-be!
-10°C A parcialis csomago(ka)t < -10°C-0s ¢
- - | hémérsékleten, allo helyzetben és fénytél Inditsa el az Abbott - - - -
védve tarolja! m2000rt protokollt! v

Artalmatlanitsa az ires
csomagokat és a masodik
hasznalat utan a parcialis

csomagokat!

e A meghosszabbitott haszndlatra alkalmas amplifikdciosreagens-csomagoknak a vonalkdd felett 6 jegyl sorozatszammal kell rendelkezniik.

e A parcialis amplifikdcidsreagens-csomagok a masodik alkalommal kizarélag azon a késziiléken hasznalhatok, amelyen elsé alkalommal
hasznaltdk 6ket. Amennyiben masik késziiléken haszndlja 6ket, ez feldolgozasi hibat eredményezhet, ami késleltetheti a mintafuttatast.

e A parcialis és az uj amplifikaciésreagens-csomagok hasznalhatok egyitt. A készilékbe futtatas céljabdl behelyezett 6sszes
amplifikaciosreagens-csomagnak ugyanazzal a tételszammal kell rendelkeznie.
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NOT: Degisiklikler Koyu Renkle Gosterilmistir

Kullanilan Sembollerin Anlamlari

Kiiresel Ticari Uriin Numarasi

GTIN

Referans Numarasi

in Vitro Diagnostik Tibbi Cihaz

izin Verilen Maksimum Stire

Ust Sicaklik Siniri

Sicaklik Sinin

Avrupa Toplulugu/Avrupa Birliginde
Yetkili Temsilci

Uretici

Lj——GuNg

ULUSLARARASI MUSTERI HIZMETLERI:

ABBOTT TEMSILCINIZLE GORUSUN

Kullanmadan &énce bu prospektls dikkatle okunmalidir. Prospektiis
talimatlarina uygun hareket edilmelidir. Bu prospektisteki talimatlardan
herhangi bir sapma olursa analiz sonuglarinin glvenilirligi garanti
edilemez.

Bu Kullanim Talimatlari (IFU), Abbott RealTime HCV analizi (Liste No.
4J86) prospektisu, 6zellikle Kurumus Kan Damlasi (DBS) numune tiri
icin ek niteligindedir.

KULLANICI BiLDIiRiMi

Bu cihazla ilgili olarak ortaya ¢ikan tim ciddi olaylar, Ureticiye ve
kullanicinin ve/veya hastanin bulundugu lye Ulkenin yetkili makamina
bildirilmelidir. Ureticiye bildirimde bulunmak igin bu talimatlarin misteri
hizmetleri veya teknik destek béliminde verilen iletisim bilgilerine bakin.
AD

Abbott RealTime HCV

DBS iCiN KULLANIM AMACI

Abbott RealTime HCV analizi, HCV enfekte kisilerden kurumus kan
damlasi (DBS) olarak (yani venipunktir veya kapiller kan yoluyla)
kartlara alinan tam kan damlasinda hepatit C viral RNA'nin (HCV
RNA) tayinine yénelik bir in vitro ters transkripsiyon polimeraz zinciri
reaksiyonu (RT-PCR) analizidir. Abbott RealTime HCV analizi, antiviral
tedavi uygulanan HCV enfekte hastalarin yénetiminde yardimci olarak
kullanilmak Uzere tasarlanmistir. Abbott RealTime HCV analizi, HCV igin
kan, plazma, serum veya doku bagiscisi taramasina yonelik degildir
veya HCV enfeksiyonunun varligini teyit etmek (zere tani testi olarak
kullaniimamalidir.

HEDEFLENEN KULLANICI

Abbott RealTime HCV testi icin hedeflenen kullanicilar laboratuvar
personelidir.

TESTIN OZETi VE ACIKLAMASI

Hepatit C virlisi (HCV) karaciger hastaliginin ana nedenlerinden biridir.
Nifusun yaklasik %1.1'inin kronik olarak hepatit C' ile enfekte oldugu

ve her yil hepatit C ile ilgili karaciger hastaligindan yaklasik 700,000
kisinin 6ldiigii tahmin edilmektedir.?2 HCV, pozitif dizili bir RNA viriistidiir
ve temel olarak intravendz ilag kullanimi ve kan Uriinleri yoluyla bulasir.
HCV enfekte bireylerin yaklasik %55 ila %85'inde kronik hepatit gelisirken
kronik enfekte bireylerin yaklagik %30'unda siroz meydana gelir.! Sirozu

tr
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olan hastalarda hepatoselliiler karsinomun yillik insidansi %2 ile 4
arasindadr.

Periferik kandaki HCV RNA seviyesinin kantitatif élcimunin, cesitli
anti-HCV tedavilerinin yonetiminde énemli bir parametre oldugu
gbsterilmistir.8® Dogrudan etki eden antiviral rejimlerin gelismesiyle
HCV enfeksiyonunun tedavileri de 6nemli 6lgtide ilerlemistir. Anti-

HCV tedavilerinin amaci, saptanabilir HCV RNA'nin sirekli yoklugu ile
tanimlanan siirddrilebilir virolojik yanit (SVR) elde etmektir.25 HCV viral
ylk dlgumleri, tedavi strresini ve yanit dogrultusunda dlizenlenen tedaviyi
kisisellestirmek veya antiviral tedavinin surdurulebilir veya surdurilebilir
olmayan virolojik yanitini belirlemek ve tahmin etmek igin kullanihr.2-5
Diinya genelindeki HCV yUkunin blyik bir kismi distlik ve orta

gelirli Gilkelerde (LMIC'ler) bulunmaktadir.™ Kaynaklari kisitli olan bu
bélgelerde aktif HCV enfeksiyonlu hastalarin tanimlanmasi ¢ok sinirhdir.
Kurumus Kan Damlasi (DBS) halinde alinan tam kan, HCV RNA testi
icin serum veya plazmaya alternatif olarak kullanilabilir. DBS, serum
veya plazma numunelerinin alinmasi, islenmesi, saklanmasi ve sevkiyati
ile ilgili birgok lojistik ve teknik sinirlamayi ortadan kaldiran uygun bir
segenektir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) Hepatit C Testi Kilavuzlari,
kaynaklarin sinirli oldugu bolgelerde HCV virolojik testlerinde DBS
kullanimina iligkin énerileri igermektedir.™

DBS i¢in Abbott RealTime HCV analizi, DBS'de HCV RNA'nin tayini

icin homojen gercek zamanli floresan saptamasiyla birlikte ters
transkripsiyon polimeraz zinciri reaksiyonu (RT-PCR) teknolojisini kullanir.
HCV genomunun korunmus bir bélgesinin secilmesi, 1 ile 6 arasindaki
genotiplerin saptanmasini saglar. Analiz, Hepatit C Virisi RNA'sina
(NIBSC Kodu 96/798) Yénelik 2. WHO Uluslararasi Standardina

gore standardize edilmistir ve sonuglar uluslararasi birim/mL (1U/mL)
cinsinden veya logaritma tabani 10 esdegeri olarak raporlanir.

PROSEDURUN BIYOLOJIK PRENSIPLERI

DBS i¢in Abbott RealTime HCV analizi 3 reaktif kiti gerektirir:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

DBS igin Abbott RealTime HCV analizi, insan DBS numunelerindeki HCV
RNA genomundan amplifiye trln Gretmek icin RT-PCR'yi kullanir. DBS
icin Abbott RealTime HCV analizinin adimlari analiz éncesi DBS islemi,
numune hazirlama, RT-PCR toplanmasi, amplifikasyon, saptama ve
sonug raporlamadan olusur. Analiz éncesi DBS islemi, numune Abbott
m2000sp sistemine yiklenmeden dnce Abbott mSample Preparation
System DBS Buffer Kit kullanilarak gergeklestirilir. Analiz 6ncesi DBS
isleminin ardindan sonraki tim adimlar Abbott m2000sp ve Abbott
m2000rt sistemleri tarafindan otomatik olarak yurGtalir.

Numune hazirlama, RT-PCR toplanmasi, amplifikasyon ve saptama
hakkinda daha fazla detay igin Abbott RealTime HCV analizi

(Liste No. 4J86) prospektisiine bakin.

AMPLIFIKASYON REAKTIFI GENISLETILMIS KULLANIM
istege baglh amplifikasyon reaktifi genisletilmis kullanim 6zelligi,
amplifikasyon reaktif paketlerinin ve IC'nin toplam 2 kez kullanilmasini
saglar. Hazirlanmis master mix iceren amplifikasyon reaktif paketleri,
-10°C veya altinda, kapaklari kapatiimis ve i1siktan korunmus halde ikinci
kullanimdan énce 14 giine kadar saklanabilir. Dahili kontrol (IC), kapag!
kapali sekilde -10°C veya altinda, ikinci kullanimdan énce 14 giine kadar
saklanabilir. ikinci kullanim, reaktifin son kullanma tarihini gegmemelidir.
Bu IFU belgesinin Ek 1 bélimiinde bu 6zellige genel bir bakis
sunulmustur.

Bu IFU boyunca, heniiz kullaniimamis amplifikasyon reaktif paketleri ve
IC, yeni (yani ilk kullanim) amplifikasyon reaktif paketleri ve IC olarak
adlandinlacaktir. Bir kez kullaniimis ve hazirlanmig master mix iceren
amplifikasyon reaktif paketleri, kismi amplifikasyon reaktif paketleri
olarak adlandirilacaktir. Bir kez kullanilan IC flakonlari, kismi IC flakonlari
olarak adlandirilacaktir.



NUKLEIK ASIiT KONTAMINASYONUNUN ONLENMESi
Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektisu.

REAKTIFLER
Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektlisu.

UYARILAR VE ONLEMLER

in Vitro Diagnostik Kullanim igindir

DBS icin Abbott RealTime HCV analizi, HCV igin kan, plazma,
serum veya doku bagiscisi taramasina yonelik degildir veya
HCV enfeksiyonunun varligini teyit etmek Ulzere tani testi olarak
kullaniimamalidir.

GUVENLIK ONLEMLERI

Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektiisi. DBS
icin Abbott RealTime HCV analizi yalnizca Abbott m2000sp ve Abbott
m2000rt cihazlarini kullanir.

OzZEL ONLEMLER

DBS Numunelerine Yonelik Kullanim Onlemleri

DBS igin Abbott RealTime HCV analizi yalnizca NUMUNE ALMA, SAKLAMA

VE TEST MERKEZINE NAKLI béliimiinde agiklandigi sekilde kullanilan ve

saklanan tam kan veya DBS numuneleriyle birlikte kullanim igindir.

Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektisu.

DBS'ye 6zgil kullanim énlemleri:

e Nem giderici iceren torbada saklamadan énce DBS kartlarinin
tamamen kurudugundan emin olun. DBS'ye yénelik uygun olmayan
damla alma, kurutma, saklama ve muamele islemi uygulanmasi
hatal test sonuglarina neden olabilir.

e Tasinma yoluyla kontaminasyonu énlemek i¢in damlanin bulundugu
noktayi delikli DBS kartindan disari iterken her DBS numunesi
icin yeni bir pipet ucu kullanin. Delikli olmayan bir DBS kart
kullaniliyorsa noktayi kesmek i¢gin kullanilan aletin DBS numunesiyle
temas etmeden 6nce ve sonra dekontamine edildiginden emin olun.

Calisma Alanlari

Abbott m2000sp ve Abbott m2000rt kullanilirken Numune Hazirlama
Alani ve Amplifikasyon Alani olmak lizere yalnizca iki 6zel alan 6nerilir.
Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektiisu.
Aerosol Kontaminasyonu

Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektiisu.
Kontaminasyon ve inhibisyon

Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektiisu.

Harici dU-iceren Amplifiye Edilmis Uriinle Kontaminasyon
Amplifiye Griintin PCR sonrasi igslenmesini iceren HCV amplifikasyon
analizlerini kullanan veya kullanmis olan laboratuvarlar, dU igeren
amplifiye Uriinle kontamine olabilir. Bu tiir kontaminasyon, DBS igin
Abbott RealTime HCV analizinde yanlis sonuglara yol agabilir. Abbott
RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektiisinin Laboratuvarda
Kontamine Olmus Uriin Varligini izleme bélimine bakin. Negatif
kontroller stirekli reaktif oldugunda veya dU iceren HCV amplifiye
Uriinle kontaminasyonun meydana gelme olasili§i bulundugunda,
dekontaminasyonu basarisiz olursa laboratuvarin urasil-N-glikosilaz
(UNG) kontaminasyon kontrol prosedrini kullanmasi énerilir.

SAKLAMA TALIMATLARI
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Liste No. 4J86-90)

/H/JO °C °

Yeni ve Kismi Abbott RealTime HCV Amplifikasyon
Reaktif Paketi ve Dahili Kontrol (IC) flakonlari
kullaniimadiginda -10°C veya altinda saklanmalidir.
Kullanimda olan Abbott RealTime HCV Amplifikasyon
Reaktif Paketinin; numuneler, kalibratorler ve
kontrollerle dogrudan temas etmemesi igin 6zen
gosterilmelidir.

e Kismi amplifikasyon reaktif paketleri ve IC, ilk
kullanimdan sonra -10°C veya altinda, kapagi

kapali sekilde, dik konumda ve isiktan korunarak
saklanmalidir.

Hazirlanmis master mix igeren kismi amplifikasyon
reaktif paketleri bu sekilde saklanirsa ilk kullanimdan
sonraki 14 gun iginde ikinci kez kullanilabilir. Kapagi
kapali sekilde, -10°C veya altinda saklanmasi halinde
IC de ¢oziildiikten sonraki 14 giin iginde ikinci kez
kullanilabilir. 2 kullanimdan sonra kismi amplifikasyon
reaktif paketleri ve IC atilmahdir. ikinci kullanim,
reaktifin son kullanma tarihini gegmemelidir.
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Abbott RealTime HCV Control Kit (Liste No. 4J86-80)

/H/JO °C o

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Liste No. 4J86-70)

/ﬂ/-10 °C o

SEVKIiYAT KOSULLARI
Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektis.

REAKTIFLERDE INSTABILITE VEYA BOZULMA
GOSTERGESI
Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektiisi.

CIHAZ PROSEDURU

Analizi gerceklestirmeden dnce Abbott m2000sp ve Abbott m2000rt
sistemlerine Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined
Application CD-ROM'undan (Liste No. 01L69-040 veya uzeri) DBS

icin Abbott RealTime HCV uygulama dosyasi ylklenmelidir. Uygulama
dosyasinin kurulumu hakkinda ayrintili bilgi icin bkz. Abbott m2000sp ve
Abbott m2000rt Kullanim Kilavuzlari, Galistirma Talimatlari.

NUMUNE ALMA, SAKLAMA VE TEST MERKEZINE NAKLI

Numune Alma ve Saklama

e DBS'yi hazirlamak i¢in parmak ucundan alinan kan numunesini
veya EDTA tam kan numunesini kullanin. EDTA tam kan numunesi,
saklama ve sevkiyat sirasinda kontrollii sicaklik kosullarinda
tutulmalidir (2°C ile 8°C arasinda 48 saate kadar veya 30°C'yi
asmayan ortam sicakliginda 24 saate kadar).

e Bir tipe alinan EDTA tam kan numunesi, damla alma éncesinde
yavasca ters cevrilerek iyice karistirilmalidir. Ahlstrom-Munktell
TFN kagit kart veya Whatman 903'teki 12 milimetrelik (yarim ing)
daireler tamamen kaplanacak sekilde kan damlasi alin. Tamamen
kaplanmasini saglamak igin her bir dairede en az 70 pL kan
(yaklasik 3 ila 5 kan damlasi) kullaniimasi énerilir.

e Karti ortam sicakliginda en az 3 saat boyunca kurumaya birakin.
Her bir karti, nem giderici paketler (en az 2 - 3 nem giderici paket)
iceren kilitlenebilir bir torbaya koyun.

e DBS numune kartlari, analiz isleminden énce asagidaki tabloda
belirtilen kosullar altinda saklanabilir.

Abbott RealTime HCV Negatif ve Pozitif Kontrolleri
-10°C veya altinda saklanmalidir.

Abbott RealTime HCV Calibrator A ve Calibrator B,
-10°C veya altinda saklanmalidir.

DBS Numune Kartinin Saklanmasi

Kosul Maksimum Saklama Siiresi
Ortam neminde 2°C ila 30°C 18 hafta
Ortam neminde <37°C 12 hafta
Ortam neminde <45°C 8 hafta
Yuksek nemde (< %85) <38°C 4 hafta
Ortam neminde -25°C ila -15°C 18 hafta
Ortam neminde -70°C veya altinda 18 hafta

Numunenin Tasinmasi

Numunelerin sevkiyatini yukaridaki Numune Alma ve Saklama
béllimiinde 6nerilen saklama sicakligina ve siresine uygun sekilde
yapin. Yerel ve uluslararasi sevkiyatlar i¢in numuneler; Klinik, tanisal
veya biyolojik numunelerin tasinmasini kapsayan gegerli ulusal,
federal ve uluslararasi diizenlemelere uygun sekilde paketlenmeli ve
etiketlenmelidir.

DBS iCiN ABBOTT REALTIME HCV ANALiZ PROSEDURU
Gerekli Olan Ancak Uriinle Birlikte Verilmeyen Malzemeler
e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Liste No. 4J86-90)
e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Liste No. 4J86-70)
e Abbott RealTime HCV Control Kit (Liste No. 4J86-80)
Abbott m2000sp Cihazi Numune Hazirlama Alani igin
e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit
(Liste No. 09N02-001)
e Abbott m2000sp cihazi (Liste No. 09K14-01, 09K14-02)
e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preparat)
(Liste No. 04J70-24)
e 20 ila 1000 pL uygulama yapabilen kalibre edilmis hassas pipetler
(UNG kullaniliyorsa < 20 pL uygulama yapabilen kalibre edilmis
hassas pipetler gerekebilir.)



e 20 ila 1000 pL pipetler igin aerosol bariyerli pipet uclari (UNG
kullanihyorsa < 20 pL uygulama yapabilen aerosol bariyerli pipet
uglari gerekebilir.)

* Vorteks Karistirici

e Master Mix Tube (Liste No. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (Liste No. 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (Liste No. 04J71-20)

® 200 mL reagent vessels (Liste No. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (Liste No. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (Liste No. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (Liste 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (Liste No. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (Liste No. 01L69-040 veya Uizeri)

e m2000 System 13 mm DBS-PoST Set (Liste No. 09N03-001)

e 1.4 mL Micro Vial 15 mm Caps (Liste No. 03N20-01) istege bagl

e Uracil N-Glycosylase (UNG)? (Liste No. 6L87-02)

a Gerekirse bu IFU belgesinin Harici dU-iceren Amplifiye Edilmis Uriinle

Kontaminasyon bélimiine uygun olarak.

Abbott m2000rt Cihazi Amplifikasyon Alani igin

e Abbott m2000rt cihaz (Liste No. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (Liste No. 01L69-040 veya Uzeri)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (Liste No. 04J71-93)

Diger Malzemeler

e Bulasici malzemelerle calismak i¢in onaylanmis biyolojik giivenlik
dolabi

e DBS karti icin kilitlenebilir torba

e DBS karti i¢in nem giderici paketi

e Ahlstrom-Munktell TFN kagit kart ve/veya Whatman 903

e 96 kuyucuklu reaksiyon plakasinin atilmasi icin kilitlenebilir plastik
torba

* RNAz icermeyen su (Eppendorf veya esdegeri)®

e 1.7 mL molekiler biyoloji sinifi mikrosantrif(jj tiipleri (Dot Scientific,
Inc. veya esdegeri)®

e Pamuk Uclu Aplikatérler (Puritan veya esdegeri)®

?Not: Bu 3 {iriin, Laboratuvarda Kontamine Olmus Uriin Varligini

I1zleme proseddriinde kullanilir. Abbott RealTime HCV tetkiki (Liste

No. 4J86) prospektiisiindeki KALITE KONTROL PROSEDURLERI

béliimiine bakin.

Prosediir Onlemleri

o Ornekleri islemeden 6nce bu IFU belgesindeki talimatlari dikkatle
okuyun.

e Amplifikasyon reaktifleri ve dahili kontrol, bu IFU belgesinde
aciklandigi gibi 2 defaya kadar kullanilabilir. Abbott RealTime HCV
Calibrators, Negative Control, Low Positive Control ve High Positive
Control flakonlari yalnizca tek kullanimliktir ve kullanildiktan sonra
atiimalidir.

e Numuneleri veya IC'yi pipetlerken aerosol bariyerli pipet uglarini veya
tek kullanimlik pipetleri yalnizca 1 kez kullanin. Pipetleme yaparken
pipet haznesinin kontaminasyonunu 6énlemek igin pipet haznesinin,
numune tlpinun veya kabinin icine temas etmemesine dikkat
edilmelidir. Genisletilmis aerosol bariyerli pipet uclarinin kullaniimasi
Onerilir.

e Amplifikasyon driiniindin varhi§ igin izleme prosediirleri KALITE
KONTROL PROSEDURLERI bélimiinde bulunabilir.

e Nikleik asit kontaminasyonu riskini azaltmak igin dékilen numuneleri
%1.0 sodyum hipoklorit gibi tliberkilosid dezenfektan veya baska
uygun bir dezenfektan kullanarak temizleyin ve dezenfekte edin.

e Abbott RealTime HCV Calibrators ve Controls, test edilecek
numunelerle birlikte hazirlanmalidir. Abbott RealTime HCV Controls
ve Calibrators kullaniimasi, Abbott RealTime HCV analizinin
performansi icin gereklidir. Bkz. KALITE KONTROL PROSEDURLERI
bolim.

e Abbott m2000sp Master Mix Addition protokoll, Numune Hazirlama
islemi tamamlandiktan sonraki 1 saat icerisinde baslatiimalidir.

e Abbott m2000sp master mix addition protokoll iptal edilirse ikinci
kez kullanilan amplifikasyon reaktiflerini atin. ilk kez kullanilan yeni
reaktif paketleri, bu kilavuzda agiklandigi gibi korunabilir ve daha
sonra kullaniimak lzere saklanabilir.
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e Abbott m2000rt protokoli, Master Mix Addition protokolli baslatildiktan
sonraki 50 dakika icerisinde baslatiimalidir. Abbott m2000rt cihazindaki
calisma 50 dakika icinde baslatiimazsa veya kesintiye ugrarsa ya da
iptal edilirse Abbott 96-Well Optical Reaction Plate'i kilitlenebilir plastik
torbaya koyun ve plakayi tutmak icin kullanilan eldivenlerle birlikte
Abbott m2000rt Kullanim Kilavuzuna uygun sekilde atin.

ONEMLI: ikinci kez kullanilacak amplifikasyon reaktifleri, master
mix addition protokoliiniin baslatiimasindan itibaren 50 dakika
icinde -10°C veya altinda saklanmalidir.

ANALIZ PROTOKOLU: ABBOTT m2000sp VE ABBOTT

m2000rt CIHAZLARINI KULLANAN DBS NUMUNELERI

Abbott m2000sp ve Abbott m2000rt cihaz protokoliiniin nasil

gerceklestirilecegi hakkinda ayrintili agiklama igin bkz. Abbott m2000sp

ve Abbott m2000rt isletim Kilavuzlari, Calistirma Talimatlari boliimleri.

DBS protokolli igin Abbott m2000sp Software Version 6.0 veya lzeri

gereklidir. Litfen Abbottm2000sp Kullanim Kilavuzuna (Liste 09K20

slriim 6 veya Uzeri) uyun.

Her calismada toplam 96 numune islenebilir. Her ¢alismaya Abbott

RealTime HCV Negatif Kontrol, Disik Pozitif Kontrol ve Yiksek Pozitif

Kontrol eklenmistir; bu sayede kalibratérler dahil edilmediginde her

calismada maksimum 93 DBS numunesi islenebilir. Kalibratérleri ve

Kontrolleri dogrudan sivi numune olarak isleyin; 1 ila 5. adimlar yalnizca

DBS icindir. DBS protokollintn kullanildigi higbir calismada plazma veya

serum numunelerini iglemeyin. Her DBS numunesi i¢in numune isleme

prosediriiniin tamaminda tek bir Abbott Master Mix Tube kullaniimalidir.
isleme boyunca DBS numunelerinin etiketlendiginden emin olun.

1. Abbott Master Mix Tube'u, Abbott mSample Preparation system DBS
Buffer Kit'ten (Liste No. 09N02-001) 1.3 mL'lik mDBS tamponu ile
doldurun.

NOT: Bu adim i¢in mLysis Buffer veya baska herhangi bir reaktif
kullanmayin

2. Delikli DBS kagt karti Abbott Master Mix Tube Uzerinde tutun.

3. Her Abbott Master Mix Tube igin 1 DBS dairesi ve temiz bir pipet
ucu kullanarak DBS dairesini karttan disari itin. Her DBS yaklasik bir
12 milimetre (yarim ing) ¢apinda olmahdir.

NOT: CAPRAZ KONTAMINASYONU ONLEMEK AMACIYLA HER
DBS NUMUNESI iCiN YENI BiR PIPET UCU KULLANIN.

Alternatif olarak, delikli olmayan DBS kagidindan her numune igin 1
DBS'nin tamamini (yaklasik yarim in¢ ¢apinda) kesin ve bir Abbott
Master Mix Tube icerisine aktarin.

NOT: Kesme yiizeyinin DBS numuneleriyle dogrudan temas
etmesine izin vermeyin. Gerekirse, iyi laboratuvar uygulamalari
dogrultusunda, numuneler arasinda DBS'leri kesmek icin
kullanilan aleti dekontamine edin.

DBS'yi tampon igerisine itmek (zere tlipe hafifce vurarak veya pipet
ucunu kullanarak DBS dairesinin mDBS Buffer icerisine tamamen
daldirildigindan emin olun.

NOT: DBS'yi tampon icerisine itmek icin bir pipet ucu kullanilirsa
pipet ucunun sivi tutmasi ve/veya ug filtresinin tamponu absorbe
etmesi nedeniyle pipet ucunun, DBS tampon hacmi kaybina neden
olmadigindan emin olun.

5. Numune tiiplerini elle sallayin veya calkalayin. Numuneleri
vortekslemeyin. Ortam sicakliginda 30 dakika (+ 2 dakika)
inkiibe edin.

6. Bu esnada, analiz kontrollerini ve dahili kontroll (IC) 15°C ila 30°C'de
veya 2°C ila 8°C'de ¢dzdurun. Kalibratorleri yalnizca bir kalibrasyon
calismasi gergeklestiriliyorsa 15°C ila 30°C'de veya 2°C ila 8°C'de
¢Ozdurdn.

NOT: Cozdirmenin ardindan analiz kontrolleri, IC ve kalibratorler,
kullanimdan dnce 2°C ila 8°C'de 24 saate kadar saklanabilir.

7. Kullanmadan 6nce her bir analiz kalibratoriinii ve her bir kontroll
3 defa 2-3 saniye boyunca vorteksleyin. Sivinin flakonlarin dibine
ulasmasi icin flakonlara tezgah lzerinde hafifge vurarak her bir
flakon igeriginin dibe ¢ékmesini saglayin. Kabarcik veya képuk
olusmadigindan emin olun; varsa her flakon icin yeni bir ug
kullanarak steril bir pipet ucu ile ¢ikarin.

8. Amplifikasyon reaktiflerini 15°C ila 30°C veya 2°C ila 8°C'de ¢dzduriin
ve amplifikasyon master mix prosediri icin gerekli olana kadar 2°C
ila 8°C'de saklayin.

9. Calismada kullanilacak yeni ve/veya kismi amplifikasyon reaktif
paketlerini secin. Amplifikasyon reaktif paketi envanter y6netimiyle
ilgili talimatlar igin bkz. Abbott m2000sp Kullanim Kilavuzu (Liste
No. 09K20 siiriim 6 veya Uzeri), Galistirma Talimatlari bdlim.
Amplifikasyon reaktif paketlerinin ayni lot numarasina sahip olmasi
gerekir.



Yeni amplifikasyon reaktiflerini 15°C ila 30°C veya 2°C ila 8°C'de
¢6zdirin ve amplifikasyon master mix prosediri igin gerekli olana
kadar 2°C ila 8°C'de saklayin.

girin. Lota 6zgl degerler her Abbott RealTime HCV Calibrator ve
Control Kit Card igerisinde belirtilir.

21. Abbott m2000sp Master Mix Addition protokoll (28. adim) Numune
NOT: Gozdirmenin ardindan yeni amplifikasyon reaktifleri hemen Hazirlama isleminin tamamlanmasinin ardindan 1 saat igerisinde
kullaniimayacaksa 2°C ila 8°C'de 24 saate kadar saklanabilir. Ikinci baslatiimalidir.
. gr . . §

gizc:::f:I:?gl'(lakﬁgrdin;ﬂ::ﬁ;ﬁmﬁm:ala?:; I;q“aenl:r;me NOT: Amplifikasyon reaktiflerine dokunmadan énce eldivenlerinizi
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degistirin.

islemi icin gerekli olana kadar -10°C veya altinda saklanmalidirlar. 29 N gh§ | islemi t landikt lifik
Dondurucudan cikarildiktan sonra kiimiilatif oda sicakligina maruz - Numune haziriama Islem tamamiandikian sonra amplitikasyon
kalma siiresi 25 dakikayl asmamalidir. Buna paketlerin depodan reaktiflerini ve maste"r m'X, tupunLj (ger.eklrse) Abbott ,mZOOOSP
cikanldigi ancak kullamimadigi durumlar da dahildir. 25 dakika caligma tezgahina y(kleyin. Asagidaki tabloda reaksiyon
asilirsa kismi amplifikasyon reaktif paketlerini atin. sayisina bagh olarak gereken amplifikasyon reaktif paketlerinin

Asadidaki tablod ksi bagl olarak K sayis| gosterilmektedir. Yalnizca 1 amplifikasyon reaktif paketi

sagidaki ta oda reaksiyon sayisina bagli olarak gereken numune kullaniliyorsa master mix tipii gerekmez.

hazirlama reaktiflerinin ve dahili kontrol flakonlarinin sayisi

gosterilmektedir. Amplifikasyon Reaktif Paketi Gereklilikleria

Numune Hazirlama Reaktifleri ve Dahili Kontrol Gereklilikleri 1ila 24 25 ila 48 49 ila 72 73 ila 96
1ila 24 25 ila 48 49ila 72 73 ila 96 Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon

Reaktif Reaksiyon Reaksiyon Reaksiyon  Reaksiyon Yeni ise 1;  Yeni ise 2; kismi Yeni ise 3; kismi 4 yeni veya
’ ] . . - ! kismi paketlerde 4 paketlerde 4  kismi paket

mMicroparticles 1 sise 2 sise 2 sise 2 sise

P §8 §8 $% 1% paketlerde 4 adede kadar adede kadar
mLysis 1 sise 2 sise 3 sise 4 sise adede kadar
mWash 1 1 sise 2 sise 3 sise 4 sise 2 Segilen kismi paketlerle test edilebilecek maksimum reaksiyon sayisini
. . . . belirlemek Uzere envanter yonetimi hakkinda talimatlar icin bkz. Abbott
mWash 2 1 sige 2 sige 3 sige 4 sise m2000sp Kullanim Kilavuzu (Liste No. 09K20 siirim 6 veya lizeri).
mElution Buffer 1 sise 2 sise 3 sise 4 sise o Kismi amplifikasyon reaktif paketleri yalnizca reaktif paketinin
Dahili Kontrol2 1 yeni 1 yeni 2 yeni flakon 2 yeni ilk hazirhigi igin kullanilan ayni Abbott m2000sp cihazinda
flakon veya flakon veya veya 3 kismi flakon kullanilabilir. Amplifikasyon reaktif paketinin farkli bir cihazda
1 Kismi 2 Kismi flakon veya 4 ikinci kez kullaniimasi, hataya yol agarak ¢alismanin gecikmesine
flakon flakon kismi neden olabilir.
flakon e Kismi ve yeni amplifikasyon reaktif paketleri birlikte kullanilabilir.
@ Dahili Kontrol igin yeni ve kismi flakonlar bir arada kullanilabilir. ONEMLI: Kismi amplifikasyon reaktif paketleri, ikinci kullanimdan
10. H ien bir cézelti elde etmek icin Abbott mS le P " hemen 6ncesine kadar -10°C veya altinda saklanmalidir. Abbott
: .omOJc_an' Ir gozelti e"e me_ iein ott.m ampg r_epara_l ',on m2000sp calisma tezgahina kismi paketler yerlestirmeden 6nce
§|§eler|n! yavasga t.ers ydz ?d!.n.'. Aglldlkla.rl.nda. Tea""f §|§el_er.|n|n master mix’in ¢dzdiiriildiigiinii dogrulayin. ikinci kez kullanilan
he_rhangl birinde kristaller gérulirse r%aktlfl eklllbn_e etm_ek icin kismi amplifikasyon reaktif paketleri -10°C veya daha soguk
kristaller kaybolana kadar oda sicakliginda bekletin. Kristaller s )
o P H
Kad Kiifleri kull depodan cikarildiktan sonra 25 dakika icerisinde kullaniimali
gozunene kadar reaktileri kuflanmayin. aksi durumda atilmalidir. Bu, paketlerin depodan cikarildigi ancak

11. Kullanmadan énce her bir IC'yi 3 kez 2-3 saniye boyunca kullaniimadigi durumlar da dahil olmak iizere kiimiilatif oda
vorteksleyin. sicakh@i maruziyeti icin gecerlidir.

12. Her bir mLysis Buffer sisesine 500 pL IC eklemek igin YALNIZCA 23. Amplifikasyon reaktiflerini agmadan énce flakonlara tezgah Ulzerinde
DAHILI KONTROLE OZEL olan kalibre edilmis hassas bir pipet 5-10 kez dik konumda hafif¢e vurarak yeni amplifikasyon reaktif
kullanin. Képliklenmeyi en aza indirmek igin kabi 5 ila 10 kez paketlerinin igeriginin, flakonlarin dibine ¢oktigiinden emin olun.
yavasca ters yliz ederek karistirin. Kismi IC flakonlarina yeniden o ikinci kez kullanilan kismi amplifikasyon reaktif paketlerine
kapak takilabilir ve flakonlar, ikinci kullanim igin -10°C veya altinda vurmayin. Aksi takdirde kapakta master mix hacmi kaybi olusur.
saklanabilir. 24. Kapaklari gikarin. Yeni bir amplifikasyon reaktif paketi ikinci kullanim

13. DusUk ve ylksek pozitif kontrolleri, negatif kontrolii ve kalibratérleri icin saklanacaksa flakonlara saklanmak Uzere yeniden kapak
(varsa) Abbott m2000sp numune raflarina yerlestirin. takilmasi gerekir. Reaktif flakonlarina tekrar kapak takmak icin

14. inkiibasyon tamamlandiktan sonra DBS numune tiiplerini elle orijinal kapaklar.l yeniden kullanmayi planllyorsanlz.olrijinal !(apaklarl
sallayin veya calkalayin ve ardindan bunlari Abbott m2000sp numune saklayin. Reaktif flakonlarina tekrar kapak takmak icin yeni kapaklar
raflarina yerlestirin. kullanmay!i planliyorsaniz orijinal kapaklari atabilirsiniz.

NOT: Abbott m2000sp numune raflarinin, DBS icin Abbott Kontaminasyon kontroli igin Urasil N-glikosilaz (UNG)
RealTime HCV prosediiriine yonelik 6zel olarak kalibre kullzfmlllyorszfl a§ag.|t.1|ak| ta"maﬂé” |z|ey|n.. . .
edildiginden emin olun. 25. Yeni ve kismi amplifikasyon reaktif paketlerinin 3. konumundaki

15. Sigramayi 6nlemek icin numune raflarini dikkatli bir sekilde yikleyin reak(if flakonuna belirtilen 1 U/uL hacminde UNG (Liste Nq_.

- Sigramay olemex igin atll bir s yuieyin. 6L87-02) eklemek icin YALNIZCA REAKTIF KULLANIMINA OZEL
Varsa tlp etiketlerindeki barkodlar tarama i¢in saga bakmalidir. Her ; . . o o -
e L o L PIPET kullanin. Tim kismi paketler i¢in yukari ve asagi dogru
bir tipin numune rafina, tlipln alt kismi rafin iceride kalan dibine avasca pipetleverek manuel karistirma uygulavin. Yeni paketleri
isabet edecek sekilde sabit olarak yerlestirildiginden emin olun. ian;ﬁmzy'?n 4 $ yguiayin. P

16. Doldurulan numurle raflarmvl Abbott mZOOOsp cihazina, ilk raf E;al|§ma e Yeni ve kismi amplifikasyon reaktif paketlerinin 3. konumundaki
tezgahinda en sagda ve diger raflar sirayla ilk rafin soluna dogru reaktif flakonuna eklenecek UNG hacmini belirlemek igin
olacak sekilde birbirini izleyen numune rafi konumlarina yerlestirin. asagidaki tabloyu kullanin. Yeni reaktif paketinin 3. konumundaki

17. 5 mL'lik Reaction Vessel'lari Abbott m2000sp 1 mL subsystem reaktif flakonunda termostabil rTth polimeraz enzimi bulunur. Kismi
carrier igerisine yerlestirin. reaktif paketinin 3. konumundaki reaktif flakonunda master mix

18. Abbott mSample Preparation System reaktiflerini ve Abbott 96 Deep- bulunur.

Well Plate'i Abbott m2000sp ¢alisma tezgahina Abbott m2000sp
Kullanim Kilavuzu, Galistirma Talimatlari béliminde belirtildigi
sekilde yiikleyin.

19. Protocol (Protokol) ekranindan HCV RNA DBS uygulama dosyasini
segin. Numune ekstraksiyonu protokoliinii Abbott m2000sp Kullanim
Kilavuzu, Calistirma Talimatlari boliminde belirtildigi sekilde
baslatin.

20. Sample Extraction (Numune Ekstraksiyonu): Worktable Setup

(Galisma Tezgahi Kurulumu), Calibrator (Kalibratér) ve Control
(Kontrol) alanlarinda kalibratér (Abbott m2000rt'de bir kalibrasyon
egrisi kaydedilmemisse gereklidir) ve kontrol lotuna 6zgi degerleri
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Her Amplifikasyon Reaktif Paketinin 3. Konumundaki Reaktif
Flakonuna Eklenecek UNG Hacmi

Pakette Kalan Testler Bu Hacimde UNG Ekleyin (uL)

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (yeni paket) 27

NOT: 3. Konumdaki reaktif flakonuna eklenen UNG hacmi,
calistirilan numune sayisina degil, reaktif paketinde kalan test
sayisina baghdir. Amplifikasyon reaktif paketi envanter yonetimi
ve reaktif paketinde kalan test sayisini belirleme ile ilgili talimatlar
icin Abbott m2000sp Kullanim Kilavuzuna bakin.

26. Kismi amplifikasyon paketleri, Abbott m2000sp ¢alisma tezgahinda
yeni amplifikasyon reaktif paketlerinin soluna ytklenir.

27. Amplifikasyon reaktif paketlerinin cihaza sikica oturdugundan emin
olun.

28. ilgili numune hazirlama ekstraksiyon iglemine uygun olan derin
kuyucuklu plakayi secin. Abbott m2000sp Master Mix Addition
protokollini baslatin. Abbott m2000sp Kullanim Kilavuzu, Calistirma
Talimatlari bélimiinde belirtilen talimatlari izleyin.

NOT: Operator, Abbott 96-Well Optical Reaction Plate icerisindeki

bos/dolduruimamis kuyucuklar elle doldurmamalidir.

e Numune ekstraksiyonu tamamlandiktan sonra Abbott m2000sp,
bir calisma dahilinde islenen 48'den fazla numune oldugunda
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate igerisindeki bos kuyucuklari,
mElution Buffer ile otomatik olarak doldurur. 48 veya daha az
numune iceren galismalar i¢in plaka doldurma gerceklestiriimez.

¢ Cihaz tarafindan istenirse minimum diizeyde mElution Buffer igin
reaktif kabi iceren Reagent Carrier 2 yerinde kalmalidir (Reagent
Carrier 2, konum 6). Bu reaktif kabi ¢ikarildiysa mElution Buffer
etiketi olan yeni bir reaktif kabini Reagent Carrier 2, konum 6'ya
yerlestirin. Sistem sivisi reaktif kabina eklenir ve bos kuyucuklari
doldurmak igin kullanihir. Bu islem tamamlandiginda sistem,
master mix ekleme asamasiyla devam eder.

NOT: Otomatik plaka doldurma 6zelliginin kullanimina y6nelik

sistem talimatlari, Abbott m2000sp Kullanim Kilavuzu (Liste

No. 09K20 siiriim 6 veya Uzeri), B6lim 5, Calistirma Talimatlari,

Numune Ekstraksiyonu Kapali Modu bashginda yer alir.

e Abbott m2000rt protokoll (33. adim) Master Mix Addition
protokolli (28. adim) baslatildiktan sonraki 50 dakika icerisinde
baslatiimalidir.

NOT: Calisma, 28. adim sonrasinda herhangi bir nedenle iptal
edilirse Abbott m2000sp Master Mix Addition Protokolii (28. adim)
tekrarlanacaksa yeni bir Abbott 96-Well Optical Reaction Plate
kullaniimahdir.

29. Amplifikasyon Alaninda Abbott m2000rt cihazini agin ve baslatin.
NOT: Abbott m2000rt'nin i1sinmasi 15 dakika strer.

NOT: Numune hazirlama alanina geri ddonmeden 6nce
eldivenlerinizi ¢ikarin.

30. Abbott m2000sp cihazi, numuneleri ve master mix eklemeyi
tamamladiktan sonra Abbott 96-Well Optical Reaction Plate'i, Abbott
m2000sp Kullanim Kilavuzu, Calistirma Talimatlari b6limiine uygun
sekilde kapatin.

31. Kapal optik reaksiyon plakasini Abbott m2000rt cihazina aktarmak
(izere Abbott Splash-Free Support Base igerisine yerlestirin.

Urasil N-glikosilaz (UNG) kullaniliyorsa asagidaki talimatlari
izleyin:

32. Kapal optik plakay! Abbott Splash-Free Support Base'e aktarin ve
10 dakika boyunca oda sicakliginda (15°C ila 30°C) inkibe edin.
Oda sicakligindaki inkiibasyondan sonra Abbott Splash-Free Support
Base'deki Abbott 96-Well Optical Reaction Plate'i Abbott m2000rt
cihazina aktarin.

33. Abbott 96-Well Optical Reaction Plate'i Abbott m2000rt cihazina
yerlestirin. Protocol (Protokol) ekranindan HCV RNA DBS uygulama
dosyasini secin. Abbott m2000rt Kullanim Kilavuzu, Calistirma
Talimatlari boliminde belirtildigi sekilde protokoli baslatin.

NOT: Test isteginin, m2000sp ve m2000rt yazihminin ice ve disa
aktarma ozellikleriyle ag baglantisi lizerinden veya CD-ROM
kullanilarak aktarilmasi 6nerilir. Abbott m2000rt test istegi manuel
olarak olusturuluyorsa Abbott m2000sp lizerindeki "PCR Plate
Results" (PCR Plakasi Sonuglari) ayrintili ekraninda bulunan
"Wells for Selected Plate" (Segili Plaka icin Kuyucuklar) 1zgarasina
gore ilgili PCR tepsisi konumlarina numune kimliklerini girin. Bkz.
Abbott m2000sp Kullanim Kilavuzu, Boliim 5.

34. Hazirlanan kismi amplifikasyon reaktif paketi ikinci kez
kullanilacaksa saklanmis veya yeni kapaklari (Liste No. 3N20-01)

3 reaktif flakonuna takin ve reaktifleri hemen -10°C veya altinda,
1siktan korunacak sekilde ve dik konumda saklayin. Tukenmis veya
iki kez kullanilmis amplifikasyon reaktif paketlerini atin.

ONEMLI: ikinci kez kullanilacak amplifikasyon reaktifleri, master
mix addition protokoliiniin baslatiimasindan itibaren 50 dakika
icinde -10°C veya altinda saklanmalidir.

iSLEME SONRASI PROSEDURLERI
1. Abbott 96 Deep-Well Plate'i calisma tezgahindan cikarin ve Abbott
m2000sp Kullanim Kilavuzuna uygun olarak atin.

2. Abbott 96-Well Optical Reaction Plate'i kilitlenebilir plastik torbaya
koyun ve Abbott m2000rt Kullanim Kilavuzuna uygun olarak plakayi
tutmak i¢in kullanilan eldivenlerle birlikte atin.

3. Abbott Splash-Free Support Base'i bir sonraki kullanimdan 6nce
Abbott m2000rt Kullanim Kilavuzuna uygun olarak temizleyin.

KALITE KONTROL PROSEDURLERI

Abbott m2000rt Optik Kalibrasyon

Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektlisi.

Analiz Kalibrasyonu

Bkz. Abbott RealTime HCV analizi (Liste No. 4J86) prospektiisi.

Abbott m2000sp ve Abbott m2000rt kullanilarak yapilan DBS testi igin:

Bir Abbott RealTime HCV kalibrasyonu kabul edilip saklandiginda 6 ay

streyle kullanilabilir. Bu siire boyunca tiim sonraki numuneler asagidaki

durumlar olugmadik¢a bagka bir kalibrasyon yapiimadan test edilebilir:

e Yeni lot numarasina sahip bir Abbott RealTime HCV Amplification
Reagent Kit’in kullaniimasi.

e Yeni lot numarasina sahip bir Abbott mSample Preparation System'in
(4 x 24 Preparat) kullaniimasi.

e Yeni bir Abbott RealTime HCV RNA DBS uygulama dosyasinin
yliklenmesi.

inhibisyonun saptanmasi

Bkz. Abbott RealTime HCV tetkiki (Liste No. 4J86) prospektiisu.

Negatif ve Pozitif Kontroller

Bkz. Abbott RealTime HCV tetkiki (Liste No. 4J86) prospektisu.

Laboratuvarda Kontamine Olmus Uriin Varligini izleme
Bkz. Abbott RealTime HCV tetkiki (Liste No. 4J86) prospektisu.



DBS NUMUNELERI iCIN SONUCLAR

Abbott m2000rt DBS protokol ¢alismasina gére rapor edilen DBS
numune konsantrasyonu sonucu, DBS numunesinin elde edildigi tam
kan numunesinin plazmasindaki HCV viral konsantrasyonunu temsil
eder. Abbott m2000rt cihazi, Abbott m 2000rt is istasyonunda sonuglari
otomatik olarak raporlar. Analiz sonuclari Uluslararasi Birimler [lU/mL
veya Log IU/mL cinsinden raporlanabilir.

Sonugclarin Yorumlanmasi

Sonuc Yorumlama
Saptanamadi Hedef saptanamadi
<2.66 Log IU/mL? Saptandi

2.66 ila 8.00 Log IU/mL

>8.00 Log IU/mL >ULQP

2462 IU/mL
b ULQ = tayinin Gst siniri

PROSEDURUN SINIRLAMALARI

* N VITRO DIAGNOSTIK KULLANIM iCiNDIR

e Bu testin optimum performansi i¢in numunelerin uygun sekilde
alinmasi, saklanmasi ve test alanina tasinmasi gereklidir (bkz. bu
prospektiisin NUMUNE ALMA, SAKLAMA VE TEST MERKEZINE
NAKLI b8lim).

e EDTA tuplerinde alinan tam kan numuneleri, DBS i¢in Abbott
RealTime HCV analiziyle test edilen DBS Uretmek icin kullanilabilir.
Diger antikoagtlanlarin kullanimi, DBS igin Abbott RealTime HCV
analiziyle dogrulanmamistir.

e DBS igin Abbott RealTime HCV analizi yalnizca DBS hazirlama ve 6n
isleme prosediirleri, molekiiler tani analizi ve Abbott m2000 sistemi
konusunda egitim almis personel tarafindan kullanilabilir.

e Cihazlar ve analiz prosedrleri, amplifikasyon Griniyle
kontaminasyon riskini azaltir. Ancak kalibratérlerden, pozitif
kontrollerden veya numunelerden kaynaklanan nikleik asit
kontaminasyonu, iyi laboratuvar uygulamalariyla ve bu prospektis
bélimiinde belirtilen prosedirlere dikkatle uyarak kontrol edilmelidir.

e Her tani testinde oldugu gibi, DBS icin Abbott RealTime HCV
analizinden elde edilen sonuglar da diger klinik bulgular ve
laboratuvar bulgulariyla birlikte yorumlanmalidir. "Saptanamadi”
sonucuna sahip bir numunenin HCV RNA icin negatif oldugu
varsayilamaz.

e DBS kartlarina yénelik uygun olmayan numune alma, kurutma,
saklama ve muamele islemi uygulanmasi hatal test sonuglarina
neden olabilir.

e Ahlstrom-Munktell TFN ve Whatman 903 DBS kartlari kullanilabilir.
Diger kartlarin kullanimi, Abbott RealTime HCV analizi ile
dogrulanmamistir.

DBS NUMUNELERI iGiN SPESiIFiKk PERFORMANS
OZELLIKLERI

Saptama Siniri (LoD)

Abbott RealTime HCV analizinin LoD degeri, DBS numune tiirinde 462
IU/mL'dir. LoD, HCV negatif tam kanda seyreltilmis Hepatit C Virlsi
RNA's| igin Diinya Saglik Orgiitii Uluslararasi Standardinda belirtilen
dilisyon serisiyle hazirlanan DBS numunelerinin test edilmesiyle
belirlenmistir. Her HCV RNA konsantrasyonu igin test islemi 3 gln
boyunca 4 adet amplifikasyon reaktifi lotuyla gerceklestirilmistir. DBS
icin Abbott RealTime HCV analizinin analitik duyarlilik performansini
temsil eden sonuglar Tablo 1'de 6zetlenmistir.

Tablo 1. DBS igin Abbott RealTime HCV Saptama Sinir (LoD)

HCV RNA (IU/mL) Test Edilen  Saptanan Sayi Saptanan Yiizde
Sayi
500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

Verilerin Probit analizinde, kurumus kan damlasinda %95 olasilikla
saptanan HCV RNA konsantrasyonunun 462 IU/mL (%95 CI 381 ila
593 IU/mL) oldudu belirlenmistir.
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Dogrusal Aralik

Abbott RealTime HCV analizi igin tayinin st siniri (ULQ) 100 milyon
IU/mL'dir ve tayinin alt sinirt DBS iddiasina yénelik LoD (462 IU/mL)
degerine esittir. HCV negatif tam kanda 200 milyon IU/mL ile 316 1U/
mL araligindaki konsantrasyonlara seyreltimis HCV zirhli RNA ile 7
tyeli DBS paneli hazirlanmistir. DBS igin Abbott RealTime HCV testi
dogrusalligini temsil eden sonuglar Sekil 1'de gdsterilmektedir.

Sekil 1. DBS igin Abbott RealTime HCV Analizi Dogrusalligi

9y =103x-0.08
r = 0.999

n=283

RealTime HCV DBS (Log IU/mL)

Hedef Konsantrasyon (Log IU/mL)

DBS icin Abbott RealTime HCV analizinin, test edilen HCV RNA
konsantrasyonlari araliginda (316 ila 200 milyon IU/mL, 2.5 ila 8.3 Log
IU/mL) dogrusal oldugu gosterilmistir.

Ozgiilliik

DBS igin Abbott RealTime HCV analizinin hedef 6zginliigi %99.5'e esit
veya daha buyiiktir. Ozgiillik, 2 adet amplifikasyon reaktifi lotunda 119
HCV sero-negatif numune analiz edilerek belirlenmistir. Genel 6zgllik
%100 (119/119) olarak bulunmustur.

Hassasiyet

Hassasiyet, 316 milyon IU/mL ila 200 milyon IU/mL HCV RNA
konsantrasyon araligini kapsamayi hedefleyen 6 liyeli DBS paneli test
edilerek degerlendiriimistir. 5 Log IU/mL'den (100.000 IU/mL) daha
duslik konsantrasyonlara sahip panel tyeleri, HCV negatif tam kanda
seyreltilmis HCV pozitif klinik numune ile hazirlanirken 5 Log IU/mL'den
(100.000 IU/mL) daha yuksek konsantrasyonlara sahip panel uyeleri,
HCV negatif tam kanda seyreltilmis HCV zirhli RNA ile hazirlanmistir.
Her bir panel uyesi, 3 amplifikasyon reaktif lotuyla 3 adet

Abbott m2000sp/rt ciftinde 5 giin boyunca ginde 5 tekrar halinde

test edildi. Calisma ici, calisma arasi ve analizler arasi (¢alisma ici ve
calisma arasi) standart sapmalar (SD) belirlenmistir. DBS igin Abbott
RealTime HCV analizi, 10.000 ila 100 milyon IU/mL HCV konsantrasyonu
iceren numuneler icin 0.25 Log IU/mL HCV RNA'ya esit veya daha az
standart sapma (SD) saglamak uzere tasarlanmistir. DBS igin Abbott
RealTime HCV analizinin hassasiyetini temsil eden sonuglar Tablo 2'de
Ozetlenmistir.



Tablo 2. DBS igin Abbott RealTime HCV Analizi Hassasiyeti

. Ortalama Konsantrasyon Kog;:Itarg;ayon Calisma ici Bilesen Calisma Arasi Analizler Arasi Lot/Cihaz Arasi
Panel Uyesi N (IU/mL) (Log IU/mL) SD'si®® Bilesen SD'si? SDab Bilesen SD'si? Toplam®®
1 63d 420 2,62 0.26 0.07 0.27 0.00 0.27
2 75 1,435 3.16 0.23 0.00 0.23 0.09 0.25
3 75 13,211 4.12 0.06 0.04 0.07 0.05 0.09
4 75 395,427 5.60 0.04 0.03 0.05 0.02 0.05
5 75 14,008,770 7.15 0.12 0.04 0.13 0.05 0.14
6 75 316,713,566 8.50 0.04 0.03 0.05 0.05 0.07

2 Standart sapmalar (SD) Log IU/mL cinsindendir.

b Analizler Arasi; Calisma igi ve Galisma Arasi bilesenleri igerir.

¢ Toplam; Galisma igi, Calisma Arasi ve Lot/Cihaz Arasi bilesenleri igerir.

9 Panel iiyesi 1'in ortalama konsantrasyonu LoD'nin altindadir. Hassasiyet hesaplamalari, tayin edilen tekrarlara dayalidir.

e Calisma ici SD ayni zamanda Tekrarlanabilirlik olarak da bilinir. Toplam SD ayni zamanda Yeniden Uretilebilirlik olarak da bilinir.

Panel Uyesi 1 (LLoQ yakininda) icin Tekrarlanabilirlik ve Yeniden Uretilebilirlik sirasiyla 0.26 Log IU/mL ve 0.27 Log IU/mL; Panel Uyesi 2 (LLoQ
yakininda) igin ise sirasiyla 0.23 Log IU/mL ve 0.25 Log IU/mL'dir. Panel Uyesi 5 (ULoQ yakininda) igin Tekrarlanabilirlik ve Yeniden Uretilebilirlik
sirasiyla 0.12 Log IU/mL ve 0.14 Log IU/mL; Panel Uyesi 6 (ULoQ yakininda) igin ise sirastyla 0.04 Log IU/mL ve 0.07 Log IU/mL'dir.

Korelasyon

HCV RNA tayini icin karsilastirma, kurumus kan damlalari kullanilarak yapilan Abbott RealTime HCV analizi ile insan plazmasi kullanilarak yapilan CE
isaretli karsilastirici analiz Abbott RealTime HCV testi arasinda yapilmistir. Analize toplam 346 gondlliiye ait (Gircistan, Kamerun ve Yunanistan'da
numune alinan ve test edilen) plazma ve DBS numuneleri dahil edilmistir. Ven6z kandan hazirlanan DBS ve kapiller kandan (parmaktan alinan)
hazirlanan DBS numunelerinin her ikisi de DBS igin Abbott RealTime HCV analizi ile test edilmistir. Analizlerin dinamik araliklar iginde yer alan
numunelerden elde edilen kantitatif sonuclar, en ki¢glik karelere yonelik lineer regresyon ydntemi ve Bland-Altman yanllik yontemi (plazmaya karsi
kapiller DBS N=346, plazmaya karsi ven6z DBS N=346 ve ventz DBS'ye karsi kapiller DBS N=345) ile analiz edilmistir. Plazma ve kapiller DBS
arasindaki korelasyon igin korelasyon katsayisi 0.843; egim 0.91 (%95 GA 0.85 ila 0.97) ve kesisim 0.48 Log IU/mL (%95 GA 0.12 ila 0.84) (Sekil 2)
olarak bulunmustur. Plazma ve vendz DBS arasindaki korelasyon igin korelasyon katsayisi 0.840; egim 0.94 (%95 GA 0.88 ila 1.00) ve kesisim

0.31 Log IU/mL (%95 GA -0.07 ila 0.69) (Sekil 3) olarak bulunmustur. Venéz DBS ve kapiller DBS arasindaki korelasyon igin korelasyon katsayisi
0.943; egim 0.91 (%95 GA 0.87 ila 0.94) ve kesisim 0.53 Log IU/mL (%95 GA 0.33 ila 0.72) (Sekil 4) olarak bulunmustur. Ayrica bu karsilastirmalarin
Bland-Altman grafikleri Sekil 5, Sekil 6 ve Sekil 7'de verilmistir. Plazma ve kapiller DBS arasindaki ortalama yanlilik farki -0.05 Log IU/mL olmustur.
Plazma ve vendz DBS arasindaki ortalama yanlilik farki -0.04 Log IU/mL olmustur. Vendz DBS ve kapiller DBS arasindaki ortalama yanhlik farki
-0.02 Log IU/mL olmustur.

Plazma ve Kapiller DBS arasindaki tahmini yanhlik, LLoQ ve ULoQ hedef seviyelerinde degderlendirilmistir. Ayrica Plazma ve Vendéz DBS arasindaki
tahmini yanlilik da LLoQ ve ULoQ hedef seviyelerinde degerlendirilmistir. Tahmini yanlilik 6zeti i¢in bkz. Tablo 3.

Tablo 3. LLoQ ve ULoQ Seviyesinde DBS (Kapiller veya Vendz) ve Plazma Arasindaki

Tahmini Yanhhk
Viral Yiik Hedef Seviyesi Tahmini Yanhhk
Karsilastirma Seviye (Log IU/mL) (Log IU/mL)
Plazma'ya karsi Kapiller DBS LLoQ 2.66 0.24
uLoQ 8.00 -0.26
Plazma'ya karsi Vendz DBS LLoQ 2.66 0.15
uLoQ 8.00 -0.17
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Sekil 2. Kapiller DBS ve Plazma

Abbott HCV DBS Kapiller Tayin (Log IU/mL)
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Sekil 5. Plazmaya Karsi Kapiller DBS

Fark: (Abbott HCV Kapiller DBS - Abbott RealTime
HCV Plazma)
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EK 1. ABBOTT REALTIME HCV AMPLIFICATION REAGENT GENiSLETILMiS$ KULLANIM OZELLIGINE GENEL BAKIS

Amplifikasyon reaktifi genisletilmis kullanim 6zelligi, bir amplifikasyon reaktif paketinin ve dahili kontroltin (IC) toplam 2 kez kullaniimasini saglar.
Master mix’i hazirlamak i¢in heniiz kullaniimamis amplifikasyon reaktif paketleri, yeni amplifikasyon reaktif paketleri olarak adlandirilir. Bir kez
kullanilmis ve hazirlanmis master mix’i iceren amplifikasyon reaktif paketleri, kismi amplifikasyon reaktif paketleri olarak adlandirilir. Ek detaylar igin
bu kilavuzda verilen talimatlara bakin.

Saklama Kosullari (Amplifikasyon Reaktif Paketi ve Dahili Kontrol Flakonlari)

Paket Tiirii Saklama Sicakhgi Saklama Siiresi

Yeni Paketler -10°C veya altinda Etikette belirtilen tarihe kadar
Yeni IC -10°C veya altinda Etikette belirtilen tarihe kadar
Kismi Paketler -10°C veya altinda ilk kullanimdan sonra 14 giine kadar

(1siktan korunacak sekilde)

Kismi IC -10°C veya altinda ilk kullanimdan sonra 14 giine kadar

e Kontaminasyon kontrol prosediri icin UNG kullaniliyorsa spesifik talimatlar icin Analiz Protokolli, adim 25 ve 32'ye bakin.

Calisma igin gereken yeni
ve/veya kismi paket
kombinasyonunu segin.

Yeni Paketler Kismi Paketler

Yeni paketleri dondurucudan
/ch cikarin (< -10°C).
2°C ila 8°C veya 15°C ila

30°C’de ¢ozdirin.

Y

8°C | Cozdiirdiikten sonra,kullanim
oncesinde < 24 saat slreyle
2°C 2°C ila 8°C’de saklayin.

Numune ekstraksiyonunu
tamamlayin.

Y Kismi paketleri dondurucudan 10°C
Kapaklari gikarin. <€ ikarin (< -10°C). Kullanmadan| /ﬂ/
! énce master mix’in
. ¢ cbziildigini dogrulayin.

1
Paketleri yiikleyin: Tim :
1

paketleri sikica yerlestirin;

< 60 dakika kismi paketler sol tarafa. |

Birden fazla paket <25 d-akika
kullaniyorsaniz master mix
tiplnl yukleyin.

7 H

- - Master mix protokoliinii baslatin. .

Abbott m2000rt’yi
baslatin.

€ - =-=-=-=-===

Master mix protokolii tamamlandi.

¢ X
PCR plakasini g

- kapatin. .
< 50 dakika Y < 50 dakika
: ilk kullanimdan sonra :
1 kismi paketlerin Y 1
: kapagini tekrar takin. PCR plakasini Abbott :
f + m2000rt'ye aktarin. '
1 ¢ !
-10°C : Kismi paketleri < -10°C’de, !
/Y - -) 1stktan korunacak sekilde, Abbott m2000rt (_ —— i
dik konumda saklayin. protokoliinii baglatin. Y

ikinci kullanimdan
sonra bos paketleri ve
kismi paketleri atin.

e Genigletilmis kullanima uygun amplifikasyon reaktif paketlerinde barkodun Uzerinde 6 haneli bir seri numarasi olmalidir.
e Kismi amplifikasyon reaktif paketleri, ilk kullanimdakiyle ayni cihazda yalnizca ikinci kez kullanilabilir. Bu paketlerin farkli bir cihazda kullaniimasi,
bir isleme hatasina neden olarak ¢alismanin gecikmesine yol acabilir.

e Kismi ve yeni amplifikasyon reaktif paketleri birlikte kullanilabilir. Bir ¢alisma i¢in cihazda kullanilan tim amplifikasyon reaktif paketleri ayni lot
numarasina sahip olmalidir.
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Dette pakningsvedlegget mé leses ngye far bruk. Instruksjonene

i pakningsvedlegget ma felges. Prgveresultatene kan ikke garanteres
& veere palitelige hvis det forekommer avvik fra instruksjonene i dette
pakningsvedlegget.

Denne bruksanvisningen er et tillegg til pakningsvedlegget for Abbott
RealTime HCV-analysen (listenr. 4J86), spesifikt for prgvetype med
Dried Blood Spot (DBS).

MERKNAD TIL BRUKER

Hvis det oppstar en alvorlig hendelse i forbindelse med dette utstyret,
skal hendelsen rapporteres til produsenten og til relevant vedkommende
myndighet i medlemsstaten der brukeren og/eller pasienten er etablert.
For rapportering til produsenten finnes det kontaktinformasjon i avsnittet
om kundeservice eller teknisk hjelp i disse instruksjonene.

NAVN
Abbott RealTime HCV

BRUKSOMRADE FOR DBS

Abbott RealTime HCV-analysen er en in vitro-analyse av revers
transkriptase og polymerasekjedereaksjon (RT-PCR) for kvantitering av
hepatitt C-virus-RNA (HCV RNA) i fullblod som terkede bloddraper (DBS)
pa kort (dvs. innhentet via venepunktur eller kapilleerblod) fra HCV-infiserte
personer. Abbott RealTime HCV-analysen er beregnet for bruk som et
hjelpemiddel i behandlingen av HCV-infiserte pasienter som gjennomgar
antiviral behandling. Abbott RealTime HCV-analysen er ikke for screening
av blod, plasma, serum eller vevsdonorer for HCV og skal ikke brukes som
en diagnostisk test for & bekrefte tilstedeveerelse av HCV-infeksjon.

TILTENKT BRUKER

Tiltenkte brukere av Abbott RealTime HCV-analysen er
laboratoriepersonell.

SAMMENDRAG OG FORKLARING AV TESTEN

Hepatitt C-virus (HCV) er én av de viktigste arsakene til leversykdom. Det
er anslatt at ca. 1,1 % av befolkningen er kronisk infisert med hepatitt C',
og ca. 700 000 personer dgr hvert &r av hepatitt C-relatert leversykdom. 2
HCV er et positivt RNA-virus og overfgres hovedsakelig gjennom
intravengs medisinering og gjennom blodprodukter. Ca. 55 til 85 % av
HCV-infiserte personer utvikler kronisk hepatitt, og opptil 30 % av kronisk
infiserte personer utvikler cirrhose.! Forekomsten av hepatocellulzert
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karsinom er 2 til 4 % per &r hos pasienter med cirrhose.’

Kvantitativ maling av HCV-RNA-nivaet i perifert blod har vist seg

& veere en avgjgrende parameter i behandlingen av diverse anti-
HCV-behandlinger.5-™ Med direkte inngripende antivirale regimer

er behandlingene for HCV-infeksjon dramatisk forbedret. Malet med
anti-HCV-behandlinger er & oppna vedvarende virologisk respons

(SVR), vist som fortsatt fraveer av paviselig HCV RNA.2-5 Malinger av
HCV-virusmengde er brukt til & individualisere behandlingsvarighet og
responsveiledet behandling, eller til & fastsla og forutsi vedvarende eller
ikke-vedvarende virologisk respons av antiviral behandling.2-5
Majoriteten av global HCV-byrde er funnet i land med lav og middels
inntekt (LMIC).' Identifikasjon av pasienter med aktiv HCV-infeksjon er
sveert begrenset i disse ressursbegrensede omradene. Fullblodprgve

av terket bloddrape (DBS) kan brukes som et alternativ til serum eller
plasma for HCV RNA-testing. DBS er et gjennomfgrbart alternativ som
eliminerer mange logistiske og tekniske begrensninger i forbindelse med
serum- eller plasmapr@vetaking, behandling, oppbevaring og forsendelse.
Retningslinjer for hepatitt C-testing fra Verdens helseorganisasjon
(WHO) inkluderer anbefalinger for bruk av DBS i HCV virologiske tester
i ressursbegrensede omréder.™

Abbott RealTime HCV-analysen for DBS bruker teknologien revers
transkriptase og polymerasekjedereaksjon (RT-PCR) kombinert med
homogen fluorescerende deteksjon i sanntid for kvantitering av HCV
RNA i DBS. Valget av et konservert omrade av HCV-genomet gir
deteksjon av genotyper 1 til 6. Analysen er standardisert mot WHO 2d
International Standard for Hepatitis C Virus RNA (NIBSC-kode 96/798)1°,
og resultatene er rapportert i internasjonale enheter/ml (IE/ml) eller
tilsvarende logaritme med 10 som grunntall.

PROSEDYRENS BIOLOGISKE PRINSIPPER

Abbott RealTime HCV-analysen for DBS krever tre reagenssett:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Abbott RealTime HCV-analysen for DBS bruker RT-PCR til & generere
amplifisert produkt fra HCV RNA-genomet i humane DBS-prgver. Trinnene
i Abbott RealTime HCV-analysen for DBS bestar av preanalytisk DBS-
behandling, preveklargjering, RT-PCR-enhet, amplifikasjon, deteksjon og
resultatrapportering. Preanalytisk DBS-behandling utfgres med Abbott
mSample Preparation System DBS Buffer Kit far preven lastes pa Abbott
m2000sp-systemet. Etter den preanalytiske DBS-behandlingen utfgres alle
etterfglgende trinn automatisk av Abbott m2000sp- og Abbott m2000rt-
systemene.

Du finner ytterligere informasjon om prgveklargjgring, RT-PCR-enhet,
amplifikasjon og deteksjon i pakningsvedlegget for Abbott RealTime
HCV-analysen (listenr. 4J86).

AMPLIFIKASJONSREAGENS TIL FORLENGET BRUK

Den valgfrie funksjonen for amplifikasjonsreagens til forlenget bruk gjer
det mulig & bruke amplifikasjonsreagenspakker og IC totalt to ganger.
Amplifikasjonsreagenspakker som inneholder klargjort Master Mix,

kan oppbevares ved —10 °C eller kaldere, lukket og beskyttet mot lys

i opptil 14 dager far andre gangs bruk. Den interne kontrollen (IC)

kan oppbevares lukket ved —10 °C eller kaldere i opptil 14 dager far
andre gangs bruk. Andre gangs bruk skal ikke overskride reagensens
utlgpsdato.

Du finner en oversikt over denne funksjonen i vedlegg 1 i denne
bruksanvisningen.

Gjennom hele denne bruksanvisningen blir amplifikasjonsreagenspakker og
IC som enné ikke er brukt, referert til som nye amplifikasjonsreagenspakker
og IC (dvs. farste gangs bruk). Amplifikasjonsreagenspakker som er brukt
én gang, og som inneholder klargjort Master Mix, blir referert til som delvise
amplifikasjonsreagenspakker. IC-hetteglass som er brukt én gang, kalles
delvise IC-hetteglass.



FORHINDRING AV NUKLEINSYREKONTAMINERING
Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).

REAGENSER
Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).

ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER

Til in vitro-diagnostisk bruk

Abbott RealTime HCV-analysen for DBS er ikke for screening av blod,
plasma, serum eller vevsdonorer for HCV og skal heller ikke brukes som
en diagnostisk test for & bekrefte tilstedeveerelse av HCV-infeksjon.

SIKKERHETSTILTAK

Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).
Abbott RealTime HCV-analyse for DBS bruker kun Abbott m2000sp- og
Abbott m2000rt-instrumenter.

SPESIELLE FORHOLDSREGLER

Forholdsregler ved handtering av DBS-prgver

Abbott RealTime HCV-analysen for DBS skal kun brukes med fullblod-

eller DBS-prgver som er handtert og lagret som beskrevet i avsnittet

PRGVETAKING, OPPBEVARING OG TRANSPORT TIL TESTOMRADET.

Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).

Spesifikke forholdsregler for handtering av DBS:

e Péase at DBS-kort er helt tarre fgr oppbevaring i pose med
terkemidler. Uegnet spotting, terking, oppbevaring og handtering av
DBS kan fgre til ungyaktige testresultater.

e Bruk en ny pipettespiss for hver DBS-prgve nar du skyver drapen fra
det perforerte DBS-kortet, for & unngé overfgring av kontaminering.
Hvis det brukes et ikke-perforert DBS-kort, mé& du pase at verktgyet
som brukes til & skjeere ut drapen, dekontamineres far og etter
kontakt med DBS-prgven.

Arbeidsomrader

Kun to dedikerte omrader, proveklargjgringsomrade og
amplifikasjonsomrade, anbefales nar Abbott m2000sp og Abbott
m2000rt brukes.

Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).
Aerosolkontaminering

Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).
Kontaminering og hemming

Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).

Kontaminering fra eksternt dU-inneholdende amplifisert produkt
Laboratorier som bruker eller har brukt HCV-amplifikasjonstester

som inkluderer post-PCR-behandling av det amplifiserte produktet,

kan kontamineres med dU-inneholdende amplifiserte produkter. Slik
kontaminering kan fare til ungyaktige resultater i Abbott RealTime
HCV-analysen for DBS. Se avsnittet Overvake laboratoriet for
tilstedeveerelse av kontaminering i pakningsvedlegget for Abbott
RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86). Nar negative kontroller er
vedvarende reaktive eller der det er sannsynlig at kontaminering med det
dU-inneholdende HCV-amplifiserte produktet har forekommet, anbefales
det at laboratoriet bruker kontrollprosedyre for kontaminering av uracil-
N-glykosylase (UNG) hvis dekontaminering av laboratoriet mislykkes.

INSTRUKSJONER FOR OPPBEVARING
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (listenr. 4J86-90)

/ﬂ/-wc .

Nye og delvise Abbott RealTime HCV-
amplifikasjonsreagenspakker og intern kontroll-
hetteglass (IC) mé oppbevares ved —10 °C eller
kaldere nar de ikke er i bruk. Det ma tas hensyn til at
Abbott RealTime HCV-amplifikasjonsreagenspakken
som er i bruk, skal holdes borte fra direkte kontakt
med praver, kalibratorer og kontroller.

¢ Delvise amplifikasjonsreagenspakker og IC ma
oppbevares ved —10 °C eller kaldere, lukket, oppreist og
beskyttet mot lys etter farste gangs bruk.

Hvis de oppbevares pa denne maten, kan delvise
amplifikasjonsreagenspakker med klargjort Master

Mix brukes en andre gang innen 14 dager etter forste
gangs bruk. IC kan ogsa brukes en andre gang innen
14 dager etter opptining, hvis den oppbevares lukket
ved —10 °C eller kaldere. Etter to gangers bruk skal
delvise amplifikasjonsreagenspakker og IC kasseres.
Andre gangs bruk skal ikke overskride reagensens
utlgpsdato.
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Abbott RealTime HCV Control Kit (listenr. 4J86-80)

/H/-w"c .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (listenr. 4J86-70)

/H/-wf*c .

TRANSPORTBETINGELSER
Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).

INDIKASJON PA USTABILITET ELLER FORRINGELSE AV
REAGENSER
Se pakningsvedlegget for Abbott RealTime HCV-analyse (listenr. 4J86).

INSTRUMENTPROSEDYRE

Abbott RealTime HCV for DBS-programfil ma installeres pa Abbott
m2000sp- og Abbott m2000rt-systemer fra Abbott RealTime HCV m2000
ROW System Combined Application CD-ROM (listenr. 01L69-040 eller
nyere) fgr analysen utfgres. Hvis du vil ha detaljert informasjon om
installasjon av programfiler, kan du se i avsnittet Betjeningsanvisninger

i brukerhandboken for Abbott m2000sp og Abbott m2000rt.

PROVETAKING, OPPBEVARING OG TRANSPORT AV
PROVER TIL TESTSTEDET

Prgvetaking og oppbevaring

e Bruk fingerstikk eller EDTA-fullblod til & klargjgre DBS. EDTA-fullblod
skal opprettholdes under kontrollerte temperaturforhold under
oppbevaring og forsendelse (2 til 8 °C i opptil 48 timer, eller ved
omgivelsestemperatur som ikke overskrider 30 °C i opptil 24 timer).

e EDTA-fullblod som innhentes i et rer, skal blandes godt ved & snu
roret forsiktig fgr spotting. Plasser blodet i sirklene pa 12 millimeter
pé Ahlstrom-Munktell TFN-papirkort eller Whatman 903, og pase at
hele sirkelen er dekket. Det anbefales at minst 70 pl blod (ca. 3-5
bloddréaper) brukes for hver sirkel for a sikre full dekk.

e Luftterk kortet ved omgivelsestemperatur i minst 3 timer. Pakk hvert kort i en
lukkbar pose med terkemiddelpakker (minst to il tre tarkemiddelpakker).

e DBS-prevekort kan oppbevares under forholdene som er angitt
i tabellen nedenfor, far analyseprosessen.

Abbott RealTime HCV negative og positive kontroller
ma oppbevares ved —10 °C eller kaldere.

Abbott RealTime HCV Calibrator A og Calibrator B
ma oppbevares ved —10 °C eller kaldere.

Oppbevaring av DBS-prgvekort
Forhold

Maksimal lagringstid

2 til 30 °C ved romfuktighet 18 uker
< 37 °C ved romfuktighet 12 uker
< 45 °C ved romfuktighet 8 uker
< 38 °C ved hgy luftfuktighet (< 85 %) 4 uker
-25 til —15 °C ved romfuktighet 18 uker
—70 °C eller kaldere ved romfuktighet 18 uker

Transport av prgver

Send prgver i henhold til den anbefalte temperaturen og tiden for

oppbevaring som er angitt i avsnittet Provetaking og oppbevaring

ovenfor. For forsendelser innenlands eller utenlands skal praver pakkes og
merkes i samsvar med gjeldende nasjonale og internasjonale forskrifter
som dekker transport av kliniske, diagnostiske eller biologiske praver.

ABBOTT REALTIME HCV-ANALYSEPROSEDYRE FOR DBS

Ngdvendige materialer som ikke folger med

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (listenr. 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (listenr. 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (listenr. 4J86-80)

Praveklargjoringsomrade for Abbott m2000sp Instrument

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit
(listenr. 09N02-001)

e Abbott m2000sp Instrument (listenr. 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)

(listenr. 04J70-24)

e Kalibrerte presisjonspipetter som kan tilfgre 20—1000 pl (kalibrerte
presisjonspipetter som kan tilfgre < 20 pl, kan veaere ngdvendig ved
bruk av UNG.)

e Pipettespisser med aerosolbarriere pa 20—1000 pl (pipettespisser
med aerosolbarriere som kan tilfgre < 20 pl, kan veere ngdvendig
ved bruk av UNG.)



e Vortex-mikser

e Master Mix Tube (listenr. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (listenr. 04J71-30)

* 5 ml reaksjonsbeholdere (listenr. 04J71-20)

e 200 ml reagensbeholdere (listenr. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (listenr. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (listenr. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (listenr. 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (listenr. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (listenr. 01L69-040 eller nyere)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (listenr. 09N03-001)

* 1,4 ml mikrohetteglass, 15 mm lokk (listenr. 03N20-01), tilleggsutstyr

e Uracil N-Glykosylase (UNG)?2 (listenr. 6L87-02)

aVed behoy, i henhold til avsnittet Kontaminering fra eksternt

dU-inneholdende amplifisert produkt i denne bruksanvisningen.

Amplifikasjonsomrade for Abbott m2000rt Instrument

e Abbott m2000rt Instrument (listenr. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (listenr. 01L69-040 eller nyere)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (listenr. 04J71-93)

Annet materiale
e Biologisk sikkerhetskabinett som er godkjent for arbeid med
smittefarlige materialer
e Lukkbar pose for DBS-kort
e Tarkemiddelpakke for DBS-kort
e Ahlstrom-Munktell TFN-papirkort og/eller Whatman 903
e Lukkbar plastpose for kassering av 96-brgnners reaksjonsplate
e RNase-fritt vann (Eppendorf eller tilsvarende)?
* 1,7 ml mikrosentrifugergr med molekylaerbiologisk kvalitet
(Dot Scientific, Inc. eller tilsvarende)?
e Applikatorer med bomullsspiss (Puritan eller tilsvarende)®
bMerk: Disse tre elementene brukes i prosedyren for Overvaking
av laboratoriet for tilstedevaerelse av kontaminering. Se avsnittet
PROSEDYRER FOR KVALITETSKONTROLL i Abbott RealTime
HCV-analysen (listenr. 4J86).

Prosedyretiltak

e Les instruksjonene i denne bruksanvisningen ngye fgr du
behandler praver.

* Amplifikasjonsreagenser og intern kontroll kan brukes opptil to ganger,
som beskrevet i denne bruksanvisningen. Hetteglass for Abbott RealTime
HCV Calibrators, negativ kontroll, lav positiv kontroll og hgy positiv kontroll
er kun beregnet for engangsbruk og skal kasseres etter bruk.

* Bruk pipettespisser med aerosolbarriere eller engangspipetter kun én
gang ved pipettering av praver eller IC. For & unngé kontaminering til
pipettesylinderen under pipettering ma det utvises forsiktighet, slik at
pipettesylinderen ikke bergrer innsiden av pravergret eller beholderen.
Bruk av forlengede pipettespisser med aerosolbarriere anbefales.

e Du finner overvakingsprosedyrer for tilstedevaerelse av
amplifikasjonsproduktet i avsnittet PROSEDYRER FOR
KVALITETSKONTROLL.

e Rengjer og desinfiser sgl av prgver ved a inkludere bruken av et
tuberkulocid desinfiseringsmiddel som 1,0 % natriumhypokloritt
eller annet egnet desinfeksjonsmiddel for & redusere risikoen for
nukleinsyrekontaminering.

e Abbott RealTime HCV-kalibratorene og -kontrollene ma klargjeres
i forbindelse med prgvene som skal testes. Bruk av Abbott RealTime
HCV-kontroller og -kalibratorer er en vesentlig del av ytelsen til
Abbott RealTime HCV-analysen. Se avsnittet PROSEDYRER FOR
KVALITETSKONTROLL.

e Abbott m2000sp Master Mix Addition-protokollen ma startes innen
1 time etter at prgveklargjgring er fullfart.

e Hvis Abbott m2000sp Master Mix Addition-protokollen avbrytes, ma
amplifikasjonsreagensene som ble brukt for andre gang, kasseres.
Nye reagenspakker som brukes for fgrste gang, kan lagres og
oppbevares for senere bruk som beskrevet i denne handboken.

e Abbott m2000rt-protokollen ma startes innen 50 minutter etter
oppstart av Master Mix Addition-protokollen. Hvis Abbott m2000rt
Instrument ikke startes innen 50 minutter, eller forstyrres eller
avbrytes, ma du forsegle Abbott 96-Well Optical Reaction Plate i
en lukkbar pose og kassere den i henhold til brukerhandboken for
Abbott m2000rt sammen med hanskene som ble brukt til & handtere
platen.
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VIKTIG: Amplifikasjonsreagenser som skal brukes en andre gang,
ma oppbevares ved —10 °C eller kaldere innen 50 minutter etter
oppstart av Master Mix Addition-protokollen.

ANALYSEPROTOKOLL: DBS-PR@VER VED BRUK AV
ABBOTT m2000sp- OG ABBOTT m2000r-INSTRUMENTENE
Hvis du vil ha en detaljert beskrivelse av hvordan du utfgrer en Abbott
m2000sp- og Abbott m2000rt-instrumentprotokoll, kan du se i avsnittene
Betjeningsanvisninger i brukerhandbgkene for Abbott m2000sp

og Abbott m2000rt. DBS-protokollen krever Abbott m2000sp med

programvareversjon 6.0 eller nyere. Fglg brukerhdndboken for Abbott

m2000sp (liste 09K20 versjon 6 eller nyere).

Det kan behandles totalt 96 pr@ver i hver kjgring. En Abbott RealTime

HCV Negative Control, Low Positive Control og High Positive Control er

inkludert i hver kjgring, slik at maksimalt 93 DBS-prgver kan behandles

per kjering nar kalibratorer ikke er inkludert. Behandle kalibratorer og
kontroller direkte som vaeskepraver. Trinn 1 til 5 er kun for DBS. Plasma-
eller serumprgver skal ikke behandles i noen som helst kjgring der

DBS-protokollen brukes. For hver DBS-prgve skal det brukes ett Abbott

Master Mix Tube for hele pravebehandlingsprosedyren.

Pase at DBS-prgver er merket gjennom hele prosessen.

1. Fyll Abbott Master Mix Tube med 1,3 ml mDBS-buffer fra Abbott
mSample Preparation System DBS Buffer Kit (listenr. 09N02-001).
MERK: Bruk ikke mLysis Buffer eller andre reagenser i dette trinnet

2. Hold det perforerte DBS-papirkortet over Abbott Master Mix Tube.

3. Skyv DBS-sirkelen ut av kortet med en ren pipettespiss, 1 DBS-sirkel
per Abbott Master Mix Tube. Hver DBS skal ha en diameter pa ca.
12 millimeter.

MERK: BRUK EN NY PIPETTESPISS FOR HVER DBS-PRGVE FOR

A UNNGA KRYSSKONTAMINERING.

Alternativt, fra ikke-perforert DBS-papir, skjeer ut 1 hel DBS

(ca. 12 millimeter i diameter) for hver prave, og overfer til et Abbott

Master Mix Tube.

MERK: Unnga direkte kontakt mellom skjeereoverflaten og DBS-

praver. Dekontaminer verktoyet som brukes til & kutte DBS mellom

praver, hvis ngdvendig, i henhold til gode rutiner for laboratorier.
4. Pase at DBS-sirkelen er helt nedsenket i mDBS Buffer ved & dunke

lett pa raret eller bruke pipettespissen til & skyve DBS inn i bufferen.

MERK: Hvis en pipettespiss brukes til & skyve DBS inn i
bufferen, ma du pase at pipettespissen ikke ferer til tap av DBS-
buffervolum som fglge av oppdemming av vaeske i spissen og/
eller absorpsjon av bufferen av spissfilteret.

5. Rist eller roter pravergrene manuelt. Ikke ha prgvene i vortex.
Inkuber i 30 minutter (+ 2 minutter) ved omgivelsestemperatur.

6. Tin samtidig analysekontrollene og intern kontroll (IC) ved 15 til
30 °C eller ved 2 til 8 °C. Kalibratorene skal bare tines ved 15 til
30 °C eller ved 2 til 8 °C hvis du utfgrer en kalibrering.

MERK: Etter tining kan analysekontroller, IC og kalibratorer
oppbevares ved 2 til 8 °C i opptil 24 timer fer bruk.

7. Ha hver analysekalibrator og hver kontroll i vortex tre ganger
i 2-3 sekunder fer bruk. Pase at innholdet i hvert hetteglass er
i bunnen ved & dunke hetteglassene lett mot benken for & f& veeske
til bunnen av hetteglasset. Pase at det ikke dannes bobler eller skum.
Hvis det er til stede, ma du fjerne det med en steril pipettespiss, og
med en ny spiss for hvert hetteglass.

8. Tin amplifikasjonsreagenser ved 15 til 30 °C eller ved 2 til 8 °C,
og oppbevar dem ved 2 til 8 °C frem til amplifikasjonsprosedyren
med Master Mix.

9. Velg nye og/eller delvise amplifikasjonsreagenspakker som skal
brukes i kjgringen. Du finner instruksjoner om lagerstyring for
amplifikasjonsreagenspakke i avsnittet Betjeningsanvisninger i
brukerhédndboken for Abbott m2000sp (listenr. 09K20, versjon
6 eller nyere). Amplifikasjonsreagenspakker m& ha samme
partinummer. Tin nye amplifikasjonsreagenser ved 15 til 30 “C
eller ved 2 til 8 °C, og oppbevar dem ved 2 til 8 °C frem til
amplifikasjonsprosedyren med Master Mix er ngdvendig.

MERK: Etter tining kan de nye amplifikasjonsreagensene
oppbevares ved 2 til 8 °C i opptil 24 timer hvis de ikke brukes
umiddelbart. Delvise amplifikasjonsreagenspakker som brukes
en andre gang, skal IKKE oppbevares ved 2 til 8 °C far bruk.
Disse skal oppbevares ved —10 °C eller kaldere frem til tilfayelsen
av Master Mix er ngdvendig. Nar de er tatt ut av fryseren,

skal kumulativ eksponering i romtemperatur ikke overskride

25 minutter, inkludert tilfeller der pakker tas ut av oppbevaring,
men ikke brukes. Hvis 25 minutter overskrides, skal de delvise
amplifikasjonsreagenspakkene kasseres.



Tabellen nedenfor viser antallet reagenser for prgveklargjaring og
hetteglass for intern kontroll som er ngdvendig, basert pa antall
reaksjoner.

Krav til reagenser for prgveklargjering og intern kontroll

1 til 25 til 49 til 73 til
Reagens 24 reaksjoner 48 reaksjoner 72 reaksjoner 96 reaksjoner

mMicroparticles 1 flaske 2 flasker 2 flasker 2 flasker
mLysis 1 flaske 2 flasker 3 flasker 4 flasker
mWash 1 1 flaske 2 flasker 3 flasker 4 flasker
mWash 2 1 flaske 2 flasker 3 flasker 4 flasker
mElution Buffer 1 flaske 2 flasker 3 flasker 4 flasker

Intern kontroll? 1 nytt 1 nytt 2 nye 2 nye
hetteglass hetteglass hetteglass hetteglass

eller 1 eller 2 eller 3 eller 4

delvis delvise delvise delvise

hetteglass hetteglass hetteglass hetteglass

3En kombinasjon av nye og delvise hetteglass for intern kontroll kan brukes.

10. Vend Abbott mSample Preparation-flaskene forsiktig for & pase
en homogen Igsning. Hvis det observeres krystaller i noen av
reagensflaskene ved apning, ma reagensen vaere i romtemperatur til
krystallene forsvinner. Reagensene skal ikke brukes fgr krystallene
er opplgst.

11. Ha hver IC i vortex tre ganger i 2-3 sekunder far bruk.

12. Bruk en kalibrert presisjonspipette som KUN ER DEDIKERT TIL
INTERN KONTROLL, til 4 tilsette 500 pl med IC i hver flaske med
mLysis Buffer. Bland ved & vende beholderen forsiktig 5-10 ganger
for & redusere skumdannelse. For andre gangs bruk kan lokket
settes tilbake pa delvise hetteglass med IC, og de kan oppbevares
ved —10 °C eller kaldere.

13. Plasser de lave og hgye positive kontrollene, den negative kontrollen
og kalibratorene, hvis aktuelt, i Abbott m2000sp-pr@vestativene.

14. Nar inkubasjonen er fullfgrt, skal DBS-prgvergrene ristes eller roteres
manuelt, og deretter plasseres i Abbott m2000sp-prgvestativene.

MERK: Pase at Abbott m2000sp-prgvestativene er kalibrert
spesifikt for Abbott RealTime HCV-prosedyren for DBS.

15. Last prgvestativene forsiktig for & unnga sprut. Hvis strekkoder
brukes pa reretikettene, ma de vende mot hayre for skanning. Pase
at hvert rar plasseres sikkert i prgvestativet, slik at bunnen av rgret
nar bunnen pa innsiden av stativet.

16. Last inn fylte prgvestativ pa Abbott m2000sp i etterfglgende
posisjoner for prgvestativ, med det fgrste stativet lengst til hgyre pa
arbeidsbordet, og eventuelle ekstra stativ gradvis til venstre for det
farste stativet.

17. Plasser reaksjonsbeholderne pa 5 ml i Abbott
m2000sp-subsystembeereren pa 1 ml.

18. Last inn Abbott mSample Preparation System-reagenser og
Abbott 96 Deep-Well Plate pa Abbott m2000sp-arbeidsbordet som
beskrevet i avsnittet Betjeningsanvisninger i brukerhandboken for
Abbott m2000sp.

19. Velg programfilen HCV RNA DBS fra Protokoll-skjermbildet.
Start protokollen for uthenting av prgve slik det er beskrevet
i avsnittet Betjeningsanvisninger i brukerhandboken for Abbott
m2000sp.

20. Angi kalibratoren (ngdvendig hvis en kalibreringskurve ikke er lagret
pé& Abbott m2000rt), og kontroller de partispesifikke verdiene i

prgveuthentingen: Feltene Arbeidsbordoppsett, Kalibrator og Kontroll.

Partispesifikke verdier spesifiseres pa hvert Abbott RealTime
HCV-kalibreringskort og -kontrollsettkort.

21. Abbott m2000sp Master Mix Addition-protokoll (trinn 28) ma startes
innen 1 time etter at preveklargjgring er fullfart.
MERK: Bytt hansker fgr du handterer amplifikasjonsreagensene.
22. Last amplifikasjonsreagensene og amplifikasjonsblandingsrgret
(hvis ngdvendig) inn pa Abbott m2000sp-arbeidsbordet etter
at praveprepareringen er fullfgrt. Fglgende tabell viser antall
amplifikasjonsreagenspakker som er ngdvendige basert pa antall
reaksjoner. Hvis det bare brukes én amplifikasjonsreagenspakke,
er det ikke ngdvendig med et amplifikasjonsblandingsrar.
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23.

24,

25.

Krav til amplifikasjonsreagenspakke?

1-24 25-48 49-72 73-96
reaksjoner reaksjoner reaksjoner reaksjoner
1 hvis ny, 2 hvis ny, 3 hvis ny, 4 nye eller
opptil 4 opptil 4 opptil 4 delvise pakker
med delvise  med delvise = med delvise
pakninger pakninger pakninger

2 Se brukerhandboken for Abbott m2000sp (listenr. 09K20 versjon 6 eller
hayere) hvis du trenger instruksjoner om lagerstyring for & bestemme storste
antall reaksjoner som kan testes med de delvise pakkene som er valgt.

e Delvise amplifikasjonsreagenspakker kan bare brukes
pa samme Abbott m2000sp-instrument som brukes til
preparering av reagenspakken fgrste gang. Hvis du bruker
en amplifikasjonsreagenspakke for andre gang pa et annet
instrument, vil det fare til en feil som kan forsinke kjgringen.

e Delvise og nye amplifikasjonsreagenspakker kan
brukes sammen.

VIKTIG: Delvise amplifikasjonsreagenspakker bear lagres ved

—10 °C eller kaldere til like for andre gangs bruk. Kontroller

at amplifikasjonsblandingen tines fer du plasserer delvise

pakker pa Abbott m2000sp-arbeidsbordet. Nar delvise

amplifikasjonsreagenspakker fiernes fra lagring ved —10 °C eller

kaldere, ma de brukes pa nytt innen 25 minutter eller kastes. Dette
gjelder den kumulative romtemperatureksponeringen, herunder
tilfeller hvor pakkene fjernes fra lagring, men ikke brukes.

Kontroller at innholdet i nye amplifikasjonsreagenspakker er i bunnen

av hetteglassene fgr du apner amplifikasjonsreagensene ved

& banke pa hetteglassene i stdende posisjon p& benken 5-10 ganger.

e |kke bank pa delvise amplifikasjonsreagenspakker som brukes en
gang til. Banking kan fgre til tap av volum i Master Mix-volumet
i lokket.

Ta av lokkene. Hvis en ny amplifikasjonsreagenspakke skal lagres

for andre gangs bruk, ma det settes lokk pa hetteglassene igjen

for lagring. Hvis du planlegger & bruke originallokkene pa nytt pa

hetteglassene med reagens, ma du ta vare pa originallokkene.

Hvis du planlegger a bruke nye lokk pa hetteglassene med reagens,

kan originallokkene kastes.

Falg instruksjonene nedenfor hvis uracil-N-glykosylase (UNG)

brukes til kontamineringskontroll.

Bruk en PIPETTE SOM KUN ER DEDIKERT TIL REAGENSBRUK

til & tilsette spesifisert volum pa 1 E/uL UNG (listenr. 6L87-

02) i hetteglasset med reagens i posisjon 3 i nye og delvise

amplifikasjonsreagenspakker. Bland manuelt ved & pipettere forsiktig

opp og ned for alle delvise pakker. Ikke bland nye pakker.

e Bruk tabellen nedenfor til & bestemme volumet med UNG som
skal tilsettes i hetteglasset med reagens i posisjon 3 i nye og
delvise amplifikasjonsreagenspakker. Hetteglasset med reagens
i posisjon 3 i en ny reagenspakke inneholder det termostabile
rTth-polymeraseenzymet. Reagenshetteglasset i posisjon 3 i en
delvis reagenspakke inneholder amplifikasjonsblandingen.



Volum med UNG som skal tilsettes i hetteglasset med reagens i
posisjon 3 i hver amplifikasjonsreagenspakke

Tester igjen i pakken Tilsett dette volumet med UNG (ul)
1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (ny pakke) 27

26.

27.

28

MERK: Volumet med UNG som tilsettes i hetteglasset med
reagens i posisjon 3, avhenger av antallet tester som er igjen

i reagenspakningen, og ikke antallet prgver som kjores. Se
brukerhandboken for Abbott m2000sp hvis du vil ha instruksjoner
om lagerstyring av amplifikasjonsreagenspakker, og hvordan du
finner ut hvor mange tester som er igjen i en reagenspakke.
Delvise amplifikasjonspakker lastes inn til venstre for nye
amplifikasjonsreagenspakker pa Abbott m2000sp-arbeidsbordet.
Kontroller at amplifikasjonsreagenspakkene sitter godt pa
instrumentet.

. Velg den aktuelle dypbr@gnnsplaten som samsvarer med den

tilsvarende prgveprepareringsekstraksjonen. Start protokollen for
Abbott m2000sp Master Mix Addition. Fglg instruksjonene som
beskrevet i avsnittet Operating Instructions i brukerhdndboken for
Abbott m2000sp.

MERK: Operatgren ma ikke fylle tomme/ikke-fylte brgnner manuelt

i Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e Nar prgveekstraksjon er fullfgrt, fyller Abbott m2000sp automatisk
eventuelle tomme brgnner i Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate med mElution Buffer nar det er mer enn 48 pragver som er
behandlet i en kjgring. Platefylling utfgres ikke for kjgring med
48 praver eller feerre.

e Hvis instrumentet gir beskjed om det, skal reagensholder
2 veere pa plass, og den skal minst inneholde reagensbeholderen
for mElution Buffer (reagensholder 2, sted 6). Hvis denne
reagensbeholderen er lastet ut, plasserer du en ny
reagensbeholder med mElution Buffer-etikett i reagensholder 2,
sted 6. Systemvaeske tilsettes reagensbeholderen og brukes til
4 fylle tomme brgnner. Nar denne prosessen er fullfgrt, fortsetter
systemet med amplifikasjonsblandingstilsetningen.
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MERK: Systemets bruksanvisning for bruk av den automatiserte
platefyllingsfunksjonen finnes i brukerhandboken for Abbott
m2000sp (listenr. 09K20 versjon 6 eller hgyere), avsnitt 5,
Operating Instructions, Sample Extraction-Closed Mode.
e Abbott m2000rt-protokollen (trinn 33) ma startes innen 50 minutter
etter oppstart av protokollen for Master Mix Addition (trinn 28).
MERK: Hvis kjgringen avbrytes av en eller annen grunn etter
trinn 28, ma det brukes en ny Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate hvis protokollen for Abbott m2000sp Master Mix Addition
(trinn 28) skal gjentas.
29. Sla pa og start Abbott m2000rt-instrumentet i omradet Amplification.
MERK: Abbott m2000rt trenger 15 minutter pa a bli varm.
MERK: Ta av hanskene fer du gar tilbake til praveprepareringsomradet.
30. Forsegl Abbott 96-Well Optical Reaction Plate etter at Abbott
m2000sp-instrumentet har fullfgrt tilsetning av praver og
amplifikasjonsblanding i henhold til avsnittet Operating Instructions
i brukerhandboken for Abbott m2000sp.

31. Plasser den forseglede optiske reaksjonsplaten i Abbott Splash-Free
Support Base for overfgring til Abbott m2000rt-instrumentet.

Hvis uracil-N-glykosylase (UNG) brukes, ma du fglge
instruksjonene nedenfor:

32. Overfar den forseglede optiske platen til Abbott Splash-Free Support
Base, og inkuber ved romtemperatur (15 til 30 °C) i 10 minutter.
Etter inkubering ved romtemperatur overfgres Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate p& Abbott Splash-Free Support Base til Abbott
m2000rt-instrumentet.

33. Plasser Abbott 96-Well Optical Reaction Plate i Abbott m2000rt-
instrumentet. Velg HCV-RNA-DBS-applikasjonsfilen fra skjermbildet
Protocol. Start protokollen som beskrevet i avsnittet Operating
Instructions i brukerhdndboken for Abbott m2000rt.

MERK: Prgvebestillingsoverfgring ved hjelp av CD-ROM

eller nettverkstilkobling med eksport- og importfunksjoner i
m2000sp- og m2000rt-programvaren anbefales. Hvis du oppretter
testbestillingen pa Abbott m2000rt manuelt, ma du angi prave-ID-
er i de tilsvarende PCR-brettposisjonene ifglge rutenettet «Wells
for Selected Plate» pa det detaljerte skjermbildet med «PCR Plate
Results» pa Abbott m2000sp. Se avsnitt 5 i driftshandboken for
Abbott m2000sp.

34. Hvis du skal bruke en preparert delvis amplifikasjonsreagenspakke
en gang til, kan du sette lokk pa de tre hetteglassene med reagens
med de lagrede lokkene eller de nye lokkene (listenr. 3N20-01) og
raskt lagre reagensene ved —10 °C eller kaldere, beskyttet mot lys
og stdende. Kast alle amplifikasjonsreagenspakker som er oppbrukt,
eller som har blitt brukt to ganger.

VIKTIG: Amplifikasjonsreagenser som skal brukes en gang til, ma
lagres ved —10 °C eller kaldere innen 50 minutter etter oppstart av
protokollen for amplifikasjonsblandingstilsetning.

PROSEDYRER ETTER BEHANDLING

1. Ta ut Abbott 96 Deep-Well Plate fra arbeidsbordet og kast den
i henhold til brukerhandboken for Abbott m2000sp.

2. Plasser Abbott 96-Well Optical Reaction Plate i en forseglbar
plastpose og kast den i henhold til brukerhandboken for Abbott
m2000rt sammen med hanskene som ble brukt til & handtere platen.

3. Rengjer Abbott Splash-Free Support Base fgr neste gangs bruk
i henhold til brukerhandboken for Abbott m2000rt.

PROSEDYRER FOR KVALITETSKONTROLL

Optisk kalibrering av Abbott m2000rt
Se pakningsvedlegg for Abbott Realtime HCV-analyse (listenr. 4J86).
Kalibrering av analysen
Se pakningsvedlegg for Abbott Realtime HCV-analyse (listenr. 4J86).
For DBS-testing ved hjelp av Abbott m2000sp og Abbott m2000rt: Nar
en Abbott RealTime HCV-kalibrering er godtatt og lagret, kan den brukes
i 6 maneder. | Igpet av denne tiden kan alle pafglgende praver testes
uten ytterligere kalibrering, med mindre:
e Det brukes en Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit med
et nytt partinummer.
e Det brukes et Abbott mSample Preparation System
(4 x 24 Preps) med et nytt partinummer.
e En ny Abbott RealTime HCV-RNA-DBS-applikasjonsfil er installert.



Pavisning av hemming

Se pakningsvedlegg for Abbott Realtime HCV-analyse (listenr. 4J86).
Negative og positive kontroller

Se pakningsvedlegg for Abbott Realtime HCV-analyse (listenr. 4J86).

Overvaking av laboratoriet for tilstedevzerelse av
kontaminering
Se pakningsvedlegg for Abbott Realtime HCV-analyse (listenr. 4J86).

RESULTATER FOR DBS-PR@VER

Det rapporterte DBS-prgvekonsentrasjonsresultatet fra Abbott m2000rt
DBS-protokollkjgringen representerer HCV-viruskonsentrasjonen i plasma
for fullblodsprgven som DBS-prgven er hentet fra. Abbott m2000rt-
instrumentet rapporterer automatisk resultatene pa Abbott m2000rt-
arbeidsstasjonen. Analyseresultater kan rapporteres i internasjonale
enheter IE/ml eller log IE/ml.

Tolkning av resultater

Resultat Tolkning

Ikke pavist Mal ikke pavist
< 2,66 log IE/mI? Pavist
2,66-8,00 log IE/mI.

> 8,00 log IE/ml >ULQP

2462 IE/ml

b ULQ = gvre kvantifiseringsgrense

PROSEDYRENS BEGRENSNINGER

e TIL IN VITRO-DIAGNOSTIKK

e Optimal ytelse for denne testen krever egnet prevetaking, -lagring og
-transport til teststedet (se avsnittet PRGVETAKING, -LAGRING OG
-TRANSPORT TIL TESTSTEDET i dette pakningsvedlegget).

e Fullblodsprgver som samles inn i EDTA-rar, kan brukes til &
generere DBS som testes med Abbott RealTime HCV-analysen for
DBS. Bruk av andre antikoagulantia er ikke validert med Abbott
RealTime HCV-analysen for DBS.

e Bruk av Abbott RealTime HCV-analysen for DBS er begrenset til
personell som har fatt oppleering i prosedyrene for DBS-preparering
og forbehandling, en molekylaer diagnostisk analyse og Abbott
m2000-systemet.

¢ Instrumentene og analyseprosedyrene reduserer risikoen for
kontaminering fra amplifikasjonsprodukt. Nukleinsyrekontaminering
fra kalibratorene, positive kontroller eller prever ma imidlertid
kontrolleres med god laboratoriepraksis og omhyggelig overholdelse
av prosedyrene som er angitt i dette pakningsvedlegget.

e Som med alle diagnostiske tester bar resultater fra Abbott
RealTime HCV-analysen for DBS tolkes sammen med andre kliniske
funn og laboratoriefunn. En prgve med resultatet «Not Detected»
kan ikke antas & veere negativ for HCV-RNA.

e Feil innsamling, terking, lagring og handtering av DBS-kort kan fgre
til ungyaktige testresultater.

e Ahlstrom-Munktell TFN- og Whatman 903 DBS-kort kan brukes. Bruk
av andre kort er ikke validert med Abbott RealTime HCV-analysen.

SPESIFIKKE YTELSESEGENSKAPER FOR DBS-PRGQVER

Pavisningsgrense (LoD)

LoD i Abbott Realtime HCV-analysen er 462 IE/ml med DBS-

prevetypen. LoD ble bestemt ved & teste DBS-prgver preparert med en

fortynningsserie av WHO International Standard for hepatitt C-virus-RNA

fortynnet i HCV-negativt fullblod. Testing for hver HCV-RNA-konsentrasjon
ble utfgrt med fire partier amplifikasjonsreagenser i lgpet av tre dager.

Resultatene, som er representative for den analytiske sensitivitetsytelsen

til Abbott RealTime HCV-analysen for DBS, er sammenfattet i tabell 1.

Tabell 1. Abbott RealTime HCV for DBS-pavisningsgrense (LoD)

HCV-RNA (IE/ml)  Antall testede Antall paviste Prosent paviste

500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31
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Probit-analyse av dataene viste at konsentrasjonen av HCV-RNA pavist
fra tarket blodflekk med 95 % sannsynlighet var 462 IE/ml (95 % CI
381-593 IE/ml).

Lineaert omrade

Den gvre kvantifiseringsgrensen (ULQ) for Abbott RealTime HCV-
analysen er 100 millioner IE/ml, og den nedre kvantifiseringsgrensen
tilsvarer LoD (462 IE/ml) for DBS-kravet. Et 7-medlemmers DBS-panel
ble preparert med HCV-pansret RNA fortynnet til konsentrasjoner fra 200
millioner IE/ml til 316 IE/ml i HCV-negativt fullblod. Resultatene, som er
representative for lineariteten til Abbott RealTime HCV-analysen for DBS,
vises i figur 1.

Figur 1. Lineariteten til Abbott RealTime HCV-analyse for DBS

9
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Abbott RealTime HCV-analysen for DBS er pavist & veere lineaer
i omradet for de testede HCV-RNA-konsentrasjonene (316—200 millioner
IE/ml, 2,5-8,3 log IE/ml).

Spesifisitet

Malspesifisiteten til Abbott RealTime HCV-analysen for DBS er stgrre
enn eller lik 99,5 %. Spesifisitet ble bestemt ved & analysere 119 HCV-
seronegative prgver mellom to partier amplifikasjonsreagenser. Den
totale spesifisiteten var 100 % (119/119).

Presisjon

Presisjon ble evaluert ved & teste et 6-medlemmers DBS-panel som skulle
dekke HCV-RNA-konsentrasjonsomradet fra 316 IE/ml til 200 millioner
IE/ml. Panelmedlemmer med konsentrasjoner under 5 log IE/mI

(100 000 IE/ml) ble preparert med HCV-positiv klinisk preve fortynnet i
HCV-negativt fullblod, mens panelmedlemmer med konsentrasjoner over
5 log IE/ml (100 000 IE/ml) ble preparert med HCV-pansret RNA fortynnet
i HCV-negativt fullblod. Hvert panelmedlem ble testet i fem replikater

én gang per dag i fem dager, pa tre Abbott m2000sp/rt-par med tre
amplifikasjonsreagenspartier. Standardavvik (SD) innen kjgring, mellom
kjgringer og mellom analyser (innen kjaring og mellom kjgringer) ble
bestemt. Abbott RealTime HCV-analysen for DBS ble utviklet for & oppna
et standardawvik (SD) mellom analyser p& mindre enn eller lik 0,25 log
IE/ml HCV-RNA for pragver som inneholder HCV-konsentrasjoner fra

10 000 til 100 millioner IE/ml. Resultatene, som er representative for
presisjonen til Abbott RealTime HCV-analysen for DBS, er sammenfattet

i tabell 2.



Tabell 2. Abbott RealTime HCV-analyse for DBS-presisjon

Gjennomsnittlig Gjennomsnittlig SD*P mellom  SD? mellom partier/
Panelmediem N konsentrasjon (IE/ml)  konsentrasjon (log IE/ml)  SD?€ innen kjgring SD2 mellom kjgringer analyser instrumenter Sum ¢
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13 211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395 427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14 008 770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316 713 566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

aStandardavvik (SD) er i log IE/ml.

bMellom analyser omfatter innen kjgring og mellom kjgringer.

°Sum omfatter innen kjaring, mellom kjgringer og mellom partier.

dGjennomsnittlig konsentrasjon av panelmediem 1 er under LoD. Presisjonsestimatene er basert pa replikatene som kvantifiseres.
e8D innen kjering er ogsa kjent som repeterbarhet. Total SD kalles ogsa reproduserbarhet.

Repeterbarhet og reproduserbarhet for panelmedlem 1 (naer LLoQ) var henholdsvis 0,26 log IE/ml og 0,27 log IE/ml, og for panelmedlem 2
(neer LLoQ) var det henholdsvis 0,23 log IE/ml og 0,25 log IE/ml. Repeterbarhet og reproduserbarhet for panelmedlem 5 (naer ULoQ) var henholdsvis
0,12 log IE/ml og 0,14 log IE/mI, og for panelmedlem 6 (naer ULoQ) var det henholdsvis 0,04 log IE/ml og 0,07 log IE/ml.

Korrelasjon

HCV-RNA-kvantifisering ble sammenlignet mellom Abbott RealTime HCV-analysen ved hjelp av tarkede blodflekker og den CE-merkede
komparatoranalysen, Abbott RealTime HCV-testing ved hjelp av humant plasma. Plasma- og DBS-prgver fra totalt 346 forsgkspersoner (samlet inn
og testet i Georgia, Kamerun og Hellas) inngikk i analysen. Bade DBS preparert fra veneblod og DBS fremstilt fra kapilleerblod (fingerstikk) ble testet
av Abbott RealTime HCV-analysen for DBS. De kvantitative resultatene fra prgver som falt innenfor analysenes dynamiske omrader, ble analysert av
minste kvadraters lineaere regresjonsmetode og Bland-Altman-skjevhetsmetoden (DBS kapillzer vs. plasma N = 346, DBS vengs vs. plasma N = 346
og DBS kapilleer vs. DBS vengs N = 345). For korrelasjon mellom DBS kapilleer og plasma var korrelasjonskoeffisienten 0,843, stigningstallet var

0,91 (95 % Cl 0,85-0,97), og skjeeringspunktet var 0,48 log IE/ml (95 % CI 0,12-0,84)(figur 2). For korrelasjon mellom DBS vengs og plasma var
korrelasjonskoeffisienten 0,840, stigningstallet var 0,94 (95 % CI 0,88-1,00), og skjeeringspunktet var 0,31 log IE/mI (95 % CI —0,07-0,69) (figur 3).
For korrelasjon mellom DBS kapilleer og DBS vengs var korrelasjonskoeffisienten 0,943, stigningstallet var 0,91 (95 % CI 0,87-0,94), og
skjaeringspunktet var 0,53 log IE/ml (95 % CI 0,33-0,72)(figur 4). | tillegg vises Bland-Altman-plott for de samme sammenligningene i figur 5, figur 6
og figur 7. Gjennomsnittlig forskjell i skjevhet mellom DBS kapilleer og plasma var —0,05 log IE/ml. Gjennomsnittlig forskjell i skjevhet mellom DBS
vengs og plasma var —0,04 log IE/ml. Gjennomsnittlig forskjell i skjevhet mellom DBS kapilleer og DBS vengs var —0,02 log IE/ml.

Forventet skjevhet mellom DBS kapilleer og plasma ble evaluert ved LLoQ- og ULoQ-malnivéene. | tillegg ble forventet skjevhet mellom DBS vengs og
plasma evaluert ved LLoQ- og ULoQ-malnivdene. Sammendrag av forventet skjevhet finnes i tabell 3.

Tabell 3. Forventet skjevhet mellom DBS (kapilleer eller vengs) og plasma ved LLoQ og ULoQ

Malniva for virusmengde Antatt skjevhet
Sammenligning Niva (log IE/mI) (log IE/mI)
DBS kapilleer vs. plasma LLoQ 2,66 0,24
uLoQ 8,00 -0,26
DBS vengs vs. plasma LLoQ 2,66 0,15
uLoQ 8,00 -0,17
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Figur 2. DBS kapilleer og plasma
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Figur 3. DBS vengs og plasma
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Figur 4. DBS kapilleer og DBS vengs
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Figur 5. DBS kapilleer vs. plasma
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Figur 6. DBS vengs vs. plasma
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Figur 7. DBS kapillzer vs. DBS vengs
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TEKNISK HJELP
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1-800-553-7042 (i USA) eller + 49-6122-580 (utenfor USA), eller ga til
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https://ec.europa.eu/tools/eudamed. Dette er plasseringen av SSP etter
lanseringen av den europeiske databasen for medisinsk utstyr. Sgk etter
utstyret ved a bruke UDI-DI-en som star pa utstyrets ytre emballasje.
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VEDLEGG 1. OVERSIKT OVER FUNKSJON FOR UTVIDET BRUK AV ABBOTT REALTIME HCV-AMPLIFIKASJONSREAGENS

Funksjonen for utvidet bruk av amplifikasjonsreagens gjgr det mulig & bruke en amplifikasjonsreagenspakke og internkontroll (IC) i alt

to ganger. Amplifikasjonsreagenspakker som ennd ikke er brukt til 4 tilberede amplifikasjonsblanding, kalles nye amplifikasjonsreagenspakker.
Amplifikasjonsreagenspakker som er brukt én gang og inneholder preparert amplifikasjonsblanding, kalles delvise amplifikasjonsreagenspakker.
Mer informasjon finnes i instruksjonene i denne handboken.

Lagringsforhold (hetteglass med amplifikasjonsreagenspakke og internkontroll)

Pakketype Lagringstemperatur Lagringstid
Nye pakker —10 °C eller kaldere Frem til datoen som vises pa etiketten
Ny IC —10 °C eller kaldere Frem til datoen som vises pa etiketten

Delvise pakker ~ —10 °C eller kaldere (beskyttet mot lys)  Opptil 14 dager etter farste gangs bruk
Delvis IC —10 °C eller kaldere Opptil 14 dager etter farste gangs bruk

e Hvis du bruker UNG til prosedyre for kontamineringskontroll, kan du se spesifikke instruksjoner i analyseprotokollens trinn 25 og 32.

Velg en kombinasjon av nye og/eller delvise
pakker som kreves for kjaring.

Ny(e) pakke(r) Delvis(e) pakke(r)

| Ta de(n) ny(e) pakken(e) ut
-0°c av fryseren (< =10 °C).
Tin ved 2 °C-8 °C eller
15 °C-30 'C

Y

Jﬂ/w Etter oppbevaring oppbevares
2C

pakken(e) ved 2 °C-8 °C i
< 24 timer far bruk.

Fullfer prgveekstraksjon.

Y
P Fjern de delvise pakkene -10°C
. Ta av lokkene. < fra fryseren (<-10 °C). /H[
1 Kontroller at Master Mix
! ¢ er opptint far bruk.
Last pakken(e): Sett alle .
pakkene godt pa plass med f
< 60 minutter delvise pakker til venstre.
1
. v
: Last Master Mix Tube < 25 minutter
! hvis du bruker mer enn 1
Initialiser Abbott | 1 pakke. '
m2000rt. 1 ¢ '
A 4 A4
- - - Start protokollen for Master Mix. .

Protokollen for Master Mix er fullfort.

L
Forsegl PCR-platen.

< 50 minutter Y < 50 minutter
1 Sett lokk(ene) pa 1
: igjen pa delvis(e) 7 !
Kk tter farst !
: pa gz(r?g: b?:'“:rs € Qverfrar PCR-platen :
f til Abbott m2000rt. '
1 + ¢ 1
-10°C : Oppbevar delvis(e) pakke(r) :
- - | staende og beskyttet mot lys ved Start Abbott - - - -4

<-10°C. m2000rt-protokollen. v

Kast tomme og
delvise pakker etter
andre gangs bruk.

e Amplifikasjonsreagenspakker som kan brukes over lengre tid, ma& ha et 6-sifret serienummer over strekkoden.

e Delvise amplifikasjonsreagenspakker kan bare brukes en gang til p4 samme instrument som ferste gangs bruk. Hvis du bruker dem pé et annet
instrument, oppstar det en behandlingsfeil som kan forsinke kjgringen.

e Delvise og nye amplifikasjonsreagenspakker kan brukes sammen. Alle amplifikasjonsreagenspakker som brukes pa instrumentet til en kjaring,
ma ha samme partinummer.
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ATENDIMENTO AO CLIENTE INTERNACIONAL: LIGUE
PARA O SEU REPRESENTANTE DA ABBOTT

Este folheto informativo deve ser lido com atencao antes do uso.
As instrucdes do folheto informativo devem ser seguidas de acordo.
A confiabilidade dos resultados do ensaio ndo pode ser garantida
se houver qualquer desvio das instrugdes contidas neste folheto
informativo.

Estas Instrugdes de uso (IFU) sao um suplemento do folheto informativo
do ensaio Abbott RealTime HCV (n® de lista 4J86), especificamente
para o tipo de amostra de mancha de sangue seco (DBS).

AVISO AO USUARIO

Se ocorrer um incidente grave relacionado a este dispositivo, ele deve
ser comunicado ao fabricante e a autoridade competente apropriada
do pais em que o usudrio/paciente esta estabelecido. Para informar ao
fabricante, consulte as informacdes de contato fornecidas na segéo de
Suporte Técnico ou Assisténcia Técnica destas instrucoes.

NOME
Abbott RealTime HCV

USO PREVISTO PARA DBS

O ensaio Abbott RealTime HCV é um ensaio in vitro de reagdo em cadeia
de polimerase de transcricéo reversa (RT-PCR) para a quantificacéo

de RNA viral da hepatite C (RNA do HCV) em sangue total aplicado

em cartdes como manchas de sangue seco (DBS) (isto &, obtidas por
venopungao ou sangue capilar) de individuos infectados por HCV. O ensaio
Abbott RealTime HCV deve ser usado como um auxilio no tratamento de
pacientes infectados por HCV submetidos a terapia antiviral. O ensaio
Abbott RealTime HCV nédo deve ser usado para triagem de doadores de
sangue, plasma, soro ou tecido para HCV nem como um teste diagnostico
para confirmar a presenca de infecgdo por HCV.

USUARIO PREVISTO

Os usudrios previstos para o ensaio Abbott RealTime HCV séo os
profissionais de laboratoério.

RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

O virus da hepatite C (HCV) é uma das principais causas de

doenca hepatica. Estima-se que cerca de 1,1% da populagao esteja
cronicamente infectada com hepatite C' e que aproximadamente
700.000 pessoas morram a cada ano por doenca hepatica relacionada
a hepatite C.2 O HCV é um virus de RNA de cadeia positiva e transmitido
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principalmente por meio do uso de drogas intravenosas e de
hemoderivados. Cerca de 55 a 85% dos individuos infectados pelo HCV
desenvolvem hepatite cronica, com até 30% de individuos infectados
cronicamente desenvolvendo cirrose.! Em pacientes com cirrose,

a incidéncia de carcinoma hepatocelular ¢ de 2 a 4% ao ano.’

A medicdo quantitativa do nivel de RNA do HCV no sangue periférico
tem se mostrado um parametro essencial na administragéao de

vérias terapias anti-HCV.8'3 Com o advento de regimes antivirais

de agéo direta, os tratamentos para infec¢ao pelo HCV avancaram
drasticamente. O objetivo das terapias anti-HCV é obter uma resposta
viroldgica sustentada (SVR), apresentada como auséncia continua

de RNA do HCV detectavel.25 As medidas da carga viral do HCV tém
sido usadas para individualizar a duragé@o do tratamento e a terapia
guiada pela resposta ou para determinar e prever a resposta virologica
sustentada ou ndo sustentada da terapia antiviral.2-

A maioria da carga global de HCV é encontrada em paises de baixa

e média renda (LMICs).™ A identificagdo de pacientes com infecgéo
ativa por HCV é muito limitada nessas areas com restricdo de recursos.
O sangue total coletado como mancha de sangue seco (DBS) pode
ser usado como uma alternativa ao soro ou plasma para o teste de
RNA do HCV. A DBS representa uma opcéao viavel que elimina muitas
limitagdes logisticas e técnicas associadas a coleta, processamento,
armazenamento e envio de soro ou plasma. As Diretrizes sobre testes
de hepatite C da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluem
recomendacgdes para o uso de DBS em testes virolégicos de HCV em
areas com recursos limitados.™*

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS usa a tecnologia de reagao
em cadeia de polimerase de transcrigao reversa (RT-PCR) combinada
com a deteccéo fluorescente homogénea em tempo real para a
quantificacdo de RNA do HCV em DBS. A selegao de uma regido
conservada do genoma do HCV permite a detecgao dos genétipos 1

a 6. O ensaio é padronizado de acordo com o 2° Padréo Internacional
para RNA do Virus da Hepatite C da OMS (cédigo NIBSC 96/798)5,

e os resultados sao relatados em unidades internacionais/mL (IU/mL)
ou em seu logaritmo de base 10 equivalente.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS DO PROCEDIMENTO

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS requer trés kits de reagentes:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (kit de reagentes de
amplificagéo)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (kit de controle)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (kit do calibrador)

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS usa RT-PCR para gerar um

produto amplificado a partir do genoma de RNA do HCV em amostras

humanas de DBS. As etapas do ensaio Abbott RealTime HCV para

DBS consistem em tratamento pré-analitico de DBS, preparagéo de

amostras, montagem de RT-PCR, amplificagao, deteccéo e relato de

resultados. O tratamento pré-analitico de DBS é realizado usando o Abbott

mSample Preparation System DBS Buffer Kit, antes do carregamento da

amostra no sistema Abbott m2000sp. Apds o tratamento pré-analitico de

DBS, todas as etapas subsequentes sdo executadas automaticamente

pelos sistemas Abbott m2000sp e Abbott m2000rt.

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV (n® de

lista 4J86) para obter mais detalhes sobre a preparacéo da amostra,

montagem de RT-PCR, amplificacéo e deteccéo.

USO ESTENDIDO DO REAGENTE DE AMPLIFICACAO

O recurso opcional de uso estendido do reagente de amplificacéo
permite que as embalagens de reagentes de amplificacdo e o IC
sejam usados por até duas vezes. As embalagens de reagentes

de amplificag@o contendo o master mix preparado podem ser
armazenadas a -10 °C ou menos (mais frio), tampadas e protegidas da
luz, por até 14 dias antes do segundo uso. O controle interno (IC) pode
ser armazenado tampado a -10 “C ou menos (mais frio) por até 14 dias
antes do segundo uso. O segundo uso ndo deve exceder a data de
validade do reagente.



Uma visao geral desse recurso é fornecida no Apéndice 1 destas
instrugdes de uso.

Ao longo destas instrugcdes de uso, as embalagens de reagentes de
amplificacdo e o IC que ainda ndo foram usados serdo chamados
de embalagens novas de reagentes de amplificacdo e IC (ou seja,
uso inicial). As embalagens de reagentes de amplificagao que foram
usadas uma vez e contém o master mix preparado serdo chamadas
de embalagens parciais de reagentes de amplificacdo. Frascos de IC
usados uma vez serdo chamados de frascos parciais de IC.

PREVENGCAO DE CONTAMINAGCAO POR ACIDO
NUCLEICO

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

REAGENTES

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

AVISOS E PRECAUCOES

Para uso em diagnéstico in vitro

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS néo deve ser usado para

a triagem de doadores de sangue, plasma, soro ou tecido para HCV
nem como um teste diagndstico para confirmar a presenca de infecgao
por HCV.

PRECAUCOES DE SEGURANCA

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86). O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS usa
somente instrumentos Abbott m2000sp e Abbott m2000rt.

PRECAUCOES ESPECIAIS

Precaucées de manuseio para amostras de DBS

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS deve ser usado somente com

amostras de sangue total ou DBS que foram manuseadas e armazenadas

conforme descrito na secdo COLETA, ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE

DE AMOSTRAS PARA O LOCAL DE TESTE.

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV

(n® de lista 4J86).

Precaugdes de manuseio especificas para DBS:

e Certifique-se de que os cartdes de DBS estejam totalmente secos
antes do armazenamento na bolsa com dessecantes. A criacéo,

a secagem, o armazenamento e o manuseio inadequados de DBS
podem gerar resultados de teste imprecisos.

e Para evitar contaminacéo residual, use uma nova ponteira de pipeta
para cada amostra de DBS ao empurrar a mancha para fora do
cartdo de DBS perfurado. Se um cartao de DBS nao perfurado for
usado, certifique-se de que a ferramenta usada para aplicar a mancha
seja descontaminada antes e depois do contato com a amostra de DBS.

Areas de trabalho

Apenas duas areas dedicadas (area de preparacao de amostras
e area de amplificacdo) sdao recomendadas ao usar o Abbott
m2000sp e o Abbott m2000rt.

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n2 de lista 4J86).

Contaminacao por aerossol

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

Contaminacéo e inibicao

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n2 de lista 4J86).

Contaminacao de produto amplificado externo contendo dU
Laboratérios que usam ou que ja usaram ensaios de amplificagao de
HCV que incluem o processamento p6s-PCR do produto amplificado
podem estar contaminados por produto amplificado contendo dU.
Essa contaminagao pode causar resultados imprecisos no ensaio
Abbott RealTime HCV para DBS. Consulte a secao Monitoramento do
laboratério quanto a presenca de contaminacao do folheto informativo
do ensaio Abbott RealTime HCV (n° de lista 4J86). Quando controles
negativos forem persistentemente reativos ou quando a contaminagao
com produto amplificado do HCV contendo dU tiver grandes chances
de ter ocorrido, recomenda-se que o laboratério use o procedimento
de controle de contaminagao com uracil-N-glicosilase (UNG) se a
descontaminagao do laboratério ndo for bem-sucedida.
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INSTRUCOES DE ARMAZENAMENTO
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Kit de reagentes de
amplificagé@o) (n° de lista 4J86-90)

/H/-1 0°Cc e

Embalagens novas e parciais de Abbott RealTime
HCV Amplification Reagent (reagentes de
amplificacdo) e frascos de Internal Control (Controle
Interno) (IC) devem ser armazenados a -10 °C ou
menos (mais frio) quando ndo estiverem em uso.
Deve-se tomar cuidado para evitar que a embalagem
de Abbott RealTime HCV Amplification Reagent
(reagentes de amplificacédo) em uso tenha contato
direto com amostras, calibradores e controles.

e Apds o uso inicial, as embalagens parciais de
reagentes de amplificacéo e o IC devem ser
armazenados a -10 °C ou menos (mais frio),
tampados, colocados na vertical e protegidos da
luz. Se armazenadas dessa forma, as embalagens
parciais de reagentes de amplificagdo com o master
mix preparado podem ser usadas uma segunda vez
dentro de 14 dias apds o uso inicial. O IC também
pode ser usado uma segunda vez dentro de 14 dias
apds ser descongelado, se armazenado tampado
a -10 °C ou menos (mais frio). Apds dois usos, as
embalagens parciais de reagentes de amplificacéo
e o IC devem ser descartados. O segundo uso nao
deve exceder a data de validade do reagente.

Abbott RealTime HCV Control Kit (kit de controle)(n® de lista 4J86-80)

/H/d 0°C e

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (kit do calibrador) (n® de lista 4J86-70)

/H/-1 0°C °

CONDICOES DE ENVIO
Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

INDICAGAO DE INSTABILIDADE OU DETERIORACAO
DOS REAGENTES

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

PROCEDIMENTO DO INSTRUMENTO

O arquivo da aplicagao Abbott RealTime HCV para DBS deve ser
instalado nos sistemas Abbott m2000sp e Abbott m2000rt usando

o Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (n2 de lista 01L69-040 ou superior) antes de realizar o ensaio.
Para obter informacdes detalhadas sobre a instalagdo do arquivo da
aplicagao, consulte os Manuais de Operacdes do Abbott m2000sp e do
Abbott m2000rt, se¢ao Instrucdes de operagao.

COLETA, ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DE
AMOSTRAS PARA O LOCAL DE TESTE

Coleta e armazenamento da amostra

e Para preparar a DBS, use sangue total de puncdo do dedo ou
EDTA. O sangue total em EDTA deve ser mantido sob condi¢cdes
de temperatura controlada durante o armazenamento e o envio
(2 a 8 °C por até 48 horas ou em temperatura ambiente que nao
ultrapasse 30 °C por até 24 horas).

e O sangue total em EDTA coletado em um tubo deve ser misturado
completamente por inversdes suaves antes de aplicar a mancha.
Coloque o sangue nos circulos de 12 milimetros (meia polegada) no
cartdao de papel TFN Ahlstrom-Munktell ou Whatman 903, garantindo
que todo o circulo fique coberto. Para garantir a cobertura completa,
recomenda-se que pelo menos 70 pL de sangue (aproximadamente
3 a 5 gotas de sangue) sejam usados para cada circulo.

e Deixe o cartdo secar ao ar livre em temperatura ambiente por no
minimo 3 horas. Embale cada cartdo em uma bolsa vedavel com
pelo menos 2 a 3 embalagens dessecantes.

e Os cartbes de amostras de DBS podem ser armazenados
nas condi¢des especificadas na tabela a seguir antes do
processamento do ensaio.

Os Abbott RealTime HCV Negative and Positive
Controls (Controles positivo e negativo) devem ser
armazenados a -10 °C ou menos (mais frio).

Os Abbott RealTime HCV Calibrator A and Calibrator
B (Calibradores A e B) devem ser armazenados
a -10 °C ou menos (mais frio).



Armazenamento do cartdo de amostras de DBS

Condicao Tempo maximo de
armazenamento
2 a 30 °C em umidade ambiente 18 semanas
<37 °C em umidade ambiente 12 semanas
<45 °C em umidade ambiente 8 semanas
<38 °C em alta umidade (< 85%) 4 semanas
-25 °C a -15 °C em umidade ambiente 18 semanas
-70 °C ou menos (mais frio) em 18 semanas

umidade ambiente

Transporte de amostras

Envie amostras de acordo com a temperatura e o tempo de

armazenamento recomendados indicados na seg¢ao Coleta

e armazenamento da amostra mostrada anteriormente. Para remessas

nacionais e internacionais, as amostras devem ser embaladas

e rotuladas em conformidade com as regulamentacdes estaduais,

federais e internacionais aplicaveis que abrangem o transporte de

amostras clinicas, biolégicas ou de diagndstico.

PROCEDIMENTO DO ENSAIO ABBOTT REALTIME HCV

PARA DBS

Materiais necessarios, mas nao fornecidos

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (kit de reagentes de
amplificagéo) (n° de lista 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (kit do calibrador)

(n® de lista 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (kit de controle) (n® de lista 4J86-80)

Para a Area de preparacio de amostras do instrumento Abbott

m2000sp

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (kit de tampéao
de DBS do sistema de preparacéo) (n° de lista 09N02-001)

e Instrumento Abbott m2000sp (n® de lista 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (Sistema de preparacéo)

(4 x 24 preparacbes) (n? de lista 04J70-24)

e Pipetas de precisao calibradas com capacidade para fornecer 20
a 1000 pL (Pipetas de precisao calibradas com capacidade para
fornecer < 20 pL podem ser necessarias se estiver usando UNG.)

e Ponteiras de pipeta com barreira de aerossol para pipetas de 20
a 1000 pL (Ponteiras de pipeta com barreira de aerossol com
capacidade para fornecer < 20 pL podem ser necessarias se estiver
usando UNG.)

e Agitador virtex

e Master Mix Tube (n° de lista 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (n? de lista 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (n® de lista 04J71-20)

e 200 mL reagent vessels (n® de lista 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (n® de lista 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (n® de lista 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (n® de lista 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (n° de lista 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (n® de lista 01L69-040 ou superior)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (n® de lista 09N03-001)

e 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps (n° de lista 03N20-01) opcionais

e Uracil-N-glicosilase (UNG)? (n® de lista 6L87-02)

@ Se necessario, de acordo com a segdo Contaminagao de produto

amplificado externo contendo dU destas instruges de uso.

Para a area de amplificacao do instrumento Abbott m2000rt

e Instrumento Abbott m2000rt (n® de lista 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (n de lista 01L69-040 ou superior)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (kit de calibracéo o6ptica)
(n® de lista 04J71-93)

Outros materiais

e (Camara de seguranga bioldgica aprovada para trabalhar com
materiais infecciosos

e Bolsa vedavel para cartdo de DBS

e Embalagem dessecante para cartdo de DBS

e Cartdo de papel TFN Ahlstrom-Munktell e/ou Whatman 903
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e Bolsa plastica vedavel para descarte da placa de reagéo de 96 pogos
e Agua sem RNase (Eppendorf ou equivalente)®
e Tubos de microcentrifuga de 1,7 mL para biologia molecular

(Dot Scientific, Inc. ou equivalente)®
e Aplicadores com ponta de algodao (Puritan ou equivalente)?
b Nota: Esses 3 itens sdo usados no procedimento de Monitoramento
do laboratério quanto a presenca de contaminagao. Consulte a secao
PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE QUALIDADE no folheto
informativo do ensaio Abbott RealTime HCV (n® de lista 4J86).

Precaucées de procedimento

e Leia atentamente estas instrugées de uso antes de processar as
amostras.

e Os reagentes de amplificagdo e o controle interno podem ser
usados até duas vezes, conforme descrito nestas instrucdes de uso.
Os Abbott RealTime HCV Calibrators, Negative Control, Low Positive
Control, and High Positive Control vials (frascos de Calibradores,
Controle negativo, Controle positivo baixo e Controle positivo alto)
devem ser usados apenas uma vez e descartados apds o0 uso.

e Use ponteiras de pipeta com barreira de aerossol ou pipetas
descartaveis apenas uma vez ao pipetar amostras ou o IC. Para
evitar a contaminagao do cilindro da pipeta durante a pipetagem,
evite que ele entre em contato com o interior do tubo de amostra
ou do recipiente. Recomenda-se o uso de ponteiras de pipeta
estendidas com barreira de aerossol.

e Os procedimentos de monitoramento da presenga de produto de
amplificacdo podem ser encontrados na secdo PROCEDIMENTOS
DE CONTROLE DE QUALIDADE.

e Para reduzir o risco de contaminagdo por acido nucleico, limpe
e desinfete os respingos de amostras incluindo o uso de um
desinfetante tuberculocida, como hipoclorito de sédio a 1,0% ou
outro desinfetante adequado.

e Os Abbott RealTime HCV Calibrators and Controls (Calibradores
e Controles) devem ser preparados em conjunto com as amostras
que serdo testadas. O uso dos Abbott RealTime HCV Controls and
Calibrators (Controles e Calibradores) é essencial para o desempenho
do ensaio Abbott RealTime HCV. Consulte a secdo PROCEDIMENTOS
DE CONTROLE DE QUALIDADE.

e O protocolo Abbott m2000sp Master Mix Addition deve ser iniciado
dentro de 1 hora ap6s a conclusao da Preparagao da amostra.

e Se o protocolo Abbott m2000sp Master Mix Addition for cancelado,
descarte os reagentes de amplificacdo que estavam sendo usados
pela segunda vez. Embalagens novas de reagentes usadas pela
primeira vez podem ser guardadas e armazenadas para uso
posterior, conforme descrito neste manual.

e O protocolo Abbott m2000rt deve ser iniciado em até 50 minutos
apos o inicio do protocolo Master Mix Addition. Se a execugéo do
instrumento Abbott m2000rt nao for iniciada dentro de 50 minutos,
ou se ela for interrompida ou cancelada, vede a Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate em uma bolsa plastica vedavel e descarte-a
de acordo com o Manual de Operacdes do Abbott m2000rt,
juntamente com as luvas utilizadas para manusear a placa.
IMPORTANTE: Os reagentes de amplificacdo que serao usados
pela segunda vez devem ser armazenados a -10 °C ou menos
(mais frio) em até 50 minutos apos o inicio do protocolo Master
Mix Addition.

PROTOCOLO DO ENSAIO: AMOSTRAS DE DBS QUE

USAM OS INSTRUMENTOS ABBOTT m2000sp

E ABBOTT m2000rt

Para uma descrigdo detalhada de como executar um protocolo do

instrumento Abbott m2000sp e Abbott m2000rt, consulte os Manuais de

Operacdes do Abbott m2000sp e do Abbott m2000rt, se¢des Instrucdes

de operagéo. O protocolo de DBS requer o Software Abbott m2000sp

Versao 6.0 ou superior. Siga o Manual de Operacdes do Abbott

m2000sp (n® de lista 09K20 versé@o 6 ou superior).

No total, 96 amostras podem ser processadas em cada execucao.

Um controle negativo, um controle positivo baixo e um controle

positivo alto Abbott RealTime HCV estéo incluidos em cada execucéo,

permitindo que, no maximo, 93 amostras de DBS sejam processadas

por execugao quando os calibradores nao estiverem incluidos. Processe

Calibradores e Controles diretamente como amostras liquidas; as

etapas 1 a 5 sdo apenas para DBS. Nao processe amostras de plasma

ou soro em nenhuma execugao que utilize o protocolo de DBS. Para
cada amostra de DBS, um unico Abbott Master Mix Tube deve ser usado
para todo o procedimento de processamento de amostra. Identifique as
amostras de DBS durante todo o processamento.



1

Encha o Abbott Master Mix Tube com 1,3 mL de tampao mDBS do
Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit (kit de tampéo
de DBS do sistema de preparagao) (n® de lista 09N02-001).

parciais de reagentes de amplificacao.

Requisitos de reagentes de preparacao de amostras e de controle
interno

OBSERVACAO: Nio use o mLysis Buffer ou qualquer outro 1a24 25a48 49a72 73a96
reagente para esta etapa Reagente reacoes reacoes reacoes reacoes

2. Segure o cartdo de papel de DBS perfurado acima do Abbott mMicroparticles 1 frasco 2 frascos 2 frascos 2 frascos
Master Mix Tube. .

mLysis 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos

3. Empurre o circulo de DBS para fora do cartdo usando uma ponteira
de pipeta limpa, 1 circulo de DBS por Abbott Master Mix Tube. Cada mWash 1 1frasco  2frascos 3 frascos 4 frascos
DBS deve ter aproximadamente 12 milimetros (meia polegada) de mWash 2 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
diametro.

. Tampao 1 frasco 2 frascos 3 frascos 4 frascos
OBSERVACAO: USE UMA NOVA PONTEIRA DE PIPETA PARA mElution
CADA AMOSTRA DE DBS PARA EVITAR CONTAMINACAO
CRUZADA. Controle interno? 1 frasco 1 frasco 2 frascos 2 frascos
Como alternativa, no papel de DBS ndo perfurado, corte 1 DBS novo ou novo ou  novos ou  novos ou
inteira (aproximadamente 12 milimetros de didmetro) para cada 1 fras'co 2 fras'c.os 3 fras.c.os 4 fras.c'os
amostra e transfira para um Abbott Master Mix Tube. parcial parciais parcials _ parciais
OBSERVA(;AO: Evite o contato direto da superficie de corte com 2 Uma combinagéo de frascos novos e parciais de controle interno pode ser
amostras de DBS. Descontamine a ferramenta usada para cortar usada.
a DBS entre as amostras, se necessario, de acordo com as boas 10. Inverta delicadamente os frascos de Abbott mSample Preparation
praticas laboratoriais. para garantir uma solucdo homogénea. Se forem observados cristais

4. Certifique-se de que o circulo de DBS esteja totalmente submerso em qualquer um dos frascos de reagentes apos a abertura, deixe
no tampao mDBS. Para isso, bata no tubo ou use a ponteira da que o reagente se equilibre em temperatura ambiente até que os
pipeta para empurrar a DBS para dentro do tampé&o. cristais desaparecam. Nao use os reagentes até que os cristais se
OBSERVACAO: Se uma ponteira de pipeta for usada para empurrar dissolvam.

a DBS para dentro do tampao, certifique-se de que a ponteira ndo 11. Antes do uso, agite em vortex cada IC 3 vezes por 2 a 3 segundos.
cause perda de volume do tampéo de DBS devido ao actimulo 12. Use uma pipeta de precisio calibrada PARA USO EXCLUSIVO COM
de liquido na ponteira e/ou absorgéo do tampéo pelo filtro da CONTROLE INTERNO para adicionar 500 pL de IC a cada frasco de
ponteira. mLysis Buffer. Misture invertendo delicadamente o recipiente de

5. Agite ou gire manualmente os tubos de amostra. Néo agite as 5 a 10 vezes para diminuir a formagéo de espuma. Frascos parciais
amostras em vortex. Incube por 30 minutos (+ 2 minutos) em de IC podem ser tampados e armazenados a -10 °C ou menos
temperatura ambiente. (mais frio) para uma segunda utilizagéo.

6. Enquanto isso, descongele os controles do ensaio e o controle 13. Coloque os controles positivos baixo e alto, o controle negativo e os
interno (IC) entre 15 e 30 °C ou entre 2 e 8 “C. S descongele os calibradores, se aplicavel, nas racks de amostras Abbott m2000sp.
callbradores_entc:e 15&30 ~C ou entre 2 e 8 °C se estiver realizando 14. ApGs a conclusio da incubagdo, agite ou gire manualmente os
uma execug?o © callbragao. tubos de amostra de DBS e, em seguida, coloque-os nas racks de
OBSERVAGCAO: Depois de descongelados, os controles do ensaio, amostras Abbott m2000sp.

IC librad d d tre2°Ce8°C P .
ole ? s callbradores podem ser armazenados enire € OBSERVACAO: Certifique-se de que as racks de amostras Abbott
por até 24 horas antes do uso. . R e .
. i . . m2000sp sejam calibradas especificamente para o procedimento

7. Antes do uso, agite em vortex cada callbrngr de ensaio e cada ] do Abbott RealTime HCV para DBS.

controle 3 vezes por 2 a 3 segundos. Certifique-se de que o contetido . . .
} ) 15. Carregue as racks de amostras com cuidado para evitar respingos.
de cada frasco esteja no fundo. Para isso, bata os frascos na bancada . .
. - = Se usados, os codigos de barras nas etiquetas dos tubos devem
para trazer o liquido para o fundo do frasco. Verifique se nao foram . . . e
. . ficar voltados para a direita para a leitura. Certifique-se de que cada

geradas bolhas ou espuma. Se sim, remova-as com uma ponteira de . .

. - f tubo seja colocado firmemente na rack de amostras, de modo que
pipeta estéril, usando uma nova ponteira para cada frasco. e - P

a parte inferior do tubo atinja a parte inferior interna da rack.

8. Descongele os reagentes de amplificagéo entre 15 °C e 30 °C ou 6.C ks d hei Abb 2000
entre 2 °C e 8 °C e armazene-os entre 2 °C e 8 °C até que sejam 16. af_’e9ue racks elamoztras ck eias no ; oFt m K Sp em idad
necessarios para o procedimento master mix de amplificacéo. pgs!goes consecutivas da rack, com a Prlmelra rac na} extremidade

. . direita da mesa de trabalho, e as demais racks sucessivamente

9. Seleglgne :a\s embalagens novas e/ou parc~|als de reagentes de a esquerda da primeira rack.
amplificacdo que serdo usadas na execucédo. Consulte o Abbott o ~
m2000sp Operations Manual (Manual de Operagdes) 17. Cologue os recipientes de reacao de 5 mL no transportador do
(n® de lista 09K20 versédo 6 ou superior), secao Instrugdes de subsistema de 1 mL do Abbott m2000sp.
operagao, para obter instrugcdes sobre o gerenciamento de inventario 18. Carregue os reagentes do Abbott mSample Preparation System
de embalagens de reagentes de amplificagdo. As embalagens de e a Abbott 96 Deep-Well Plate na mesa de trabalho Abbott
reagentes de amplificacdo devem ter o mesmo numero de lote. m2000sp, conforme descrito no Manual de Operagdes do Abbott
Descongele os novos reagentes de amplificagao entre 15 °C m2000sp, segao Instrucdes de operagao.
€30 Cou entre 2 °C e 8 °C e armazene-os entre 2°C e 8 °C até que 19. Na tela Protocol (Protocolo), selecione o arquivo da aplicagdo HCV
sejam necessarios para o procedimento de amplificagdo master mix. RNA DBS. Inicie o protocolo de extragdo da amostra, conforme
OBSERVACAO: Depois de descongelados, os novos reagentes descrito no Manual de Operagdes do Abbott m2000sp, secéo
de amplificacdo podem ser armazenados entre 2 °C e 8 °C por até Instrugdes de operagao.

24 h?r'asacaso nao se|:m usal?lf?s mjedlatamer'\te. As eml:’alagens 20. Insira valores especificos do lote do calibrador (necessario se uma
par(‘:jla|s e reagent:s e a;}fol ;:agao que estweren:jsen o 2°C curva de calibracdo nao tiver sido armazenada no Abbott m2000rt)
ussaogs uma :egun aE:lezd evem ser.(alrmazir;ao cas entre e do controle nos campos de Sample Extraction (Extracdo da

e R fa!'ltes ? uso. .as evem s’er mantidas Z_' - dou menos amostra): Worktable Setup (Configuracdo da mesa de trabalho),
(n}msu rio), até que s.zjamdnefcessarlas para a. a~ Icao 1 n?ast‘er Calibrator (Calibrador) e Control (Controle). Os valores especificos
mix. Uma vez reg:low as- (:‘ reezer, e:‘exzposu,:ao cun'!u T'V_a a do lote sdo especificados em cada Abbott RealTime HCV Calibrator
temperatura ambiente nao ?ve exceder 25 minutos, inc usnfe se and Control Kit Card (Cartao do kit de calibrador e de controle).

as embalagens forem removidas do armazenamento, mas nao ) N

usadas. Apés o periodo de 25 minutos, descarte as embalagens 21. O protocolo Abbott m2000sp Master Mix Addition (etapa 28) deve

ser iniciado dentro de 1 hora apds a conclusdo da Preparacdo da
amostra.

A tabela a seguir mostra o numero de reagentes de preparacao de
amostras e frascos de controle interno necessarios com base no
numero de reacgoes.

OBSERVACAO: Troque as luvas antes de manusear os reagentes
de amplificacéo.
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22. Carregue os reagentes de amplificagédo e o tubo de master mix

23.

24,

25.

(se necessario) na mesa de trabalho Abbott m2000sp ap6s a conclusédo
da preparacdo da amostra. A tabela a seguir mostra o nimero de
embalagens de reagentes de amplificagdo necessarias com base
no numero de reagdes. Se apenas 1 embalagem de reagente de
amplificacdo estiver sendo usada, nenhum tubo de master mix sera
necessario.

Requisitos da Amplification Reagent Pack (Embalagem de
reagentes de amplificacao)?

1a24 25a48 49a72 73 a 96
reacées reacées reacoes reacées
1 se for 2 se forem 3 se forem 4 embalagens
nova; até novas; novas; novas ou
4 com até 4 com até 4 com parciais
embalagens embalagens embalagens
parciais parciais parciais

a Consulte o Manual de Operagdes do Abbott m2000sp (n® de lista 09K20
versdo 6 ou superior) para obter instrugdes sobre gerenciamento de
inventario para determinar o nimero maximo de reagdes que podem ser
testadas com as embalagens parciais selecionadas.

e As embalagens parciais de reagentes de amplificagdo sé podem
ser utilizadas no mesmo instrumento Abbott m2000sp usado
para a preparacgao inicial da embalagem de reagentes. O uso de
uma embalagem de reagente de amplificagao pela segunda vez
em um instrumento diferente resultard em um erro, o que pode
atrasar a execugao.

e As embalagens parciais e novas de reagentes de amplificacao
podem ser usadas juntas.

IMPORTANTE: Embalagens parciais de reagentes de amplificacao

devem ser armazenadas a -10 °C ou menos (mais frio) até

pouco antes da segunda utilizagcdo. Confirme se o master mix

esta descongelado antes de colocar as embalagens parciais

na mesa de trabalho Abbott m2000sp. Uma vez removidas do

armazenamento a -10 °C ou menos (mais frio), as embalagens

parciais de reagentes de amplificacdo que estao sendo usadas
uma segunda vez devem ser utilizadas dentro de 25 minutos

ou ser descartadas. Isso se aplica a exposi¢cdo cumulativa

a temperatura ambiente, inclusive se as embalagens foram

removidas do armazenamento, mas nao usadas.

Certifique-se de que o contelido das embalagens novas de

reagentes de amplificacdo esteja no fundo dos frascos antes de

abrir os reagentes de amplificacéo. Para isso, bata os frascos na
bancada na posigao vertical de 5 a 10 vezes.

e Nao bata as embalagens parciais de reagentes de amplificacéo
que estao sendo usadas pela segunda vez. Isso pode resultar na
perda do volume do master mix na tampa.

Remova as tampas. Se uma embalagem nova de reagentes de
amplificacdo for armazenada para uma segunda utilizacéo, os
frascos terdo de ser tampados para o armazenamento. Guarde as
tampas originais dos frascos de reagentes caso queira reutiliza-las
para tampa-los. Se vocé pretende usar tampas novas para tampar
os frascos de reagentes, pode descartar as originais.

Se para controlar contaminacéao for usada a uracil-N-glicosilase

(UNG), siga as instrugoes abaixo.

Use uma PIPETA DEDICADA AO USO EXCLUSIVO DE REAGENTES

para adicionar o volume especificado de 1 U/uL UNG (n® de lista

6L87-02) ao frasco de reagente na posicdo 3 de embalagens novas

e parciais de reagentes de amplificagé@o. Misture manualmente,

pipetando com cuidado para cima e para baixo para todas as

embalagens parciais. Ndo misture novas embalagens.

e Use a tabela abaixo para determinar o volume de UNG a ser
adicionado ao frasco de reagente na posicdo 3 de embalagens
novas e parciais de reagentes de amplificacdo. O frasco de
reagente na posicdo 3 de uma embalagem nova de reagentes
contém a enzima rTth polimerase termoestavel. O frasco de
reagente na posi¢cdo 3 de uma embalagem parcial de reagentes
contém o master mix.
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Volume de UNG para adicionar ao frasco de reagente na posicao 3
de cada embalagem de reagente de amplificacao

Testes restantes na embalagem

Adicionar este volume de UNG

(ML)
1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (embalagem nova) 27

26.

27.

28.

OBSERVACAO: O volume de UNG adicionado ao frasco de
reagente na posicao 3 depende do niimero de testes restantes

na embalagem de reagente e ndo do nimero de amostras em
execucdo. Consulte o Manual de Operacoes do Abbott m2000sp
para obter instrucoes referentes ao gerenciamento de inventario
de embalagens de reagentes de amplificacdo e como determinar
o nimero de testes restantes em uma embalagem de reagentes.
As embalagens parciais de amplificacdo sdo carregadas a esquerda
das embalagens novas de reagentes de amplificacdo na mesa de
trabalho Abbott m2000sp.

Certifique-se de que as embalagens de reagentes de amplificacdo
estejam firmemente encaixadas no instrumento.

Selecione a placa de pogo profundo apropriada que corresponda

a extracao da preparacdo da amostra correspondente. Inicie o protocolo
Abbott m2000sp Master Mix Addition. Siga as instrugdes descritas
no Manual de Operagdes do Abbott m2000sp, se¢édo Instrucdes de
operacéao.

OBSERVACAO: O operador nio deve encher manualmente
nenhum poco vazio/nao preenchido na Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate.

e Apo6s a conclusdo da extragcdo da amostra, o Abbott m2000sp
preenche automaticamente os pogos vazios na Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate com o tampao mElution quando ha
mais de 48 amostras sendo processadas em uma execugao.

O enchimento da placa nao é realizado para execugdes que
contenham 48 amostras ou menos.

¢ Se solicitado pelo instrumento, o transportador de reagentes 2
deve permanecer no lugar, contendo minimamente o recipiente de
reagente para o tampao mElution (transportador de reagentes 2,
local 6). Se esse recipiente de reagente tiver sido descarregado,
coloque um novo recipiente de reagente com a etiqueta do
tamp&o mElution no transportador de reagentes 2, local 6. O fluido
do sistema serd adicionado ao recipiente de reagente e usado para
encher os pogos vazios. Assim que esse processo for concluido,

o sistema continuard com a adigao do master mix.



OBSERVACAO: As instrucoes do sistema para utilizagdo do
recurso de enchimento automatizado de placas encontram-se
no Manual de Operacdes do Abbott m2000sp (n® de lista 09K20
versao 6 ou superior), secao 5, Instrucoes de operacao, Extracao
de amostras-Modo fechado.
e O protocolo Abbott m2000rt (etapa 33) deve ser iniciado em até
50 minutos apods o inicio do protocolo Master Mix Addition
(etapa 28).
OBSERVACAO: Se a execucao for cancelada por qualquer motivo
apos a etapa 28, deve-se utilizar uma nova Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate se o protocolo Abbott m2000sp Master Mix
Addition (etapa 28) for repetido.

29. Ligue e inicialize o instrumento Abbott m2000rt na Area de
amplificacéo.

OBSERVACAO: O Abbott m2000rt necessita de 15 minutos para
aquecer.

OBSERVACAO: Remova as luvas antes de retornar a area de
preparacao da amostra.

30. Vede a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate depois que o instrumento
Abbott m2000sp tiver concluido a adicédo de amostras e do master
mix de acordo com o Manual de Operagdes do Abbott m2000sp,
segao Instrugdes de operagao.

31. Coloque a placa de reagao optica vedada na Abbott Splash-Free
Support Base para transferir para o instrumento Abbott m2000rt.

Se for usada uracil N-glicosilase (UNG), siga estas instrucoes:

32. Transfira a placa o6ptica vedada para a Abbott Splash-Free Support
Base e incube em temperatura ambiente (15 °C a 30 °C) durante
10 minutos. Apds a incubagao em temperatura ambiente, transfira
a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate na Abbott Splash-Free
Support Base para o instrumento Abbott m2000rt.

33. Coloque a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate no instrumento
Abbott m2000rt. Na tela Protocol (Protocolo), selecione o arquivo
da aplicagdo HCV RNA DBS. Inicie o protocolo conforme descrito
no Manual de Operacdes do Abbott m2000rt, segédo Instrugdes de
operagao.

OBSERVACAO: Recomenda-se a transferéncia de pedidos de
exame usando o CD-ROM ou uma conexao de rede com recursos
de exportacao e importacao do software m2000sp e m2000rt.

Se estiver criando manualmente o pedido de exame do Abbott
m2000rt, insira as IDs das amostras nos locais correspondentes
da bandeja de PCR de acordo com a grade "Wells for Selected
Plate" (Pocos para a placa selecionada), localizada na tela de
detalhes dos "PCR Plate Results" (Resultados da placa de PCR)
no Abbott m2000sp. Consulte a Secao 5 do Manual de Operacoes
do Abbott m2000sp.

34. Se uma embalagem parcial de reagente de amplificag@o preparada
tiver de ser utilizada uma segunda vez, tampe os 3 frascos de
reagente com as tampas guardadas ou com tampas novas (n® de
lista 3N20-01) e armazene imediatamente os reagentes a -10 °C ou
menos (mais frio), protegidos da luz e na posigdo vertical. Descarte
todas as embalagens de reagentes de amplificagdo que estiverem
vazias ou que foram usadas duas vezes.

IMPORTANTE: Os reagentes de amplificacdo que serdo usados
pela segunda vez devem ser armazenados a -10 °C ou menos
(mais frio) em até 50 minutos apds o inicio do protocolo Master
Mix Addition.

PROCEDIMENTOS DE POS-PROCESSAMENTO
1. Remova a Abbott 96 Deep-Well Plate da mesa de trabalho e descarte-a
de acordo com o Manual de Operacdes do Abbott m2000sp.

2. Coloque a Abbott 96-Well Optical Reaction Plate em uma bolsa
plastica vedavel e descarte-a de acordo com o Manual de
Operagdes do Abbott m2000rt, juntamente com as luvas utilizadas
para manusear a placa.

3. Limpe a Abbott Splash-Free Support Base antes do préximo uso, de
acordo com o Manual de Operacgdes do Abbott m2000rt.

PROCEDIMENTOS DE CONTROLE DE QUALIDADE

Calibracao optica Abbott m2000rt

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

Calibracao de ensaio

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

Para testes de DBS usando Abbott m2000sp e Abbott m2000rt: Assim

que a calibragdo do Abbott RealTime HCV for aceita e armazenada, ela

podera ser usada por 6 meses. Durante esse tempo, todas as amostras

subsequentes podem ser testadas sem calibragé@o adicional, a menos
que:

e Um Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Kit de
reagentes de amplificagdo) com um novo numero de lote seja
utilizado.

e Um Abbott mSample Preparation System (Sistema de preparagéo)
(4 x 24 preparagdes) com um novo nimero de lote seja utilizado.

e Um novo arquivo da aplicacdo Abbott RealTime HCV RNA DBS seja
instalado.

Deteccao de inibicao

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

Controles negativos e positivos

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

Monitoramento do laboratério quanto a presenca de
contaminacao

Consulte o folheto informativo do ensaio Abbott RealTime HCV
(n® de lista 4J86).

RESULTADOS PARA AMOSTRAS DE DBS

O resultado relatado da concentragdo de amostra de DBS no protocolo
de DBS do Abbott m2000rt representa a concentragao viral de HCV no
plasma da amostra de sangue total da qual a amostra de DBS ¢é obtida.
O instrumento Abbott m2000rt comunica automaticamente os resultados
na estacao de trabalho Abbott m2000rt. Os resultados do ensaio podem
ser relatados em Unidades internacionais IU/mL ou Log IU/mL.

Interpretacao dos resultados

Resultado Interpretacéao

Alvo ndo detectado

Néo detectado

<2,66 Log IU/mL? Detectado
2,66 a 8,00 Log IU/mL
>8,00 Log IU/mL >ULQP

2462 IU/mL
b ULQ = limite superior de quantificagéo

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

e PARA USO EM DIAGNOSTICO IN VITRO

e O desempenho ideal deste teste requer a coleta, o armazenamento
e o transporte adequados de amostras para o local de teste
(consulte a secdo COLETA, ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE
DE AMOSTRAS PARA O LOCAL DE TESTE deste folheto
informativo).

e As amostras de sangue total coletadas em tubos de EDTA podem
ser usadas para gerar DBSs que séo testadas com o ensaio Abbott
RealTime HCV para DBS. O uso de outros anticoagulantes néo foi
validado com o ensaio Abbott RealTime HCV para DBS.

e O uso do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS € limitado
a pessoas com treinamento sobre procedimentos de preparagao
e pré-processamento de DBS, ensaio de diagndstico molecular
e o sistema Abbott m2000.

e Os instrumentos e procedimentos de ensaio reduzem o risco de
contaminacgéo pelo produto de amplificacdo. No entanto,

a contaminagéo por acido nucleico dos calibradores, controles
positivos ou amostras deve ser controlada por meio das boas
praticas laboratoriais e da adesdo cuidadosa aos procedimentos
especificados neste folheto informativo.

e Assim como em qualquer teste de diagnodstico, os resultados do
ensaio Abbott RealTime HCV para DBS devem ser interpretados em
conjunto com outros achados clinicos e laboratoriais. Uma amostra
com o resultado "Not Detected" (Nao detectado) ndo pode ser
considerada negativa para RNA do HCV.

* A coleta, a secagem, o armazenamento e 0 manuseio inadequados
de cartées de DBS podem gerar resultados de teste imprecisos.

e Podem ser usados cartdes de DBS TFN Ahlstrom-Munktell e Whatman
903. O uso de outros cartdes nado foi validado com o ensaio Abbott
RealTime HCV.



CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO
PARA AMOSTRAS DE DBS

Limite de deteccao (LoD)

O LoD do ensaio Abbott RealTime HCV é de 462 IU/mL com o tipo de
amostra de DBS. O LoD foi determinado por meio de testes de amostras
de DBS preparadas com uma série de diluigdo do Padrao Internacional
para RNA do Virus da Hepatite C da OMS diluidas em sangue total
negativo para HCV. O teste para cada concentragao de RNA do HCV

foi realizado com 4 lotes de reagentes de amplificacéo ao longo de 3
dias. Os resultados, que representam o desempenho da sensibilidade
analitica do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS, estao resumidos na
Tabela 1.

Tabela 1. Limite de detecgéo (LoD) do Abbott RealTime HCV

para DBS

RNA do HCV Numero Numero Porcentagem
(lU/mL) testado detectado detectada
500 84 83 99

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

A analise probit dos dados determinou que a concentragdo de RNA
do HCV detectada a partir da mancha de sangue seco com 95% de
probabilidade foi de 462 IU/mL (IC de 95%, 381 a 593 IU/mL).

Faixa linear

O limite superior de quantificagdo (ULQ) para o ensaio Abbott RealTime
HCV é de 100 milhdes de IU/mL, e o limite inferior de quantificacéo

é equivalente ao LoD (462 IU/mL) para a especificacdo da DBS. Um
painel de DBS com 7 membros foi preparado com RNA blindado para
HCV diluido em concentragdes que variam de 200 milhdes de IU/mL

a 316 lU/mL em sangue total negativo para HCV. Os resultados, que
representam a linearidade do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS,
sdo mostrados na Figura 1.
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Figura 1. Linearidade do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS

9 Ty =1,08x-0,08
r = 0,999
n =283

RealTime HCV DBS (Log IU/mL)

¥ T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Concentragao-alvo (Log IU/mL)

O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS mostrou-se linear em toda
a faixa de concentragdes testadas de RNA do HCV (316 a 200 milhdes
de IlU/mL, 2,5 a 8,3 Log IU/mL).

Especificidade

A especificidade-alvo do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS é maior
ou igual a 99,5%. A especificidade foi determinada pela analise de

119 amostras soronegativas para HCV, em dois lotes de reagentes de
amplificacé@o. A especificidade geral foi de 100% (119/119).

Precisao

A preciséo foi avaliada testando um painel de DBS com 6 membros
destinado a cobrir a faixa de concentracdo de RNA do HCV de 316 IU/mL
a 200 milhdes de IU/mL. Os membros do painel com concentragcdes
inferiores a 5 Log IU/mL (100.000 IU/mL) foram preparados com
amostra clinica positiva para HCV diluida em sangue total negativo para
HCV, enquanto os membros do painel com concentragdes superiores

a 5 Log IU/mL (100.000 IU/mL) foram preparados com RNA blindado
para HCV diluido em sangue total negativo para HCV. Cada membro

do painel foi testado em 5 réplicas uma vez ao dia por 5 dias, em 3
pares de Abbott m2000sp/rt com 3 lotes de reagentes de amplificagao.
Desvios-padrao (DP) dentro da execucéo, entre execugdes e entre
ensaios (dentro da execugao e entre execugdes) foram determinados.
O ensaio Abbott RealTime HCV para DBS foi projetado para alcangar
um desvio-padrao (DP) entre ensaios menor ou igual a 0,25 Log IU/mL
de RNA do HCV para amostras contendo concentragdes de HCV de
10.000 a 100 milhées de IU/mL. Os resultados, que representam a
precisdo do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS, estdo resumidos na
Tabela 2.



Tabela 2. Preciséo do ensaio Abbott RealTime HCV para DBS

DP do componente

Concentracao média Concentracao média DP do componente  DP do componente DP Entre Entre lotes/
Membro do painel N (lU/mL) (Log IU/mL) Dentro da 40%° Entre des? ensaios®P instrumentos? Total®®
1 63d 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1.435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Os desvios-padréo (DP) estdo em Log IU/mL.

b Entre ensaios contém componentes Dentro da execugéo e Entre execugdes.

¢ O Total inclui componentes Dentro da execugao, Entre execugdes e Entre lotes/instrumentos.

d A concentragdo média do membro do painel 1 esta abaixo do LoD. As estimativas de precisdo sdo baseadas nas réplicas que sdo quantificadas.
€ O DP Dentro da execucdo também é conhecido como Repetibilidade. O DP Total também & conhecido como Reprodutibilidade.

A repetibilidade e a reprodutibilidade do Membro do Painel 1 (préximo ao LLoQ) foram de 0,26 Log IU/mL e 0,27 Log IU/mL, respectivamente,

e do Membro do Painel 2 (proximo ao LLoQ) foram de 0,23 Log IU/mL e 0,25 Log IU/mL, respectivamente. A repetibilidade e a reprodutibilidade do
Membro do Painel 5 (préximo ao ULoQ) foram de 0,12 Log IU/mL e 0,14 Log IU/mL, respectivamente, e do Membro do Painel 6 (préximo ao ULoQ)
foram de 0,04 Log IU/mL e 0,07 Log IU/mL, respectivamente.

Correlacao

A quantificagdo do RNA do HCV foi comparada entre o ensaio Abbott RealTime HCV usando manchas de sangue seco e o ensaio comparativo da
marca CE, teste Abbott RealTime HCV usando plasma humano. Foram incluidas na andlise amostras de plasma e DBS de um total de 346 individuos
(coletadas e testadas na Gedrgia, em Camardes e na Grécia). As amostras de DBS preparadas a partir de sangue venoso e de sangue capilar
(pungao de dedo) foram testadas pelo ensaio Abbott RealTime HCV para DBS. Os resultados quantitativos das amostras que se enquadravam nas
faixas dindmicas dos ensaios foram analisados pelo método de regressao linear dos minimos quadrados e pelo método de viés de Bland-Altman (DBS
capilar versus plasma N=346, DBS venosa versus plasma N=346 e DBS capilar versus DBS venosa N=345). Para a correlagdo entre DBS capilar

e plasma, o coeficiente de correlacéo foi de 0,843, a inclinacédo foi de 0,91 (IC de 95%, 0,85 a 0,97) e a interseccéo foi de 0,48 Log IU/mL (IC de
95%, 0,12 a 0,84) (Figura 2). Para a correlagéo entre DBS venosa e plasma, o coeficiente de correlagao foi de 0,840, a inclinagéao foi de 0,94 (IC de
95%, 0,88 a 1,00) e a intersecgao foi de 0,31 Log IU/mL (IC de 95%, -0,07 a 0,69) (Figura 3). Para a correlacéo entre DBS capilar e DBS venosa,

o coeficiente de correlagao foi de 0,943, a inclinagao foi de 0,91 (IC de 95%, 0,87 a 0,94) e a interseccéo foi de 0,53 Log IU/mL (IC de 95%, 0,33

a 0,72) (Figura 4). Além disso, os graficos de Bland-Altman para essas mesmas comparagdes sdo apresentados nas Figuras 5, 6 e 7. A diferenca
média do viés entre DBS capilar e plasma foi de -0,05 Log IU/mL. A diferenca média do viés entre DBS venosa e plasma foi de -0,04 Log IU/mL.

A diferenga média do viés entre DBS capilar e DBS venosa foi de -0,02 Log IU/mL.

O viés previsto entre DBS capilar e plasma foi avaliado nos niveis alvo de LLoQ e ULoQ. Além disso, o viés previsto entre DBS venosa e plasma foi
avaliado nos niveis alvo de LLoQ e ULoQ. Consulte a Tabela 3 para ver o resumo do viés previsto.

Tabela 3. Viés previsto entre DBS (capilar ou venosa) e plasma no LLoQ e no ULoQ

Nivel alvo de carga viral Viés previsto

Comparacao Nivel (Log IU/mL) (Log IU/mL)
DBS capilar vs. plasma LLoQ 2,66 0,24
ULoQ 8,00 -0,26
DBS venosa vs. plasma LLoQ 2,66 0,15
ULoQ 8,00 -0,17
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Figura 2. DBS capilar e plasma
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Figura 3. DBS venosa e plasma
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Figura 4. DBS capilar e DBS venosa
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Figura 5. DBS capilar vs. plasma
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Figura 6. DBS venosa vs. plasma
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7. DBS capilar vs. DBS venosa
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pelo telefone 0800 702 0711 ou visite o site da Abbott em
www.molecular.abbott.
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UDI-DI fornecido na embalagem externa do dispositivo.
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APENDICE 1. VISAO GERAL DO RECURSO DE USO ESTENDIDO DO ABBOTT REALTIME HCV AMPLIFICATION
REAGENT (REAGENTE DE AMPLIFICACAO)

O recurso de uso estendido do reagente de amplificagdo permite o uso de uma embalagem de reagentes de amplificagao e de um controle interno (IC) por
até duas vezes. As embalagens de reagentes de amplificagdo que ainda nao foram usadas para preparar o master mix (mistura principal) sdo chamadas
de embalagens novas de reagentes de amplificagio. As embalagens de reagentes de amplificagdo que foram usadas uma vez e contém o master mix
preparado sdo chamadas de embalagens parciais de reagentes de amplificagdo. Consulte as instrugdes fornecidas neste manual para obter mais detalhes.

Condicoes de armazenamento (Embalagem de reagentes de amplificacéo e frascos de controle interno)

Tipo de embalagem Temperatura de armazenamento Tempo de armazenamento

Embalagens novas -10 °C ou menos (mais frio) Até a data mostrada no rétulo
IC novo -10 °C ou menos (mais frio) Até a data mostrada no rétulo
Embalagens parciais -10 °C ou menos (mais frio) (protegido da luz) Até 14 dias apds o uso inicial
IC parcial -10 °C ou menos (mais frio) Até 14 dias apds o uso inicial

e Se vocé estiver usando uma UNG para o procedimento de controle de contaminagao, consulte as etapas 25 e 32 do Protocolo do ensaio para
obter instrucdes especificas.

Selecione a combinagéo de
Embalagens embalagens novas efou parciais Embalagens
novas necessarias para a execucao. parciais

Remova as embalagens
/ﬂ[-mm novas do freezer (< -10°C).
Descongele-as a 2°C a 8°C
ou 15°C a 30°C.

Y

8°C Depois de descongeladas,
N armazene-as a 2°C a 8°C por
2 < 24 horas antes do uso.

Conclua a extragao da amostra.
Remova as embalagens -10°C
T Remova as tampas. parciais do freezer

Y
. ¢ (<-10 °C). Antes do uso,

confirme se a mistura
principal esta

Carregar embalagens: Acomode descongelada.
firmemente todas as

embalagens. As embalagens 1

1
< 60 minutos parciais ficam a esquerda.

Carregue o tubo de mistura < 25 minutos
principal se estiver usando mais
de 1 embalagem.

) y

[— Inicie o protocolo de mistura principal.

Inicialize o m2000rt
da Abbott.

N

Protocolo de mistura principal concluido.

1
i
A 4 1
Vede a placa de PCR.

1
< 50 minutos A 4

1
' < 50 minutos
1 Tampe as embalagens :
: parciais ap6s Transfira a placa de !
. O primeiro uso. PCR para o m2000rt :
1 da Abbott.
. v :
/ﬂ/-wc: Ar bal !
Lo mazene as embalagens Inicie o protocolo !
parciais a <10 °C, na vertical mM2000rt da Abbott. €----" v
e protegidas da luz.

Descarte embalagens
vazias e parciais apos
0 segundo uso.

e As embalagens de reagentes de amplificagao qualificadas para uso estendido devem ter um nimero de série de 6 digitos acima do cédigo de barras.

e As embalagens parciais de reagentes de amplificagdo s6 podem ser usadas uma segunda vez no mesmo instrumento onde ocorreu o uso inicial.
Usa-las em um instrumento diferente gerara um erro de processamento, que pode atrasar a execucéao.

e As embalagens parciais e novas de reagentes de amplificagdo podem ser usadas juntas. Todas as embalagens de reagentes de amplificagao
usadas no instrumento para uma execucao devem ter o mesmo numero de lote.
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Abbott RealTime HCV

JlopaTtoK wopo meroay cyxoi Kpanni kposi (DBS)

Abbott RealTime BI'C

04J86-010
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MPUMITKA: 3amiHn BugineHo cipum.

YMOBHiI NO3HaUeHHA

GTIN

MobanbHuii ineHTUdIKaLiHWA HOMeEp ToBapy
KaTanoxHun Homep/Homep 3a kaTanorom

MeagnuHuin NpuCTpin ans QiarHoCTUKK in vitro

MakcumanbHU 0O3BONEHUN Yac

BepxHs mMexa Temnepartypu

OBMeXeHHs Temnepatypu

YNoBHOBaXKeHWIN NPeACTaBHYK B
€BponericbKiii cninbHOTI/EBPONEeNcbKoMy CO3i

BurpobHuk

33 Il

Moga (ykpaiHcbka)

3Hak BignosigHocTi €EC

3
<G

3Hak BiANOBIOHOCTI TEXHIYHUM pernameHTam

MDKHAPOOHA CIY>XKBA NMIATPUMKIN KNIEHTIB:
3ATENEQOHYWTE CBOEMY NMPEACTABHUKY ABBOTT

MNepen BMKOPUCTAHHAM yBaXKHO npounTanTe Lo iHCTPYKLlo i3
3acTocyBaHHs. [JOTpUMyINTEeCs BKa3iBOK HaBedeHWX Y Wil iHCTPyKLii. Y
pasi HepoTpYMaHHs BKa3iBOK, HaJaHWX B L IHCTPYKLIT i3 3acTocyBaHHS,
HafifHiCTb pe3ynbTaTiB aHanidy He rapaHToBaHo.

Lli iHCTpyKL,T i3 3acTOCyBaHHS AOMOBHIOIOTb IHCTPYKLLIIO 3aCTOCYBaHHs

ans aHanisy Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV (kat Ne 4J86),
30Kpema ans 3paskis cyxoi kpanni kposi (Dried Blood Spot, DBS).
MPUMITKA AnA KOPUCTYBAYA

Y BMNagKy BMHWKHEHHS CEPMO3HMX iHLMOEHTIB Nif Yac BUKOPUCTaHHSA
LibOro MPKCTPOIO NPO HLOTO CAif, MOBILOMUTN BUPOBHWKY, @ TakoX A0
BifINOBIAHOI YCTAHOBM KpaiHu-unieHa, e nepebyBae KopucTyBay Ta (abo)
nauieHT. KoHTakTHa iHdopmaLiis BUpobHUKa HaBedeHa B po3dini cry>xéu
NIZTPUMKI YN TEXHIYHOT AOMOMOTY LIMX IHCTPYKLLiNA.

HA3BA

Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV

MPN3HAYEHHA AN1A DBS

Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV — ue aHani3 nonimepasHoi
naHLIoroBoi peakLii 3i 3BOPOTHO TpaHckpunuieto in vitro (3T-MIP) gns
KinbkicHoro aHanidy Ha PHK Bipycy renatuty C (PHK BI'C) uinbHoi KpoBi
y BUrMsAi cyxvx kpanesnb Ha kapTtkax (dried blood spot, DBS), oTpumaHoi
LUNSXOM BEHOMYHKLLT abo y BUrMsai KaninsapHoi KpoBi B 0cib i3 Bipycom
renatuty C (BI'C). AHania Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV
npu3HaYeHnin ons BUKOPVCTaHHS SK [OMOBHEHHS A0 MpoLieaypy nikyBaHHs
nauieHTis 3 BI'C, Lo npoxoastb aHTUBIpyCHY Tepanito. AHania Abbott
RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV He npuaHaueHuii onis nepesipku
[IOHOPIB KPOBI, Nnas3mu, CMpoBaTku abo TKaHUH Ha HasBHICTb BI'C abo ans
BVIKOPVCTaHHS B OiarHOCTUYHMX LLiNAX Ans NiGTBEPIKEHHS 3apaxkeHHs BIC.

148

uk

04J86-010

51-608440/R3

LINIbOBI KOPUCTYBAUYI

LlinboBmmu kKopucTyBauamu aHanisy Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime
HCVe kBanidikoBaHuii nepcoHan naboparopin.

KOPOTKUI OMNNC TECTY

Bipyc renatuty C (BI'C) — ofHa 3 OCHOBHMX MPUYMH 3aXBOPIOBaHHS
neyiHky. 3a ouiHkamu, NpubnmaHo 1.1% HaceneHHs mMaioTb renatut Cy
XpoHiuHiit dopmi," | MpnBnaHo 700,000 Mtoaeit BMUPAIOTH KOXHOTO POKy
Bif, NOB’s3aHnX 3 renatntom C 3axBOpioBaHb neviHkun.2 BIC — ue PHK-
BipyC 3 MO3UTVBHUM JTAHLLIOrOM, LLLO NEePefaeTbCs rofoBHIM Y/MHOM Yepes3
BHYTPILLUHbOBEHHE BUKOPUCTaHHA HAPKOTUYHUX Mpernaparis, a Takox vepe3
npenapaty Kposi. MprbnuaHo y 55-85% ocib, 3apaxeHux Bipycom BI'C,
PO3BMBAETLCA XPOHIUHUI renaTuT, 3 Aknx 4o 30% oTpumyloTb |_L|/|p03.1

Y nauieHTiB i3 UMPO30M YacToTa BUHUKHEHHS renaToLentonsipHoi
KapLHOMW CTaHOBUTb 2—4% Ha piK.1

J[oBeneHo, Lo KinbkicHe BuMiptoBaHHs piBHs PHK BI'C y nepudepnuHin
KPOBi € BXKMBIIM MapamMeTpoM y Pi3HUX MeToaax fikysaHHsa BrC.5™

3 nowunpeHHsM NPOTKBIPYCHWX NpenapaTiB Npamoi Aji nikysaHHs BIC
cTano cytreBo edekTuBHiLMM. Llinno npoturenatuTHoi Tepanii €
[OCAIrHEeHHA CTiNKoro BipycosoriuHoro Biaryky (SVR) y Burnsai ctabinbHot
BincyTHocTi cnifis PHK BIC.2"° Ha 0CHOBI BUMIpAHIX 3HaUeHb BIpYCHOMO
HaBaHTa)keHHs BI'C nigbupaeTbes iHavBigyanbHa TprBanicTb JlikyBaHHs

1 MeTop Tepanii 3aNeXHO Bif BUPA3HOCTI BiAryky abo Br3HauyaeTbes i
MPOrHO3YETLCS CTINKMIA UM HECTINKUI BIATYK Ha aHTMBIpyCHY Tepanito.>®
BinblicTb BUNapkiB 3axsoptoBaHHs BI'C y cBiTi npunagae Ha kpaiHu 3
HU3bKMM i cepepHiM piBHEM D,OXOJZly.14 Y umx perioHax, fie iCHye 3HauYHUN
nediumnT pecypcis, BUABNEHHS MALiEHTIB 3 aKTVBHUM 3apakeHHAM

BI'C e nyxe obmexeHuM. Ak anbTepHaTBYy cupoBaTLi abo nnasmi

ans TectyBaHHa Ha PHK BI'C moXHa BYKOpPMCTOBYBATU LiifIbHY KPOB,
3ibpaHy y Burnagi cyxmx kpanenb (DBS). BukopucTaHHs Cyxux Kpanesb
KPOBI A03BOIIE NPUBpPaTK BaraTo NOriCTUUHKX | TEXHIUHUX 0BMEXeHb,
noB’a3aHunX 3i 3abopom cupoBaTky abo nna3mu, ix 06pobkoto,
36epiraHHaM i TpaHcnopTyBaHHaM. MpaBuna i pekomeHgaLii BceciTHbol
opraHisauii oxopoHu 3gopos’s (BOO3) wopo renatuty C BkovaloTb
pekomeHpaaLii wopo BukopuctanHs DBS ans BipyconoriuHoro
TECTyBaHHs Ha HasBHiCTb BI'C y perioHax 3 obmexeHuMn pecypcamu.
Y ananisi Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV gna DBS 3 meToio
KinbkicHoro BuaHaueHHs PHK BI'C y DBS BMKOPUCTOBYETHCS TEXHOMOT s
noniMepasHoi NaHLIoroBoi peakLii 3i 3BOpOTHOIO TpaHckpunieio (3T-
MJ1P) y noepHaHHi 3 roMOreHHUM GJlyopecLIEHTHIM BU3HAUYEHHSM B
peanbHoMy yaci. Bubip koHcepBaTuBHOI AinsHkn reHoma BIC possonse
BM3HayaTu reHotnnu 3 1 no 6. TecT € yHidbikoBaHUM BigNOBiAHO A0

2-ro mkHapopHoro ctaHaapty BOO3 ana PHK sipycy renatuty C (kop,
NIBSC 96/798),15 i pesynbTaT BM3HAYaOTLCH Y MDKHAPOAHUX OOMHULAX
Ha mn (IU/mL) abo BignosigHOMy florapudmiuHoMy ekBiBaneHTi 3a
ocHoBolo 10.

BIONOrIYHI NPUHUUNW NPOLIEQYPU

ns ananidy Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV ans DBS

HeobxiaHi 3 Habopy peareHTiB:

e Habip peareHTiB ans amnnidikauii Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Habip koHTponis Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV
Control Kit

e Habip kanibpatopis Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV
Calibrator Kit

Y aHanisi Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV gns DBS
BrKopucToByeTbest TexHonoris 3T-MNMJP ons ctBopeHHs amnnidikoBaHoro
npoaykTy Ha 6asi reHomy PHK BI'C y niopcbkuix 3paskax DBS.
Mpouenypa BrkopucTaHHa aHanidy Abbott RealTime BI'C / Abbott
RealTime HCV ans DBS cknagaetbes 3 Takux eTanis: obpobka DBS
nepep aHanisom, niaArotoBka 3paskis, 3bupanHs 3T-MNP, amnnidikauis,
BUSB/IEHHS 11 NOBILOMNEHHs pe3ynbTatis. Obpobka DBS nepen
aHasni3oM BUKOHYETbCA 3 BUKOpUCTaHHAM Habopy bydepis mCemnn DBS
Abbott /| Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit nepeq
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3aBaHTa)KeHHaM 3pa3kiB y cucTemy Abbott m2000sp. Micna 06pobku
DBS nepep aHanizom yci HacTyrHi eTanu BUKOHYIOTbCS aBTOMAaTUYHO
cuctemamm Abbott m2000sp ta Abbott m2000rt.

[oknagHilwi BifOMOCTi o0 NigroToBKU 3pa3kis, 36uparHs 3T-MTP,
amnnidikauii Ta BUSIBNEHHs OMB. B iHCTPYKLT i3 3acTOCyBaHHs A4J1s aHanisy
Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

MOOOB>XEHE BUKOPUCTAHHA PEAMEHTY AMIUTIDIKALLi

3aBaskn MOXIIMBOCTI MOAOBXEHOIO BUKOPUCTAHHS Habopis

peareHTiB ons amnnidikauii Ta BK (BHYTPIWHIi KOHTPOIb) X MOXHa
BMKOPVCTOBYBaTW 10 ABOX pasiB. Habopu peareHTis ana amnnidikavii
MiICTATb MiArOTOBSIEHWI MACTep-MiKc, WO MoXe 3bepiratucs 3a
Temnepatypu —10°C abo Hukue (y 3aKpuTUX diakoHax y 3axuLLieHomy
Bifl CBiTNa Micui) 00 14 OHIB O MOMEHTY MOBTOPHOTO BUKOPUCTAHHS.
BHyTpiLWHin koHTponb (BK) Mmoxe 3bepiratics y 3akputomy ¢pnakoHi 3a
Temnepatypn —10°C abo Huxkue Ao 14 OHIB 4O MOMEHTY MOBTOPHOIO
BMKOPUCTaHHS. Y pasi NOBTOPHOIO BMKOPVCTaHHS HEObXiaHO
BpaxoByBaTV TEPMiH NPUOATHOCTI peareHTy.

Ornsp uiei onuii HaBegeHo B Jopatky 1 oo uiel iHCTpyKUiT i3
3aCTOCYBaHHS.

Y wit iHCTPYKLUIT i3 3acTocyBaHHs Habopw peareHTiB ans amnnidikawii

Ta BK, fKi e He BMKOPUCTOBYBaNMCS, Ha3BaTVMYyTbCS HOBUMU

(nepLue BUKOpUCTaHHs) Habopamu 11 3paskamu. Habopu peareHTis ans
amnnidikauii, ski Bxe byno BUKOPMUCTaHO Ta AKi MICTATb MiAroToBeHUN
MacTep-MiKC, Ha3MBaTUMYTbCS HEMOBHUMU HABopammn peareHTiB Ans
amnnidikauii. OnakoHn 3 BHYTPILIHIMI KOHTPOMISMU, LLLO BXe byrno
BUKOPWCTaHO OAVH pas, Ha3VBaTUMyTbCSl HEMOBHUMU $riakoHamu 3
BHYTPILUHIMN KOHTPONSMU.

3AMNOBIFAHHA KOHTAMIHALLII HYKJTEIHOBOIO
KNCIoTO

OuB. iHCTpYKUIi i3 3acTocyBaHHs ans aHanidy Abbott RealTime BI'C |
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

PEAEHTU
IuB. iHCTpYyKLUilO i3 3acTocyBaHHsa ans aHanidy Abbott RealTime BIC /
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

MOMEPEMDKEHHA 11 3AMOBDKHI 3AXOAY

AnAa piarHOCTMYHOro BUKOPNCTaHHA in vitro

AHaniz Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV nns DBS He
NpU3HaYeHN Ans Nepesipky AOHOPIB KPOBI, NasMu, cuposaTtkn abo
TKaHUH Ha HasBHiCTb BI'C abo [ng BUKOPUCTAHHS B AiarHOCTUYHUX Liinax
ans niaTeepmkeHHs iHdikyBaHHs BIC.

3AXOOWN TEXHIKW BE3MNEKUA

. iHCTPYKUT i3 3acTocyBaHHa Anis aHanisy Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86). Y ananisi Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV ans DBS sukopucToByloTbCa nnwe cuctemu Abbott
m2000sp Ta Abbott m2000rt.

CMELIANDBbHI 3AMOBIKHI 3AXOAN

3anobi>kHi 3axoau wopo noBop)keHHs 3i 3paskammn DBS

AHnanisz Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV gna DBS

NpU3HaYeHnin ons BUKOPUCTAHHA NuLe 3i 3paskamu LiinbHOT KpoBi

abo DBS, ans skux 6yno BMKOHAHO BCi BKa3iBKU OO0 MOBOKEHHS

Ta 3bepiraHHs, HasepneHi B po3nini 3ABIP, 3BEPIFAHHA 1N

TPAHCMOPTYBAHHA 3PA3KIB HA MICLIE TECTYBAHHA.

Nue. iHCTPYKLUIi i3 3acTocyBaHHs ans aHanidy Abbott RealTime BI'C /

Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

IHCTpYKLUIT Woao NoBomxeHHs 3i 3paskamu DBS

e [lepekoHariTecs, Wwo KapTka 3 DBS noBHIiCTIO cyxa, nepL Hix
knacTw i ans 36epiraHHa B NakeT 3 BoforonornmHavem. MopyLueHHs
npoLielyp CTBOPEHHS Cyxoi Kpanni, cywiHHs, 36epiraHHs DBS Ta
NOBOPKEHHS 3i 3paskamMu MoXe MpU3BECTU A0 HETOUHMX pe3ynbTaTiB
TECTyBaHHs.

e Ll06 YHVKHYTU NEpPeXpecHoi KoHTamiHaLii, BUKOPUCTOBYTE HOBUIA
HaKOHEUHMK AN1s MineTkn ans KoxHoro 3pa3ka DBS, konu gictaete
Kpanno kposi 3 nepdoposaHoi DBS-kapTku. Y pasi BUKOPUCTaHHs
HenepdopoBaHoi DBS-kapTky ouuLLyiTe BiANOBIOgHWUIA iIHCTPYMEHT
nepeq gictaBaHHAM Kpanni Ta nicns Moro KOHTakTy 3i 3paskom DBS.

Po6oui 30HM

Mig yac po6otn i3 cuctemamu Abbott m2000sp Ta Abbott m2000rt
peKkoMeHA0BaHO BUKOPUCTOBYBATU nniue ABi creujanbHi 30HN: 30HY
NiAroToBKN 3pa3kiB Ta 30Hy amnnidikauii.

Oue. iHCTpyKUii i3 3acTocyBaHHa ans aHanidy Abbott RealTime BI'C |
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).
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Aepo3onbHa KOHTaMiHaLiA

[uB. iHCTPYKLilo i3 3acTocyBaHHa Ans aHani3dy Abbott RealTime BI'C |
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

KoHTamiHauis Ta iHribyBaHHA

[unB. iHCTPYKLIlO i3 3acTocyBaHHA ana aHanidy Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

KoHTamiHaujis 30BHilWIHiIM npoaykTom amnni¢ikauii, Wwo
MicTuTb [-aHTUreHHi ognHNLi

Jaboparopii, ie BUKOPVCTOBYIOTbCA ab0 BUKOPUCTOBYBaNMCS

MeToam aHanisy 3 amnnidikauieto BIC, wo mictaTb etan o6pobku
amnnidikoBaHoOro NpoaykTy Micns noniMmepasHoi NaHLIroBoi peakLii,
MOXYTb BYTI KOHTaMiHOBaHi TaK/M MPOAYKTOM, LLLO MiCTUTb [-aHTUreHHi
oaMHMLI. Taka KOHTaMiHaLlis MoXKe BEeCTW 10 HETOUHUX pe3ynbTaTiB
TecTyBaHHs Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV gns DBS. Ous.
po3pin KoHTponb na6opartopii Ha HaABHICTb KOHTaMiHaLil iHCTPYKLT

i3 3acTocyBaHHa ans aHanisy Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime
HCV (kat. Ne 4J86). Konu HeraTuBHI KOHTPOSIbHi 3pa3ky € cTabinbHO
peakT1BHUMM abo NMOBIpHA KOHTaMiHaLlis aMnnidikoBaHUM NPOLAYKTOM,
LLLO MiCTUTb [-aHTUreHHi OOUHMLL, PEKOMEHOO0BAHO CKopucTaTucs B
nabopartopii NpoLeaypoo KOHTPOSMO KoHTaMiHaLii Ha 6asi ypauun-
N-rnikosinasu (UNG), sK0 He Boanocs NpoBecTy ii yCMiluHE OUNLLEHHS.

IHCTPYKL|i OO0 36EPIFTAHHA

Habip pearenTiB ans amnnidikauii Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (kaT. Ne 4J86-90)
40°C ® Hosi ta HenoBHi Habopw peareHTis Ans amnnidikadii
/ﬂf Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Packs Ta BHyTpiLLHi1 KOHTPOMb

(BK), L0 He BUKOPUCTOBYIOTbCS, MaloTb 3bepiratmcs

3a Temneparypu —10°C abo Huxue. HeobxigHo

peTernbHO 3abe3neunTu BinCyTHICTb beanocepenHbLoro

KOHTaKTy Mixx Habopom peareHTy amnidikauii

Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV

Amplification Reagent Pack, Lo BrkopucToByeTbes,

Ta 3paskamu, kanibpaTtopamu i KOHTPONAMU.

e HenoBHi Habopw peareHTiB 4a amnnidikaii Ta BK
nicns NepLIoro BUKOPUCTaHHs MatoTb 3bepiratuics
3a Temnepatypu —10°C abo HUXKYE B 3aKPUTOMY
BUMNAAi, BEPTUKANbHO Ta 3axuLLeHi Bif ceitna. Y pasi
Takoro 36epiraHHs HEMOBHI Habopy peareHTiB Ans
amnnidikauii 3 NiAroToBNEHNUM MacTep-MiKC MOXXHa
BMKOPWNCTOBYBaTV MOBTOPHO NpoTAroM 14 gHis nicns
NepLLOro BUKOPUCTaHHS. BHYTPILLHI KOHTPONb
MOXXHa BMKOPUCTATV MOBTOPHO NPOTAroMm 14 AHis
3 MOMEHTY MepLLOro PO3MOPOXXYBaHHs Y pasi 11oro
36epiraHHs B 3aKpUTOMY BUINAA 3a TeMnepartypu
—10°C abo Hwkue. Micnsa ABOX BUKOPUCTaHb HEMOBHI
Habopy peareHTiB ansa amnnidikauii Ta BK HeobxigHo
yTunizyBatu. Y pasi NoOBTOPHOrO BUKOPUCTaHHS
HeobXioHO BpaxoByBaTW TEPMIH MPUAATHOCTI
peareHTy.

Habip koHTponiB Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV Control

Kit (kat. Ne 4J86-80)
10°C  °

/ﬂf BI'C / Abbott RealTime HCV maloTb 36epiratucs 3a

Temnepatypu —10°C abo Huxue.

Habip kanibpatopis Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV

Calibrator Kit (kat. Ne 4J86-70)
/H/-10°C °
BI'C / Abbott RealTime HCV Calibrator B maioTb
36epiratucs 3a Temnepatypu —10°C abo Huxue.
YMOBW TPAHCIMOPTYBAHHA

[unB. iHCTPYKLIlO i3 3acTocyBaHHa ana aHanidy Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

O3HAKW HECTABUTbHOCTI ABO MOrIPLLEHHA
PEATEHTIB

[uB. iHCTPYKLlo i3 3acTocyBaHHs Ans aHanisy Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

MPOLIEAYPA BUKOPUCTAHHA NPUNAAIB

Mepepn nouatkom aHanidy ¢ann nporpamu Abbott RealTime BI'C |/ Abbott
RealTime HCV ans DBS mae 6yTn BCTaHOBNEHWI Ha cucTemax Abbott
m2000sp Ta Abbott m2000rt 3 komnakT-gucka Abbott RealTime HCV

HeratusHi 1 no3nTtneHi KoHTponi Abbott RealTime

KanibpaTtop Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime
HCV Calibrator A Ta Kanibpatop Abbott RealTime



m2000 ROW System Combined Application (kat. Ne 01L69-040 a6o
suwie). [loknagHy iHpopmaLilo LLoAo BCTaHOBMIEHHS dany nporpamm
amB. B IHCTPYKLIisAX i3 3acTocyBaHHs cuctem Abbott m2000sp Ta Abbott
m?2000rt (po3pin Mpasuna poboTn).

3ABIP, 3BEPIFAHHA 11 TPAHCMOPTYBAHHA 3PA3KIB
HA MICLIE TECTYBAHHA

3a6ip Ta 36epiraHHsa 3pas3kKiB

e [1na nigrotoekn DBS BYKOPUCTOBYIiTE KPOB, B3ATY 3 nasblis, abo
LinbHY KpoB i3 Npobipok EDTA. 3bepiraHHs 1 TpaHCMOPTYBaHHsS LinbHOT
KpoBi B Npobipkax EDTA matoTb BigbyBaTuCs 3a NeBHVX TeMrepaTypHuX
ymoB (Big 2°C o 8°C gns nepiogy Ao 48 roavH abo 3a Temneparypu
pobouoro cepeposuia o 30°C ons nepiofy 24 roguHu).

e [lepen CTBOPEHHAM Kpansi LinbHy KpoB y npobipkax EDTA
HeobxinHO nepemillaT,0bepexxHo nepesepTaoymn npobipkKy.
CTBOpITb Kpani KpoBsi y BUrNsafi 12-mMiniMeTpoBuMX Kin Ha naneposy
kapTky Ahlstrom-Munktell TFN abo Whatman 903 (koo mae 6ytu
LinbHMM). LLIo6 cTBOPUTK LiNbHe KOJo, PEKOMEHA0BAHO HaHECTM
woHanmeHwe 70 pL kposi (Big 3 po 5 kpanenb).

e Bucywitb kapTKy 3a KiMHaTHOI TeMnepaTypy MpoTArom LLOHaMeHLU e
TPbOX roAvH. YnakywTe KOKHY KapTKy B repMEeTUYHNIA NakeT 3
BOMOronornMHayYeM (NprHanMHi 2—3 nakeTn 3 NornmMHayeM BCepeaviHi).

e KapTku 3i 3paskamy DBS matoTb 36epiratuca o novyatky aHaniay
3a BKasaHux y Tabnuui Huxye ymoB.

36epiraHHa KapTok 3i 3paskamun DBS

YmoBu MakcnmanbHuin yac
36epiraHHa

Big 2°C po 30°C 3a KimMHaTHOI BONorocTi 18 TUXHIB

<37°C 3a KiMHaTHOi BONOrocTi 12 TrXKHIB

<45°C 3a KiMHaTHOi BONOrocTi 8 TUXKHIB

<38°C 3a Bucokoi BonorocTi (<85%) 4 TVXKHI

Big —25°C po —15°C 3a KimHaTHOi 18 TUXHIB

BOSIOrOCTi

~70°C abo Hvkue 3a KiMHaTHOI 18 TUXHIB

BOJOrOCTi

TpaHcnopTyBaHHA 3pa3skiB

Mig yac TpaHcnopTyBaHHA 3pa3kiB AOTPUMYNTECS PeKOMeHAaLlin

o0 TemnepaTtypu 1 vacy 3bepiraHHs, HaBeaeHvx B po3gini 3abip

Ta 36epiraHHa 3paskiB BuLLe. [1Ns BHYTPILLHbOTO 1 MiXXHAPOAHOrO

TPaHCMopTyBaHHs 3paskn MaloTb ByTu ynakoBaHi i NpomMapkoBaHi

BiiNOBIAHO 40 BM3HAYEHUX PEerioHanbHNX, HaLiOHANbHUX | Mi>KHApOAHNX

HOPM i NpaBus LWOA0 TPAHCMOPTYBAHHS KMiHIYHWX, AiarHOCTUYHKX Ta

6ionoriyHmx 3paskis.

MPOLIEAYPA AHAII3Y ABBOTT REALTIME BI'C /

ABBOTT REALTIME HCV 3 BUKOPUCTAHHAM DBS

Motpi6Hi, ane He HapaHi maTepianu

e Habip peareHTiB ana amnnidikauii Abbott RealTime BIC /

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (kat. Ne 4J86-90)

e Habis kanibpaTopis Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV
Calibrator Kit (kat. Ne 4J86-70)

e Habip koHTponis Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV
Control Kit (kat. Ne 4J86-80)

JnAa 30HM NigroToBKK 3pa3skis ana cuctemu Abbott m2000sp

e Habip bydepis mCemnn DBS Abbott / Abbott mSample Preparation
System DBS Buffer Kit (kat. Ne 09N02-001)

e [pucTpin ans npobonigrotoBkn Abbott m2000sp (kat. Ne 09K14-01,
09K14-02)

e Habip peareHTiB ong niarotoeku 3paskis Abbott mCemnn Crictem
(4 x 24 peakuin) /| Abbott mSample Preparation System
(4 x 24 Preps) (kaT. Ne 04J70-24)

e BigkanibposaHi npeuusinHi ninetkn o6'emom Big 20 go 1000 pL
piavHn (y pasi 3actocyBaHHs UNG MOXXHa BUKOPWUCTOBYBaTH
BigkanibposaHi NpeLmnsiiHi ninetkn ob'emom <20 pL pignHn)

® HakOoHeYHUKN 3 aepo30nbHUM GiNbTPOM AN MPEeUn3iiHUX NineTok
o6’emom Big 20 go 1000 L (y pasi BukopuctaHHs UNG MOXyTb
6yTV HEObXiaAHI HAKOHEUHVKM 3 aepo30SIbHUM 6ap’epoM s MNineTok
o6'emom <20 L piguHm)

e BopTekc-mikcep

e T[lpobipka ans mactep-mikey / Master Mix Tube (kat. Ne 04J71-80)

e [naHweT Ha 96 rnmbokux nyHok / Abbott 96-Deep-Well Plate
(kaT. Ne 04J71-30)
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e PeakuinHa npobipka Ha 5 mn / 5 mL Reaction Vessels
(kat. Ne 04J71-20)

e EmHocTi ana peareHTiB Ha 200 mn / 200 mL Reagent Vessels
(kat. Ne 04J71-60)

e ONTMYHMI peakUiiHA NnaHwweT Ha 96 nyHok / Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate (kaT. Ne 04J71-70)

e Knevika ontuuHa nnieka / Abbott Optical Adhesive Covers
(kat. Ne 04J71-75)

* Annikatop Ans HaHeceHHs Knewikoi nnisku / Abbott Adhesive Cover
Applicators (kaT. Ne 9K32-01)

e LUlratme ana nnaHwerTiB / Abbott Splash-Free Support Base
(kat. Ne 9K31-01)

e KomnakT-Auck 3 nporpamMHuim 3abesneveHHsm Abbott RealTime
BIrC m2000 / Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined
Application CD-ROM (kaT. Ne 01L69-040 abo BuLLe)

e Habip nnaHoK Ans HakneloBaHHs LWTPUX-KOZy AN1A WTaTuBIB Ans
€MHOCTEN 3 KpULLIKaMu, fiKi MPOKONIoTbCA (Ans 3pa3kiB Cyxoi
nnamu kposi) 13 mm (mm) / m2000 System 13mm DBS-PoST Set
(kaT. Ne 09N03-001)

e Kpuwku 15 mm ans mikpopnakoHis Ha 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps
(kat. Ne 03N20-01) (He0o60B’3K0OBO)

e Ypauun N-rnikosunasa Uracil N-Glycosylase (UNG)? (kat. Ne 6L87-02)

@ 3a noTtpebu 3rigHo 3 po3ainom KoHTamiHauia Big 30BHiWHbOrO

amnnipikoBaHOro NpoaykKry, Wo MiCTUTb [-aHTUreHHi ogunHNLi LnX

iHCTPYKLIV i3 3aCcTOCyBaHHSA.

IOnsa 3onn amnnigikauii cucremn Abbott m2000rt

e T[pucTpii Abbott m2000rt (kat. Ne 9K15-01)

e KomnakT-Auck 3 nporpamMHum 3abesneveHHsm Abbott RealTime
BIrC m2000 / Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined
Application CD-ROM (kat. Ne 01L69-040 a6o BuLLe)

e Habip ana ontuuHoi kanibposku / Abbott m2000rt Optical Calibration Kit
(kaT. Ne 04J71-93)

IHWi maTtepiann

e BoKC 6ioforiYHOro 3ax1cTy, CXBaNeHNin AN 3acToCyBaHHs 3
iHpeKLinHMMN MaTepianamu

e [epmeTuyHmi naket ans DBS-kapTku

e [aket 3 BonoronornuHayem ans DBS-kaptku

e [lanepoBa kaptka Ahlstrom-Munktell TFN Tta/abo Whatman 903

e [epMeTVUHMI NNACcTUKOBMIA NakeT ansa ytunisauii 96-nyHKoBoi
peakLiiHOT nnaLKu

e Bopa 6e3 PHK (Eppendorf abo eksisaneHT)?

o MikpoueHTpndY>xHi Npobipku Ha 1.7 mL ana mikpobionoriuHoro
3acTocysaHHs (Dot Scientific, Inc. a6o eksisaneHT)®

e BartHi nanuukm (Puritan a6o eksisanenT)”

b Mpumitka. Lli 3 KOMMOHEHTI BUKOPUCTOBYIOTLCA B NpoLeaypi

KOHTpPOJo naboparopii Ha HaABHICTb KOHTaMiHauii. [uB. po3ain

«MPOLIEAQYPU KOHTPOIIO AKOCTI» iHCTpyKLii3 3acTocyBaHHA

aHanisy Abbott RealTime BI'C /| Abbott RealTime HCV (kar. N2 4J86).

3ano6iXkHi 3axoaum nig, Yac BMKOHaHHA npoueayp

e lepw HiXX NounHaTU poboTy 3i 3paskamu, YBaXKHO MpouuTanTe Lo
IHCTPYKL,tO i3 3aCTOCYBaHHS.

e PeareHTn ana amnnidikauii Ta BHYTPILLHI KOHTPOMi MOXHa
BMKOPUCTOBYBaTM A0 ABOX pasiB, K ONMCAHO B Ll iHCTPYKLUT i3
3acTocyBaHHs. Kanibpatopu, HeraTMBHUI KOHTPOSb, MO3UTUBHN
KOHTPOJIb BMCOKOI Ta HM3bKOI KOHLIeHTpauii Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV npu3HaveHi nuwe ans o4Hopa3oBoro
BMUKOPUCTaHHS, Micis Yoro mMaioTb yTUNi3yBaTuUCS.

®  HakOHEYHUKM 118 NINETOK 3 aepo30sbHUM QinbTpom abo 0HOPa30Bi
nineTky NpusHaJeHi nuwe s 0AHOPa30BOro BUKOPUCTaHHS
018 Bigbopy 3paskiB abo BHYTPILLIHIX KOHTPONIB. LLL06 YHUKHYTU
KOHTaMiHawii uuniHapa nineTku nig vac Binbopy 3paska, He
TOPKaNTECS HVIM BHYTPILLHbOT MOBEPXHi NPOBIPKU UM KOHTelHepa
3i 3pa3koM. PekoMeHao0BaHO KOPVCTYBATUCA MOAOBXKEHUMUN
HaKOHeYHVKaMmn i NineTok 3 aepo30ibHUM GinbTPoM.

e [lpouenypu KOHTPOSIO HAABHOCTI aMnipikoBaHOro MNPoayKTy
HasepeHo B po3aini MPOLLEAYPU KOHTPOJTIO AKOCTI.

e LLo6 3HM3UTY PU3MK KOHTaMiHaLLii HyKNEeTHOBOK KUCOTO, OUULLYIATE
Ta ges3iHdikynTe mMicus NPonMBaHHs 3pasKiB 3 BUKOPUCTaHHAM
Ty6epKynoLnaHmX Ae3iHPEKTaHTiB, K-oT 1.0-BiiCOTKOBOrO rinoxnoputy
HaTpito abo iHLWOro BiANOBIAHOrO Ae3iHpeKTaHTa.

e Kanibpatopu Ta KoHTponi Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV
MatoTb ByTI NIAroToBNEH pa3oMm 3i 3paskamiu, Lo MprisHaveHi ans
TecTyBaHHs. BukopricTaHHs kanibpatopis Ta koHTponis Abbott RealTime



BI'C / Abbott RealTime HCV € HeBin’eMHOIO YacTMHOIO NpoLieaypuy
aHanisy 3 BukopucTaHHam Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV.
Ive. po3ain MPOLIEQYPU KOHTPOJTHO AKOCTI.

MpoTsrom 1 rognHK nicns NiaroToBkM 3paskis Mae byTu posnouarta
npouenypa gogasaHHa macTep-mikc Abbott m2000sp Master Mix.

Y pasi nepeprBaHHs NpoLieaypy AofaBaHHA MacTep-Mike

Abbott m2000sp Master Mix yTunidyinte peareHtu ans amnnidikauii, Lo
BUKOPUCTOBYIOTLCA BApyre. HoBi Habopy peareHTiB MoXHa 36epertu
A9 MOBTOPHOTO BUKOPWCTaHHS, SIK OMCaHO B LIl iHCTPYKLIi.
MpoTarom 50 xBUNMH 3 MOMEHTY 3arycKy npoLiefypy fofaBaHHs
macTep-mikcy Master Mix mae 6yt 3anyuieHa npoueaypa Abbott
m2000rt. Ao cuctemy Abbott m2000rt He 3anyLLEeHO NPOTArom

50 xBunwH, ii poboTy nepepBaHo abo ckacoBaHo, 3anakyrte OnTUUHMIA
peakLinHWI nnaHwet Ha 96 nyHok / Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate B repMeTMuUHUIA NNACTMKOBWIA MaKET Ta YTUAI3yWTe 1oro
BiANoBiOHO [0 BKa3iBOK IHCTPYKLi i3 3acTocyBaHHs crcTemu Abbott
m2000rt pa3om 3 pykaBuykamu, siki BUKOPVCTOBYBanMCS Ans pobotu 3
NnaHLweToMm.

BAXKJTUBO! PeareHtn ana amnnidikawii, wo 6yayTb
BUKOPMCTOBYBATICA BAPYyre, MaloTb 6yTu NomilieHi Ha 36epiraHHs
3a Temneparypmn —10°C a6o Hkue npotarom 50 XBUNVH nicna
nouyartKy npoLieaypu fopaBaHHA MacTep-MiKey.

MPOLIEAYPA AHANI3Y: 3PA3KU DBS HA CUCTEMAX
ABBOTT m2000sp TA ABBOTT m2000rt

[oknagHui onuc npoLieaypy KopucTyBaHHs cructemamu Abbott m2000sp Ta
Abbott m2000rt pyB. B IHCTpYKLisiX i3 3acTocyBaHHs cuctem Abbott m2000sp
Ta Abbott m2000rt (po3gin Mpasuna pobotw). Ons npouenypy pobotn 3 DBS
HeobxigHe nporpamHe 3abeaneueHHs Abbott m2000sp Bepcii 6.0 abo BuLLe.
HoTpumyiiTecs BKasiBOK B IHCTPYKLIi i3 3acTocyBaHHs cuctemu Abbott
m2000sp (kat. Ne 09K20, Bepcis 6 abo BuLLE).

3a ogHy npoLieaypy MoxxHa 0bpobuTi BCboro Ao 96 3paskis. MMig Yac KOKHOI
npouenypu BUKOPUCTOBYIOTbCS HeratmeBHuiA KoHTponb Abbott RealTime

BI'C / Abbott RealTime HCV Negative Control, [031TUBHWI KOHTPOSb
HM3bKOI KOHLLeHTpauii Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV Low
Positive Control Ta Mo3UTNBHWIN KOHTPOSTb BUCOKOI KOHLIeHTpaLii Abbott
RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV High Positive Control; Lie o3Hauae,

LLL0 32 OfiHy MpoLeaypy MOXHa 0bpobuTty fo 93 3paskis DBS (konm He
BUKOPUCTOBYIOTbLCA Kanibpatopu). Kanibpartopy v KOHTponi 06pobnatoTbes
AIK 3pa3ku piguHu; NyHKTV 3 1 No 5 npuaHaveHi nuwe ans DBS. MMig vac
npouenypy DBS He 06pobnatoTbes 3paski nnasmu abo cmposatku. [Ong
KoxxHoro 3paska DBS npotsarom yciei npowenypy 06pobku 3paskis mae
BUKOPVCTOBYBATVCA 0fHa Mpobipka s Mactep-Mikcy Abbott Master Mix
Tube. MpocTexTe 3a MapkyBaHHaM 3paskis DBS nig vac 0bpobku.

1

Hanuirte B npobipky ana macTtep-mikcy Abbott Master Mix Tube

1.3 mL bydpepa mDBS 3 Habopy bydepis mCemnn DBS Abbott / Abbott
mSample Preparation System DBS Buffer Kit (kat. Ne 09N02-001).
NPUMITKA. Ha ubomy eTani He BUKOpncToByiTe nisncHuin 6ydpep
mIlisnc | mLysis Buffer a6o iHwi peareHTn.

Tpumante nepdoposaHy nanepoy DBS-kapTky Hag npobipkoto ans
macTtep-mikcy Abbott Master Mix Tube.

Bupasitb kKoo DBS 3 kapTKy UMCTUM HaKOHEYHUKOM MiNeTKM (Mo
oaHomy Kony DBS Ha koxxHy npobipky ans mactep-mikc Abbott Master
Mix Tube). KoxHa kparns DBS mae 6yTv npubnmsHo 12 mm y gjiameTpi.
MPUMITKA. AJ1A KOXKHOIO 3PA3KA DBS BUKOPUCTOBYNTE
HOBUI HAKOHEYHUK MINETKW, LLLO6 YHUKHYTU NEPEXPECHOI
KOHTAMIHALYT.

Axwo y Bac HenepdoposaHuii nanip 3 DBS, BupiTe oaHy uiny
kpanno DBS (npubnunasHo 12 mMiniMeTpiB y giaMeTpi) AN KOKHOro
3paska 1 noknagitb ii B Npobipky ans mactep-mikc Abbott Master
Mix Tube.

NPUMITKA. YHukainte 6e3nocepeqHboro KOHTakTy piXkyuoi
noBepxHi 3i 3paskamn DBS. 3a notpebu pesiHdikyiTe iHCTPYMEHT,
3a lONOMOrol0 AKOro Bupisaete kpanni DBS, mixk 3paskamu
BignoBigHO no HaneXkHMX nabopaTopHMX NpoLeayp.

MoBHicTio 3aHypTe kono 3 DBS B 6ypep mDBS Buffer (ana uboro
nocTykavite no npobipui abo npocyHsTe DBS y bydep HaKOHEUHUKOM
nineTku).

APUMITKA. Akwo Bu npocyBaeTe DBS y 6ydep HAKOHEUHNKOM
nineTku, creXkte 3a TUM, WO6 3aHypeHHs nineTkn B 6ydpep DBS He
Npu3BOANIIO A0 3MEHLUEHHSA NOro 06’emy Yepes Te, WO YacTMHa
PianHN 3aNMWAaeTbca Ha HAKOHEYHUNKY Ta/abo NornNMHaeTbca NOro
dinbTpom.

BpyuHy CTpyCHIiTb Npobipky 3i 3paskamun abo nepemiwanTe piguHy
B HUX. He BMKOpUCTOBYITE AN NepemillyBaHHA BOPTeKC-Mikcep.
Butpumyite pigurHy B npobipkax npotarom 30 XBUMMH (+2 XBUWHN)
3a KiMHaTHOi Temnepatypu.
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6. TMpoTarom LbOro yacy po3mMopo3bTe TECTOBI Ta BHYTPILLHI KOHTpONi
3a Temnepartypu Bia 15°C go 30°C abo Big 2°C po 8°C. PoamoposbTe
kanibpartopu 3a Temnepatypu Big 15°C no 30°C abo Big 2°C no 8°C,
nnLe SKLLO BY BUKOPUCTOBYETE iX Y MpoLieaypi.

MPUMITKA. MNicna posmopo)kyBaHHA TECTOBi KOHTPONi, BHYTPILLHI
KOHTpoNi i1 kanibpatopn MoXkHa 36epiraTtn nepes BUKOPUCTAHHAM
3a Temneparypm Big 2°C po 8°C npoTtarom 24 roguH.

7. TepemillariTe KOKEH TECTOBUI KanibpaTop i KOXXEH KOHTPOSb
TPY pasu No 2 - 3 CeKyHAu 3a JOMOMOrol BopTekc-mikcepa
nepep BUKOPUCTaHHsAM. [epekoHariTecs, WO BMICT KOXHOro
¢dnakoHa nepebyBae Ha 1Oro AHi: 4S8 LIbOro NereHbKo NnocTykanTe
¢dnakoHamm no ctony, Wob piamHa ocina foHu3y. MepekoHanTecs,
L0 B piAvHi Hemae bynbballok i NiHW; AKLWO0 BOHW €, BUAANiTh
X 32 4ONOMOrolo MiNeTKy 3i CTEPUIIbHNM HaKOHEUHNKOM
(BMKOPUCTOBYINTE HOBUI HAKOHEYHVK AN KOXKHOTO ¢priakoHa).

8. Po3amoposbTe peareHTn amnnidikauii 3a Temnepatypu Big 15°C go
30°C abo Big 2°C no 8°C i 36epiravite ix 3a Temnepatypu Big 2°C
[0 8°C, joKM BOHM He 3HapobnaTbea ana npouenypu amnidikauii 3
BUKOPUCTaHHAM MacTep-MiKc.

9. BubepiTb HOBI Ta/abo HeMOBHI Habopy peareHTiB Ana amnnidikadii,
L0 bymeTe BMKOPUCTOBYBATU B MpoLiedypi. IHCTpyKLUii LW oao
NMOBOMKEHHS i3 Habopamu peareHTiB ang amnnidikauii avs. B
IHCTpyKLUIi i3 3acTocyBaHHsa cuctemmn Abbott m2000sp (kaT. Ne 09K20,
Bepcis 6 abo BuLLe), po3ain Mpasuna poboTn. Habopu peareHTis
ans amnnidikauii MaioTb HanexaTy o OOHOro Homepa Maprii.
Po3mopo3sbTe HOBI peareHTV amnidikauii 3a Temnepatypu Bif
15°C po 30°C abo Big 2°C po 8°C i 3bepiraiTe ix 3a Temnepartypu Big
2°C o 8°C, 1ok BOHM He 3Hapobnatbea Ans npoueaypy amnmidikauii
3 BMKOPUCTaHHAM MacTep-MiKc.

MPUMITKA. Nicna po3mopo)kyBaHHA HOBi peareHTu gna
amnnidikauii moXyTb 36epiratnca 3a Temneparypm Bif

2°C po 8°C nporarom 24 rogyiH, AKWO BN He BUKOPNCTOBYETE
ix HerainHo. HenoBHi HaGopm peareHTiB Ana amnnidikauii,

o BuKopucToByloTbea Bapyre, HE MOXXHA 36epiratn 3a
Temnepatypn Bin 2°C fo 8°C nepen BUKOPUCTaHHAM. ix cnin
36epiratu 3a Temneparypun —10°C a6o Hkue, 4OKN BOHN He
3Hapo6NATbCA ANA AofaBaHHA MacTep-Mikc. 3aranbHuin yac
nepebyBaHHA 3a KiMHaTHOI TeMmnepaTypu Micns BUAMAaHHA 3
XonoausibHNKa He Ma€e nepeBuLLyBaTh 25 XBUINH, BKlo4Yaoumn
cuTyauii, konn Habopu BMAMalOTbCA 3 XOnoaubHUKa, ane He
BUKOPNCTOBYIOTbCA. AKLO TePMiH Y 25 XBUMNH NepeBunLLeHo,
HernoBHi Habopwu peareHTiB Ana amnnidikauii cnig yrunisyBarm.

Y Tabnuui HYUXKYe NokasaHo MOTPIBHY KinbKiCTb peareHTiB ans

NigroToBKKN 3pas3kKiB i GrIaKOHIB i3 BHYTPILLHIM KOHTPONEM 3aN1eXXHO Bif

KiIbKOCTi peakuin.

Bumorn no peareHTiB ania NiArotoBKm 3paskiB i BHYTPILLHIX KOHTPONIB

Bin 1 po Bifg 25 no Big 49 po Big 73 pno
PeareHt 24 peakuin 48 peakuin 72 peakuin 96 peakuin
MMikponartiknec/ 1 ¢nakoH 2 dnakoHn 2 GnakoHn 2 GnakoHu
mMicroparticles
PosuuH Mlianc/ 1 ¢nakoH 2 dnakoHn 3 pnakoHn 4 dnakoHu
mLysis
Po3unH mBow1/ 1 ¢nakoH 2 dnakoHn 3 pnakoHn 4 dnakoHu
mWash 1
PosunH mBow?2/ 1 ¢nakoH 2 dnakoHn 3 pnakoHn 4 dnakoHu
mWash 2
Bydep MEnioxH/ 1 dnakoH 2 dnakoHn 3 pnakoHn 4 dnakoHu
mElution Buffer
BHyTpiLHin 1 HoBUIA 1 HoBUI 2 HOBUX 2 HOBUX
KOHTpOMb? ¢dnakoH abo  ¢nakoH abo ¢nakoHn abo dnakoHn abo
1 HenoBHMI 2 HenoBHi 3 HEMOBHi 4 HenoBHi
dnakoH $nakoHn $nakoHn $nakoHu

@ MoxHa CKOpUCTaTICA KOMBIHALLIEI HOBUX | HEMOBHMX GAKOHIB i3 BHYTPILLHIM
KOHTpONEeM.

10. OBepexxHo NnepeBepHiTb GnakoHn Ans MiarotoBkM 3paskis Abbott
mSample Preparation ons 3abe3neyeHHs 0AHOPIAHOCTI PO3UMHY.
Axwo nicns BigKpUBaHHS B Byab-aKoMy $iakoHi 3 peareHTom €
KpycTanu, 3anviuTe peareHT 3a KiMHaTHOI TemnepaTypu, AOKN
KpUCTanu He po3unHsATbLCSA. He BUKOPUCTOBYIiTE peareHT, AOKu
KpUcTanu B HbOMy He PO3UMHATLCA.

11. TepemiwarniTe KOXeH BHYTPILLHIN KOHTPOMb TpX pa3un no 2 - 3 cekyHan

3a [I0MOMOrol0 BOPTEKC-MIKCepa rnepef BUKOPUCTAHHSM.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

3a fornomoroto BigkanibposaHoi npeuusinHoi ninetku CMELIATIbBHO
ANnA BHYTPILLHbOIO KOHTPOJIO popaiite 500 pL BHyTpiLLHbOrO
KOHTPOMNIO A0 KOXKHOro ¢pnakoHa 3 Bypepom mIliznc/mLysis Buffer.
Mepewmiluarite po3uunH, 06EPEXHO NEpeEBEPTAIOUN KOHTENHEP

5 - 10 pagsiB, HamaraluncCb YHUKHYTW YTBOPEHHS NiHW. HenosHi
$naKkoHW 3 BHYTPILLHIM KOHTPOMIEM MOXXHA 3aKpUTK 1 MOMICTUTK

Ha 36epiraHHa 3a Temnepatypy -10°C abo Hukue A1 MNOBTOPHOTO
BUKOPUCTaHHS.

BcTaHOBITb NO3MTKBHI KOHTPOMi HM3bKOi Ta BUCOKOI KOHLLEHTpaL,il,
HEeraTVBHUI KOHTPOSb i KanibpaTopy (SKLLO BOHW 3aCTOCOBYIOTLCS)
y wTatusmn gns 3paskis Abbott m2000sp.

Konu iHkybaLito byne 3aBepLueHo, BpyUYHy nepemiliarTe piguHy

B npobipkax 3i 3paskamu DBS Ta ycTaHOBITb iX y WiTaTUBK Ang
3paskis Abbott m2000sp.

NPUMITKA. LUtatnBmn pna 3pa3kie Abbott m2000sp maiotb 6yt
Bigkani6poBaHi cneuianbHo ana npouepypu Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV pna DBS.

3aBaHTaXyinTe WTaTUBK Ans 3paskiB 06epexxHo, L6 YHUKHYTH
nponuTTa. 3a HAsBHOCTI LWTPUX-KOMIB Ha Haninkax npobipok BOHM
MaioTb BYTW po3TalloBaHi cripasa Asis MPOCTILLOro CKaHyBaHHs.
HapiiHo BCTAHOBITb KOXXHY MPOBIpKY B WITATWB, LWOB ii HUXKHSA
yacTMHa cnupanacs Ha fHo LTaTuBa.

MocnigoBHO 3aBaHTa)KTe 3aroBHEHi LWTATMBW AN 3pas3KiB y CUCTEMy
Abbott m2000sp y BianoBiAHi Micus: NepLuunii WTaTUB Mae byt
po3TalloBaHuUii 3 MPaBOro Kpat Bif pOBOYOro CToy, HACTYMHI
BCTaHOBJIIOIOTLCA MOCILOBHO NiBOPYY Bif NEpLUOro.

BcTaHoBITb peakuiiHi eMHoCTi Ha 5 mL B Tpymau nigcuctemm
Abbott m2000sp Ha 1 mL.

BcTaHoBITb peareHTn Habopy Abbott mSample Preparation System
Ta nnaHwet Ha 96 rnmbokux nyHok Abbott 96 Deep-Well Plate
Ha pobounin cTin Abbott m2000sp, Sk onucaHo B IHCTPYKLUIT i3
3acTocyBaHHs cuctemu Abbott m2000sp (po3gin Mpasuna pobotn).

Ha expaHi "Protocol" (Mpouenypa) Bubepitb daiin nporpamm HCV RNA
DBS. 3anycTiTb nNpoLeaypy ekcTpakLii 3pa3kis, ik onvMcaHo B IHCTPYKLT
i3 3acTocyBaHHs cuctemmn Abbott m2000sp (po3gin Mpasuna pobotu).
BBepiTb 3HauUeHHs anga napTin kanibpaTtopa (MoTpibHO, AKLL0 rpadik
3HaueHb kanibpartopa He3bepexxeHo B cucTemi Abbott m2000rt) i
KoHTponto B rons "Calibrator" (Kanibpatop) i "Control" (KoHTporb)

y po3gini "Sample Extraction: Worktable Setup" (EkcTpakuis 3paska:
KOHdirypauis pobouoro cTosy). 3HaueHHs Ans KOHKPEeTHOT napTil
BKa3aHO B KOXHill KapTLi KOMMNNEKTy KanibpaTopis i KOHTponiB
Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV.

MpoTarom 1 rognHW nicns 3aBepLUeHHs npoLeaypu NiaroToBKu
3paskiB Mae byTu posnouara npoieaypa [LoaaBaHHA MacTep-Mike
Abbott m2000sp Master Mix (nyHKT 28).

MPUMITKA. Mepep, nouatkom po6oTu 3 peareHtamu amnnidikauii
3MiHiTb pyKaBU4K®.

lMicns 3aBepLUeHHs npoLieaypi NiAroToBKM 3paskiB BCTAHOBITb peareHTn
amnnidikauii Ta NpoBipky MacTep-mMiKc (AKLLO NOTPIBHO) Ha pobounii
cTin Abbott m2000sp. Y TabnuLii HWk4Ye nokasaHo NoTPIBHY KinbKicTb
HabopiB peareHTiB Ans amnidikauii 3anexHo Bif KinbKoCTi peakLin.
AKLLO BUKOpUCTOBYETLCA e 1 Habip peareHTis Ans amnnidikawii,
npobipka mMacTep-mikc He MoTpibHa.

Bumoru go KinbkocTi HabopiB peareHTiB ana amnnigikauii?

Big 1 no Big 25 po Big 49 po Big 73 po

24 peakuin 48 peakuin 72 peakuin 96 peakuin

1 HOBuMIN abo 2 HOBI abo 0 3 HoBi abo fo 4 HoBi abo
[0 4 HENOBHNX 4 HENnoBHNX 4 HenoBHNX HEenoBHi
Habopis Habopis Habopis Habopis

@ |HCTpYKUIi LLOMO KepyBaHHs 3anacoM HabopiB /1S BU3HAUEHHS KifbKOCT
peakLii, iKi MOXXHa NPOTECTYBaTN 3 BUKOPUCTAHHAM HEMoBHWX HabopiB,
amB. B IHCTpyKLii i3 3acTocyBaHHsa cctemu Abbott m2000sp
(kat. Ne 09K20, Bepcis 6 abo BuLLe).

e HenoBHi Habopu peareHTiB ana amnnipikawii MoxHa
BIKOPMCTOBYBATW NULLE 3 TiEKD X CaMOIo C1CTEMOI0
Abbott m2000sp, w0 3acTocoByBanacs AJis No4YaTKoBOro etany
NiAroToBKU Lboro Habopy. MOBTOpHe BUKOPUCTaHHs Habopy
peareHTiB Ang amnnidikauii 3 iHWOK cucTemolo npu3sene [0
MOMUIKM, WO MOXE 3aTpumaTtii BUKOHaHHA NpoLeaypu.

e HenoBHi 1 HOBI Habopu peareHTiB Ana amnnidikauii MoxHa
BUKOPUCTOBYBATY B KOMBiHaLLi.

BA>KJTUBO! HenoBHi Ha6opw peareHTiB ana amnidikauii

maioTb 36epiratuca 3a Temnepartypu —10°C a6o Hukue
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23.

24,

25.

6e3nocepenHbO A0 IXHBOro NOBTOPHOIO BUKOPMCTaHHA. Mepiu

Hi>k BCTaHOBNIOBaTN HEMOBHI Ha6opu Ha po6ounii cTin Abbott

m2000sp, nepeKkoHalTecs, WO MacTep-MiKC po3mMopoXkeHni.

Micna BuiAimaHHA 3 XxonoannbHNKa, Ae BOHN 36epiranuncs 3a

Temnepatypu —10°C a6o Hkue, HenoBHiI HaGopw peareHTiB

ana amnnidikauii matoTe 6yTn BUKOpMCTaHi BApyre NpoTarom

25 xBUnuH. Lle 3aranbHnin TepmiH nepe6yBaHHA 3a KiMHaTHOI

Temneparypu, BK/ouatoun cutyadwii, konu Habip BuiimaeTbea 3

XonoaunnbHNKa, ane He BUKOPUCTOBYETLCA.

BMicT HoBUX HabopiB peareHTiB AN amnnidikauii Mae byt Ha aHi

¢dnakoHa: ans Uboro nepeq BiaKprBaHHAM nocTtykante 5 - 10 pasis

¢dnakoHaMun y BepTUKasIbHOMY MOMIOXKEHHI MO CTony.

e He cTykariTe HEMOBHUMU Habopamun peareHTiB ans amnidikauii
nepep ixHiM BUKopucTaHHaM yapyre. Lle moxe npussectu 1o
BTpaTu 06’eMy MacTep-MiKC y KpULLILLi.

3HiMiTb KpuLKK. Mepen 36epiraHHaM HOBOro Habopy peareHTiB Ans

amnnidikauii Ans BUKOPUCTaHHSA BAPYre KPWLLIKY Chig BCTAHOBUTU

Ha Micue. AKWOo BM NnaHyeTe 3akpmBaTh $GriakoHU opuriHasbHUMM

Kpuwkamu, 36epexiTb ix. AKLW0 BM 3aKpuBaTMeTe GprakoHu 3

peareHTamy HOBMMU KpULLKamu, CTapi MOXHa yTunidysaTtu.

AKLWOo AN1A KOHTPONIO KOHTaMiHaLii BNKOPMCTOBYBaTUMETbCA

ypauun-N-rnikosinasa (UNG), porpumyiitecs iHCTpyKuUin Hkue.

3a ponomoroto MINETKW, MPU3HAYEHOT CMELIATTBHO ANA POBOTU

3 PEAFEHTOM, popaite UNG (kat. Ne 6L87-02) 3a3HaueHM 06’emMoM

1 U/uL y dnakoH 3 peareHTom y no3uLii 3 HOBOro abo HEMoBHOrO

Habopy peareHTiB ans amnnidikauii. BpyuHy nepemilianite po3umH,

06epexHo npaLiioouy NiNeTKOK Bropy 1 BHW3 B YCIX HEMOBHUX

Habopax. He nepemiluyiiTe po3unH y HOBUX Habopax.

e 3a gornomorolo Tabnuui Huk4e BuaHaute 06’em UNG, skuin
cnig nopatn Ao ¢pnakoHa 3 peareHToM y nosuii 3 HoBoro
abo HermoBHOToO Habopy peareHTiB ans amnnidikauii. QnakoH
3 peareHTOM y no3uLii 3 HOBOro Habopy peareHTy MiCTUTb
TEPMOCTINKUI pepMeHT rosiimepasn rTth. OnakoH 3 peareHTom y
no3suuii 3 HeMoBHOro Habopy peareHTy MICTUTb MacTep-MiKc.

06’em UNG, akuia cnip gopasatii fo ¢pnakoHa 3 peareHTOM
y no3uuii 3 kokHoro Habopy peareHTiB ana amnnigikauii

K-c1b TecTiB, WO 3anuwnnnca B 06’em UNG pns nopaHHs (uL)

Habopi

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (HoBwMiA Habip) 27

MPUMITKA. 06’em UNG, sakuii cnig popaBatn fo ¢brnakoHa
3 peareHToM B no3uuii 3, 3anexuTb Bif KinbKocTi TecTiB, WO



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

3anuwunnuca B Habopi peareHTiB, a He Bip, KiNbKOCTI 3pa3kKiB,

AnA AKX NPOBOANTbCA Npoueaypa. IHCTPyKUil woao kepyBaHHA

3anacom HabopiB peareHTiB ana amnnidikauii Ta BUSHaYeHHA

KifIbKOCTi TecTiB, Lo 3anuwaloTbea B Habopi, anB. B IHCTPYKLi i3

3actocyBaHHA cuctemmn Abbott m2000sp.

HenogHi Habopu peareHTiB Ana amnnidikalii BCTAaHOBMIOIOTHCA Ha

pobounii cTin Abbott m2000sp niBopyuY Bif HOBUX HabopiB.

Habopu peareHTis ans amnnidikauii maoTb byt HafinHO

BCTaHOB/IEHI B CUCTEMI.

BunbepiTb HaneXHuin nnaHLweT 3 fiyHKaMu ans npoLienypu nigroToBKu

3paskis. 3anycTiTb npoLeaypy AofaBaHHs macTep-mikc Abbott

m2000sp Master Mix. JoTpuMyriTecs BKasiBok B IHCTpyKLUi i3
3acTocyBaHHs crictemun Abbott m2000sp (po3ain Mpasuna poboTn).

MPUMITKA. Oneparop He NOBUHEH BPY4YHY 3arnOBHATI NOPOXKHi/

He3anoBHeHi NyHkNn ONTUYHOro peakuiliiHOro nnaHweTa Ha 96

nyHok |/ Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e Konu Binbip 3paskis byne 3aBepLueHo, cuctema Abbott m2000sp
aBTOMATUYHO 3aMOBHUTbL MOPOXHI NYHKN ONTUYHOrO peakLiifiHoro
nnaHweTta Ha 96 nyHok | Abbott 96-Well Optical Reaction Plate
Bydepom MEnioxH/mElution (skwo y npouenypi 6epe yyactb noHag
48 3paskiB). AKLLO B NpoLeaypi BUKOPUCTOBYETLCA 48 abo MeHLLe
3paskiB, 3aroBHEHHS MnaHLLeTa He Byae NPoBOAUTUCH.

o 3a HasBHOCTI BiAMOBIAHUX iIHCTPYKLI Big cucTteMun Tpumad ans
peareHTy Reagent Carrier 2 mae 3anuwaTncs Ha MicLi [y Hbomy
Mae byTu NpuHarMHI peakuiiHa emMHicTb ana bydepa MEMoXH/
mElution Buffer (tpumau ons peareHty Reagent Carrier 2,
noaunuia 6)]. AKLWLO L0 EMHICTb 419 peareHTy byrno BUINHATO,
BCTaHOBITb ii y no3uuilo 6 Tpumava ans peareHTy 2 HoBa EMHICTb
Ans peareHTy 3 Haninkoto bydepa mMEnoxH/mElution Buffer.

Y eMHICTb Ans peareHTy Byae HanMTO CUCTEMHUIA PO3UUH,
AKUIA NOTIM 3aMOBHUTb NOPOXHI NyHKW. Ticnsa 3aBepLueHHs Liei
npoiefypu cuctema NpoaoBXMTb A0AAHHS MacTep-Mike.

MPUMITKA. BkasiBku WoOA0 BUKOPUCTaHHA QYHKLii aBTOMaTU4HOro

3anoBHEHHA NnaHLweTa HaBeaeHo B IHCTPYKLIT i3 3acTocyBaHHA

cuctemu Abbott m2000sp (kat. Ne 09K20, Bepcia 6 a6o BuLue),

Pozpin 5 «MpaBuna po6otn —3ab6ip 3pa3kiB: 3akpuTuii peXkum».

e [lpotarom 50 xBMAWH Micna 3anycky npoLieaypu AoAaBaHHA
macTep-mikc Master Mix (nyHKT 28) mae byt posnouara
npouiegypa Abbott m2000rt (nyHKT 33).

MPUMITKA. Akwo npoueaypy 6yno nepepsaHo 3 6yab-aKoi

NpUYMHN NicnAa etany 28, AnA NOBTOPHOro BUKOHaHHA npoueaypu

popaBaHHA Mmactep-mikc Abbott m2000sp Master Mix (nyHKT 28)

Heo6XigHO BUKOPUCTAT! HOBMIA ONTUYHUI peakuiiHMii NnaHweT

Ha 96 nyHok |/ Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

YBIMKHITb Ta iHiLianidynTe cuctemy Abbott m2000rt B 3oHi amnnidikadii.

APUMITKA. Ona nporpiBaHHa cuctemu Abbott m2000rt noTpi6HO

15 xBUNWH.

MPUMITKA. Mepen noBepHEHHAM A0 30HMN MiAroToBKMN 3pa3kKiB

OfArHiTbL PyKaBNuKu.

Konu cuctema Abbott m2000sp 3asepLumnTb fofaBaHHA 3paskis i

MacTep-MiKC BignoBiaHO A0 IHCTPYKLi i3 3acTocyBaHHs cucTemm

Abbott m2000sp (po3nin Mpaswuna poboty), 3anevatante ONTUYHWIA

peakuinHnin NnaHweT Ha 96 nyHok / Abbott 96-Well Optical Reaction

Plate.

BcTaHoBITL 3anevaTaHnii ONTUYHUIA peakLinHUA MNaHWeT Ha

LLratme gna nnaHweris / Abbott Splash-Free Support Base ans ii

nepeHeceHHs B cuctemy Abbott m2000rt.

Akwo BukopucroyBaTtumeTbca ypauun-N-rnikosinasa (UNG),
[OTpUMyTeca iIHCTPYKUIn Hkye.

YCTaHOBITb 3aneyaTaHuin ONTUYHUIA peakLuinHu NnaHweT Ha Ltatne
ans nnaHweris / Abbott Splash-Free Support Base i npoBogbTe
iHKyBaLlito 3a kiMHaTHoOi Temnepatypu (Big 15°C po 30°C) npoTsarom

10 xBunvH. Micna iHKybaLii 3a KiMHATHOI TemnepaTypu NnepeHeciTb
ONTUYHWIA peakLifiHWI NnaHwweT Ha 96 nyHok / Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate Ha LLtatusi gna nnaHwertis / Abbott Splash-Free Support
Base B cuctemy Abbott m2000rt.

YcTaHoBiTb ONTUYHWI peakUiHiiA NnaHwweT Ha 96 nyHok [/ Abbott
96-Well Optical Reaction Plate B cuctemy Abbott m2000rt. Ha ekpaHi
«Protocol» (Mpouenypa) Bubepitb dpann nporpamm HCV RNA DBS.
3anycTiTb Npoueaypy, K onucaHo B IHCTPYKLi i3 3acTOCyBaHHs
cuctemu Abbott m2000rt (po3agin Mpasuna poboTn).

MPUMITKA. Ana nepepaBaHHA NOCNiJOBHOCTI TeCTiB
pekomeHpoBaHo ckopuctatuca CD-ROM a6o mepexkeBum
3’eAHaHHAM 3 QYHKUIAMN eKCrnopTy Ta iIMNopTy nporpamMHoro
3a6e3neyeHHa m2000sp Ta m2000rt. AKLO NOCNIQOBHICTb TECTIB
Abbott m2000rt ctBoptoeTbCa BpyuHy, BBefiTb ineHTUdikatopu
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3paskiB y BignosigHi nosuuii wratnsa MJ1P BignosigHo oo
Tabnuui "Wells for Selected Plate" (JlyHkn Bu6paHoro nnaHwera)
Ha eKpaHi 3 poknagHumn Bigomoctamu "PCR Plate Results"
(Pesynbratm 1P nnaHwerta) B cuctemi Abbott m2000sp. Aus.
Po3spin 5 IHCTpyKL;i i3 3acTocyBaHHA Abbott m2000sp.

AKLL0 BU BUKOpPUCTOBYBaTMETE BApPYre NiaroToBAeHUA HEeNoBHUI
Habip peareHTiB ana amnnidikauii, 3akpuinTe 3 GnakoHU 3 peareHTom
36epexxeHMy abo HoBuMY Kpuwkamm (kaT. Ne 3N20-01) i HeraiiHo
NoMICTiTb iX Ha 36epiraHHs 3a Temnepatypu —10°C abo Hmkue,
3axMCTMBLLY iX Bif cBiTna ($pnakoHn MaioTb ByTU po3TalloBaHi
BEpTVKabHO). Micna BUUYepnaHHs abo BUKOPUCTaHHS BOpyre
yTUni3ynTe BignoBigHi Habopu peareHTiB Ana amnnidikawii.
BAXKITNBO! PeareHtn ana amnnidikauii, wo 6yayte
BUNKOPUCTOBYBATNCA BApYre, MaioTb GyTu nomilleHi Ha 36epiraHHs
3a temneparypu —10°C abo Hkuye npotarom 50 XxBUnuH nicna
rnoyaTtKy npoueaypu goaaBaHHA MacTep-MiKe.

MPOLIEAYPU NMOCTOBPOBKU

1. 3HiMiTb MnaHweT Ha 96 rnmbokmx nyHok / Abbott 96 Deep-Well
Plate 3 pobouoro cTosny Ta yTuni3ynTe oro BiAnoBiAHO A0 BKa3iBOK
IHCTpYKLUIT i3 3acTocyBaHHs cuctemu Abbott m2000sp.

Moknapgite ONTUYHMI peakUiiHAN NnaHweT Ha 96 nyHok / Abbott
96-Well Optical Reaction Plate B repmeTuyHuiA NnacTukoBun
nakeT Ta yTunidynTe i BignoBigHO 0O BKa3iBOK IHCTpyKUi i3
3acTtocyBaHHs cuctemu Abbott m2000rt pa3om 3 pykaBuuKamu, LLLO
BUKOPVCTOBYBanucsa ans pobotu 3 Heto.

OuucrTitb LWTaTtne ana nnaHwertis / Abbott Splash-Free Support
Base nepepn HacTyrnHUM BUKOPUCTaHHAM BifMNOBIAHO A0 BKA3iBOK
IHCTPYKUIT i3 3acToCcyBaHHs cuctemn Abbott m2000rt.

MPOLIEAYPU KOHTPOJIO AKOCTI

OnTunyHe Kani6pysaHHa cuctemu Abbott m2000rt

[uB. iHCTPYKLilo i3 3acTocyBaHHA ansa aHanisy Abbott RealTime BI'C /

Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

Kani6pyBaHHs aHanisy

[uB. iHCTPYKLilo i3 3acTocyBaHHa Ans aHanidy Abbott RealTime BI'C |

Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

Ans npouenypu DBS 3 BukopuctaHHam cuctem Abbott m2000sp Ta

Abbott m2000rt: npuiiHATI Ta 36epexeHi napameTpu KasnibpyBaHHs

Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV moxyTb 36epiratuics

npotarom 6 micauis. MpoTArom LbOro Yacy BCi HACTYMHI 3pa3kn MOXYTb

TecTyBaTuCs 6€3 [OAATKOBOro KanibpyBaHHs 3a BUHATKOM TaKuX

BUMaKIB:

e BUKOpuCTaHHA Habopy peareHTis ans amnnidikauii Abbott RealTime
BI'C / Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit 3 HoB/M
HOMepoM napTii;

®  BUKOpUCTaHHA Habopy peareHTiB g nigrotosku 3paskis Abbott
mCemnn Cuctem | Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Preps)
3 HOBMM HOMEPOM Napri;

e BCTaHOBMEHHs HoBoro ¢aviny nporpamm Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV RNA DBS.

BuABneHHs iHribyBaHHA

[mB. iHCTPYKLIlO i3 3acTocyBaHHs ans aHani3y Abbott RealTime BIC /
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

HeraTnBeHi 1 NO3NTNBHI KOHTpONI

J[mB. iHCTPYKLIlO i3 3acTocyBaHHa Ana aHanidy Abbott RealTime BI'C /
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

KoHTponb na6opatopii Ha HasaBHICTb KOHTaMiHaLLi

[uB. iHCTPYKLlo i3 3acTocyBaHHa Ans aHanidy Abbott RealTime BI'C |
Abbott RealTime HCV (kat. Ne 4J86).

PE3YIIbTATU A1A 3PA3KIB DBS

OtpumaHe 3a gornomoroio npouenypu Abbott m2000rt DBS 3HavueHHs
KOHLeHTpaLii ans 3pa3ka DBS Br3Hauae KoHueHTpauito Bipycy BIC y
3pasky nna3mu LinbHoi KpoBi, 3 AKoi byB cTBopeHuit 3pa3ok DBS. Cuctema
Abbott m2000rt aBTOMaTUYHO Mepenae pes3ynbTatyi Ha pobouy CTaHLito
Abbott m2000rt. Pe3ynbTaTi aHanidy MoXyTb ByTi BKasaHi B MiXKHapOaHX
opuHnusx (IU/mL) abo norapudmiuHmx MixHapoaHux oguHulsx (Log IU/mL).
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IHTepnpeTauia pesynbTaris

Pesynbrat IHTepnpetauia

He BusBneHo MiweHb He BusBneHa

<2.66 Log IU/mL? BussneHo
B 2.66 no 8.00 Log IU/mL
>8.00 Log IU/mL >ULQP

2462 IU/mL
5 ULQ = BepxHs Mexa KinbKiCHOro BU3HAUEHHS

OBME>XEHHA MPOLIEAYPU

e 1nA AIArHOCTUYHOIO BUKOPUCTAHHA IN VITRO

e [ns HareeKTUBHILLOro BUKOPUCTAHHS LibOro aHanisy mae bytn
3abe3neveHo HanexHuin 3abip, 36epiraHHa i TPaHCMOPTYBaHHS
3paskiB Ha MicLe TecTyBaHHsa (auB. po3ain 3ABIP, 3BEPIFAHHA
I TPAHCMOPTYBAHHA 3PA3KIB HA MICLLE TECTYBAHHA uiei
IHCTPYKL,ilO i3 3aCTOCYBaHHS).

e [Ins cTBOpeHHs 3pas3kiB DBS, o0 aHanisyBaTumyTbCa 3a [OMOMOrol0
aHanisy Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV pns DBS,
MOXKHa BMKOPUCTOBYBATY 3pasKu LiifibHOi KPOBi, 3ibpaHi B Npobipku
3 EDTA. BuKopuCTaHHS iHLIMX aHTUKoarynsaHTiB 3 aHanisom Abbott
RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV ans DBS He nepesipsnocs.

e BukopucTosysaTu aHanis Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime
HCV ans DBS maloTb nuwe crewianictv, Wo NPOMLWAN HaBYaHHS
3 npoueayp NiAroToBKU Ta nonepeaHboi 0bpobku 3paskis DBS, a
TakoX 3 poboTU 3 iarHOCTUYHMMU aHasi3aMu N CUCTEMOLO
Abbott m2000.

e [lpoueaypu HaNeXHOro BUKOPUCTAHHA IHCTPYMEHTIB i TEeCTiB
3HVDKYIOTb PU3MK KOHTaMiHaLii amnnidikoBaHUM NpoayKToM.

Y Toll )Xe yac HeobxigHO 3a6e3MeunTi KOHTPOb KOHTaMiHaLil
HYKNETHOBOIO KMCNOTOIO Bif, KanibpaTopis, MO3UTVBHWUX KOHTPOSIIB
i 3pa3kiB 3a [OMOMOrol0 HaNEXHUX TabopaTopHUX METOLIB, a
TaKOX LUMISXOM CyBOPOro JOTPUMAaHHSA Npoueayp, HaBeaeHUX B Ui
iHCTPYyKLU,lO i3 3aCTOCYBaHHS.

e Ak i ans 6yab-AKoro fjarHOCTUYHOMO aHanisy, pesynbratu
aHanisy Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV gns DBS
MaloTb iHTEPrpeTyBaTUCA B NOEAHAHHI 3 IHLLMWN KMIHIYHUMUN 1
nabopaTopHuMY pesynbTatamu. AKLLO s 3paska OTpYMaHo
pesynbTat «He BUSBNEHO», Lie He o3Hauae, Lo B nauieHta Hemae PHK
BIrC.

e T[lopyweHHs npoLeayp 3abopy 3paskiB, BUCYLLIYBaHHS, 36epiraHHs
DBS Tta noBomxeHHs 3 DBS-kapTkamMu MOXe npu3BecTy Ao
HETOUHMX pe3ynbTaTiB TECTYyBaHHS.

e HeobxiaHo BukopucToByBat DBS-kapTku Ahlstrom-Munktell TFN
i Whatman 903. BukopucTaHHs iHW WX KapTok 3 aHanizom Abbott
RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV He nepesipsnocs.

XAPAKTEPUCTUKI DBS-3PA3KIB

Me>ka BuasneHHsa (LoD)

3HaueHHs LoD onsa aHanidy Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime
HCV pnns 3paskis DBS cTtaHoBUTb 462 IU/mL. 3HaueHHs LoD 6yno
BCTaHOBJIEHO LLIAXOM TeCTyBaHHSs 3pa3kis DBS, migrotoBaHux 3
po3unHy PHK Bipycy renatuty C BignoBigHO 40 MiXXHapOAHOro
ctaHgapty BOO3 B BI'C-HeratuBHil LinbHiln KpoBi. MepeBipka KOXXHOro
3paska Ha KoHueHTpauito PHK BI'C nposogunacs 3 BUKOPUCTaHHAM

4 napTin peareHTiB ons amnnidikauii npotarom 3 gHiB. Pesynbrarty, wo
npeacTaBfloTb aHaNITUYHI XapakTepUCTMKIM YyTNUBOCTI aHanisy Abbott
RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV gna DBS, HaBefeHo B Ta6nuui 1.

Ta6bnuua 1. Mexa BusBneHHs (LoD) ananisy Abbott RealTime
BrC / Abbott RealTime HCV gna DBS

PHK Brc Kinbkictb Kinbkictb Bincotok
(IU/mL) TecTiB BUABNEHb BUABNEHb
500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

MpobiT-aHania gaHnx BM3HaUmMB, WO KoHueHTpauis PHK BIC, BusHaueHa
3 BUKOPUCTaHHAM CyXMX Kpanesb KpoBi, 3 MMOBIpHicTI0 95% cTaHoBuna
462 1U/mL (95% [AlI, Big 381 go 593 IU/mL).

154

JNininHnn pianasoH

BepxHsa mexa KinbkicHoro BnsHaveHHs (ULQ) ans aHanisy Abbott
RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV ctaHoBuTb 100 minblionis 1U/mL;
HVKHA MeXa € ekBiBanieHTHUM 3HaueHHio LoD (462 IU/mL) ans 3paskis
DBS. Ha ocHoBi 3axuweHoi PHK BI'C, po3unHeHoi 3 KOHLeHTpaLi€eto Bif
200 minbroHis IU/mL go 316 IU/mL y BI'C-HeraTuBHii LifbHIA KPOBI,
byrno cTBOpeHO 7-enemeHTHy naHenb 3paskis DBS. Peaynbtatu, wo
npeacTaenAloTb NiHIMHUIA po3nofin ans aHanidy Abbott RealTime BIC /
Abbott RealTime HCV nna DBS, HaBeneHo Ha Puc. 1.

Puc. 1. NliHinHicTb pe3ynbTatis aHanisy Abbott RealTime
BI'C /| Abbott RealTime HCV nona DBS

y =1.03 x - 0.08
r=0.999

K-CTb = 83

Anani3 RealTime BI'C gns DBS (Log IU/mL)

0 1 2 3 4 5 6
BaxkaHa koHLeHTpauis (Log IU/mL)

Pesynbtati aHanisy Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV ans
DBS € niHitHMMK B fliana3oHi nepeBipeHnx 3HaueHb KoHueHTpaLii PHK
BIrC (Bin 316 go 200 minbiionis IU/mL, Big 2.5 go 8.3 Log IU/mL).

CneuundiuHictb

LlinboBa cneuundiuHicTb aHanidy Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime
HCV pnsa DBS € He MeHwoto 3a 99.5%. CneunodivHicTb byna Br3HaueHa
Lwnsxom aHanizy 119 cepoHeratusHmx 3paskiB BI'C 3 BUKOpPUCTaHHAM

2 naprtin peareHTiB ana amnnidikadii. 3aranbHa cneundivHicTb cknana
100% (119/119).

MpeuunsinHictb

MpeuusinHicTb byna Bu3HaYeHa LLMISXOM TeCTyBaHHS 6-eMeMeHTHOT
naHeni DBS, wo oxonnioBana giana3oH 3HaueHb KoHLeHTpauii PHK
BI'C Big 316 IU/mL go 200 minbiioHiB lU/mL. EnemeHTn naxeni 3
KOHL,eHTpaLieto, Hukuoto 3a 5 Log IU/mL (100,000 IU/mL), 6ynu
NigroToBrieHi i3 BUKOpUCTaHHAM BI'C-No3NTUBHMX KNiHIYHNX 3pas3kiB,
po3urHeHnx y BI'C-HeraTuBHIM LinNbHi KPOBI; eneMeHTn naHeni

3 KOHLeHTpauieto, Buwoto 3a 5 Log IU/mL (100,000 1U/mL), 6ynu
nigroToBreHi i3 BUKopucTaHHam 3axuieHoi PHK BI'C, po3unHeHoi B
BI'C-HeraTuBHil LifnbHIN KpoBi. KoxxeH enemMeHT naHeni nepesipsBcs

B 5 3paskax oAuH pa3 Ha fieHb npoTarom 5 gHiB Ha 3 napax Abbott
m2000sp/rt 3 BUKOpUCTaHHAM 3 napTiit peareHTy amnidikadii.

Byno Bn3HaueHO CTaHOapTHE BiOXMIIEHHN Y MEXax MOCTaHOBKM, MiX
nocTaHoBKamu Ta MiX aHasnizamu (y Mexxax MoCTaHOBKU Ta MK
noctaHoBkamu). AHani3 Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV
ons DBS mae 3abe3neuyBaTi cTaHaapTHE BiAXUNEHHS MK aHanizamu He
Buuie 3a 0.25 Log IU/mL PHK BI'C ons 3pa3skiB i3 koHLeHTpaLieio BIC
Big 10,000 go 100 minbiioHis IU/mL. Pe3ynbtaTy, W0 npeacTasnaioTb
npeumsinHicTb aHanidy Abbott RealTime BI'C |/ Abbott RealTime HCV
ons DBS, HaseneHo B Tabnuui 2.



Ta6bnuua 2. MpeuusiiiHicTb aHanisy Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV ana DBS

EnemeHT CepepHa KOHL. CepepHs koHu,  CTaHaapTHe BinxunewHay CraHpaptHe BiaxuneHHs CrtaHpaapTHe BiaxuneHHA CraHnapTHe BipxuneHHs mik

naHeni K-ctb (lu/mL) (Log IU/mL)  mexXax opHi€i noctaHoBkn®®  mixk noctaHoBkamun? midk i ab pi 2 Ycboro®®
1 63d 420 2.62 0.26 0.07 0.27 0.00 0.27

2 75 1,435 3.16 0.23 0.00 0.23 0.09 0.25

3 75 13,211 4.12 0.06 0.04 0.07 0.05 0.09

4 75 395,427 5.60 0.04 0.03 0.05 0.02 0.05

5 75 14,008,770 7.15 0.12 0.04 0.13 0.05 0.14

6 75 316,713,566 8.50 0.04 0.03 0.05 0.05 0.07

2 CtaHpapTHe BiaxuneHHs BkasaHo B Log IU/mL.

b 3HaueHHs MK aHanizaMm MICTUTb KOMMOHEHTU BIAXUNEHHS Y MeXax OAHIel MOCTaHOBKM Ta MK NOCTaHOBKaMM.

¢ 3aranbHe 3HaUeHHs MICTUTb KOMIMOHEHTU BIAXUMEHHs Y MeXax OfHiel MOCTaHOBKM, MiXK MOCTAHOBKaMU Ta MiXX napTismu/cuctemMamu.

d CepenHs KOHLIEHTPaLLiA enemeHTa naHeni 1 Hxua 3a LoD. OuiHka NpeLmsiiiHoCTi 3pobneHa Ha OCHOBI 3pasKiB, [N AKUX 6yno NpoBeaeHo KiNbKiCHe BU3HAYEHHS.

¢ CtaHpapTHe BiOXUIIEHHS Y MeXax OfHiel MOCTaHOBKM TakoXX Ha3Ba€ETbCsl MOBTOPIOBAHICTIO. 3aranbHe 3HaUYeHHs CTaHOAPTHOrO BIAXWIEHHSA TaKoX HAa3MBaETbCS
BiTBOPIOBAHICTIO.

MoBTOpIOBaHICTb i BiATBOPIOBaHICTb Ang enemeHTa naxeni 1 (6ina LLoQ) cknana signosigHo 0.26 Log IU/mL i 0.27 Log IU/mL, ans enemeHta naHeni 2
(6ins LLoQ) — signosigHo 0.23 Log IU/mL i 0.25 Log IU/mL. MoBTopioBaHicTb i BifTBOptoBaHiCTb Ans enemeHTa naxeni 5 (bins ULoQ) cknana
BignosigHo 0.12 Log IU/mL i 0.14 Log IU/mL, ansa enemeHTa naxeni 6 (6ina ULoQ) — eignosigHo 0.04 Log IU/mL i 0.07 Log IU/mL.

Kopensuia

Byno nopisHsHO KinbkicHi 3HaueHHs koHLeHTpauii PHK BI'C, otpumani 3a gonomoroto aHanisy Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV 3 BukopuctaHHsm
Cyxux Kpanesb KpoBi 11 3a gonomoroio CE-cepTudikoBaHoro etanoHHoro aHanisy Abbott RealTime BI'C | Abbott RealTime HCV 3 BukopucTaHHsam nna3vum
KpoBi MloguHK. B aHania byno BkoueHo 3pasky nnasmu 1 DBS 346 ocib (3paskiB 3ibpaHux i npoTecToBaHux y pysii, KamepyHi Ta lpedii). 3a gonomoroio
aHanisy Abbott RealTime BI'C / Abbott RealTime HCV gna DBS byno nepesipeHo 3pa3ku DBS, nigroToBneHi 3 BEHO3HOI Ta KaninsapHoi (B3STOI 3 nasnbLis)
KpoBi. KinbkicHi peaynstati ons 3paskis, L0 NOTpanuiv B AvHaMiuHi aiana3oHu TecTiB, Byno npoaHasisoBaHO METOAOM MiHINHOI perpecii HaNMeHLL X
KBagparis i metogom bneHTa-AnbTmaHa (KaninspHa kpos DBS y MopiBHsHHI 3 Nna3moto: K-CTb = 346, BeHo3Ha KpoB DBS y MopiBHAHHI 3 N1a3moto: K-CTb = 346,
kaninspHa kpos DBS y nopiBHsHHI 3 BeHO3HOI0 KpoB'to DBS: k-cTb = 345). KoeoiuieHT kopensauii ans kaninapHoi kposi DBS i nnasmu cknas 0.843, Haxun
cknas 0.91 (95% [, sin 0.85 po 0.97), nepetvH — 0.48 Log IU/mL (95% A, Big 0.12 go 0.84)(Puc. 2). KoediuieHT Kopensauii ana BeHo3Hoi kposi DBS i
nnasmu cknae 0.840, Haxun cknas 0.94 (95% [, sig 0.88 po 1.00), nepetmH — 0.31 Log IU/mL (95% |, Big -0.07 po 0.69)(Puc. 3). KoediuieHT kopensuii
MK KaninspHoto kpos’to DBS i BeHo3Hoto kpos’to DBS cknas 0.943, Haxun cknas 0.91 (95% [, sig 0.87 oo 0.94), nepetH — 0.53 Log IU/mL (95% A, Big
0.33 po 0.72)(Puc. 4). Kpim Toro, rpadiku, CTBOpeHi Ans Lix nopisHsHb MeToaoM bnaHpa-AnbtmaHa, HaBegeHo Ha Puc. 5, Puc. 6 i Puc. 7. CepefiHs pisHuus
ans kaninapHoi kposi DBS i nnasmn cknana —0.05 Log IU/mL. Cepents pisHuus ons BeHo3Hoi kposi DBS i nna3vu cknana — 0.04 Log IU/mL. Cepeghs
pi3HMLA Ans KaninspHoi i BeHo3Hoi kposi DBS cknana —0.02 Log 1U/mL.

MporHo3oBaHa pi3HULA Ans KaninapHoi kposi DBS Ta nnasmu byna ouiHeHa Ha LinboBux piBHax LLoQ Ta ULoQ. Kpim Toro, mporHo3oBaHa pisHuLs 4is
BEHO3HOI Ta KaninspHoi kposi DBS byna ouiHeHa Ha LinboBux piBHax LLOQ Ta ULoQ. 3BeaeHa iHpopmaLlis Npo NporHo3oBaHy pi3HULIO HaBefeHa B
Tabnuui 3.

Ta6nuua 3. MporHo3oBaHa pisHMLA Ans metoay DBS (kaninspHa 11 BeHo3Ha KpoB) i nna3mu Ha pisHax LLoQ Ta ULoQ

BakaHuia piBeHb BipycHOro

HaBaHTa)keHHA MporHososaHa pizHuuA
MopiBHAHHA PiseHb (Log IU/mL) (Log IU/mL)
KaninspHa kpos DBS Ta nnasma LLoQ 2.66 0.24
uLoQ 8.00 -0.26
BeHo3Ha kpos DBS Ta nnasma LLoQ 2.66 0.15
uLoQ 8.00 -0.17
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Puc. 2. KaninapHa kpoe DBS i nnasva

KinbkicHa ouiHka ans kaninspHoi kposi Abbott HCV
DBS Capillary Quantitation (Log IU/mL)

10

a9

y=0.91x+ 048
r=0.843
K-CTb = 346

1 2 3 4 5 6 7

0 8 9
KinbkicHa ouinka ans nnasmu Abbott RealTime HCV Plasma

Quantitation (Log IU/mL)

10

Puc. 3.

BerosHa kpos DBS i nna3va

10

KinbkicHa ouiHka ans kaninspHoi kposi Abbott HCV
DBS Capillary Quantitation (Log IU/mL)

0.94 x + 0.31

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
KinbkicHa ouitka gnsa nnasmu Abbott RealTime HCV
Plasma Quantitation (Log IU/mL)
Puc. 4. KaninspHa 1 BeHosHa kpos DBS
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KinbkicHa ouiHka [ans BeHo3Hoi kposi Abbott HCV
DBS Venous Quantitation (Log IU/mL)
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Puc. 5. Kaninapra kpos DBS/nnasma

PisHnus: (Abbott HCV DBS, kaninspHa kpos — Abbott

RealTime HCV, nnaswva)

4 k-ctb = 346

CepepHsi noxubka -0.05
34
2]

o -
I I

R

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Abbott HCV DBS, kaninspHa kpos + Abbott RealTime HCV,
nnasma)/2

Puc. 6. BeHosHa kpos DBS/nnasma

PizHuus: (Abbott HCV DBS, BeHo3Ha kpoB
— Abbott RealTime HCV, nnasma)

44 k-cTb = 346

CepepHs noxubka -0.04
3]
2

o -
I I I |

R
Lo

34
47 T T T T
[ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Abbott HCV DBS, BeHo3Ha kpoB + Abbott RealTime HCV,
nnasma)/2
Puc. 7. KaninapHa/seHosHa kpos DBS
4 k-cTb = 345
CepepHs noxvbka -0.02
a3
2]
1 + P ey
Ly +++ . ++
+

Pisnuus: (Abbott HCV DBS, kaninspHa kpoB — Abbott

HCV DBS, BeHo3Ha KpoB)

i
|
|

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Abbott HCV DBS, kaninapHa kpos + Abbott HCV DBS,
BEHO3Ha KpoB)/2
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JOOATOK 1. OrnAQ NOAOBXXEHOrO BUKOPUCTAHHA PEAMEHTIB 1A AMMMIQIKALLII ABBOTT REALTIME BrC |
ABBOTT REALTIME HCV AMPLIFICATION REAGENT

Habip peareHTiB ania amnnidikauii Ta BHYTpilWHIN KoHTponb (BK) MoXHa BMKOpUCTOBYBaTH A0 ABOX pasiB. Habopw peareHTiB ang amnnidikauii,

AKi LLle HE BMKOPUCTOBYBANUCS Afs BUTOTOBMIEHHS MAaCTEP-MIKC, HAa3MBaIOTbCA HOBUMW Habopamy peareHTiB ans amnnidikauii. Habopu peareHTis
a8 amnidikawii, aKi BXe 6yno BUKOPUCTAHO Ta sKi MIiCTATb MiArOTOBNEHNI MacTep-MiKC, Ha3BalTbCA HEMOBHUMN Habopamun peareHTiB ans
amnnidikauii. [lonaTkosi BIGOMOCTi AMB. B Liil1 iHCTPYKLii i3 3acTOCyBaHHS.

YmoBwn 36epiraHHa (ana HaGopiB peareHTiB ana amnnigikauii Ta ¢prakoHiB BHYTPIlLHBOrO KOHTPOSIO)

Tun HaGopy Temnepartypa 36epiraHHs Yac 36epiraHHsa

HoBi Habopu -10°C abo Hmxue [lo pnaTtu, BKasaHin Ha eTukeTLi

HoBi BHyTpIiLLHI KOHTpONI -10°C abo Huxue o patu, BKasaHin Ha eTukeTui

HenoBHi Habopu -10°C abo Huxkue (i3 3axucTom Bif cBiTna) [o 14 gHiB nicns NepLoro BUKOPUCTaHHS

HenoBHi BHyTpiLWHi KOHTpONi -10°C abo Hmxue [o 14 gHiB nicns nepLIoro BUKOPUCTaHHS

®  AKWoO Ans KOHTPOMio KoHTaMiHaLii BukopuctoByeTbess UNG, poknagHi iHCTpyKLUIT AuB. y nyHkTax 25 i 32 npouenypu TeCTyBaHHs.

BubepiTb kombiHaLilo HoBMX Ta/abo
HEernoBHUX HabopiB AA NOCTAHOBKM.

HoBi HaGopu HenosHi Habopn

BuiimiTb HOBI Habopu 3
xonopgunbHuka (<-10°C).
Po3amoposbTe ix 3a Temneparypu
8in 2°C o 8°C abo sin 15°C
no 30°C.

/ﬂ/ -10°C

Y
Micns po3MopoXKyBaHHs
MOMICTITb X Ha 36epiraHHs 3a
Temnepatypu Bif 2°C po 8°C Ha
<24 nepep, BUKOPUCTAHHAM.

/H/B"C
2°C

IHinianizauis
Abbott m2000rt.

€ --------

3 MancTep-Mikcom, SKLLO
BUKOPUCTOBYETE BinbLue 1 Habopy.

v

A4

MpoBepaiTb 3abip 3paskiB. A 4
BuiimiTb HenoBHi Ha6opu 10°C
3HIMITb KpULLKMU. <t 3 X0n(C @ (<—10°C). /V
: Mepen BUKOpMCTaHHAM

1 ¢ nepekoHamnTechb,

WO mMacTep-mikc

3aBaHTaxTe Habopu. po3mMopoXkeHMiA.
T Hagpiitno BCTaHOBITb YCi \

< 60 XBUINH Habopwm (HernoBHi - niBopyy).
y .
3aBaHTaxTe npobipky < 25 xBuUnuH

=== 3anycTiTb Npoueaypy MaincTep-Mikcy. .
: JloueKanteca 3aBepLUeHHA NpoLeaypn MmancTep-mikcy. 1
. 1
- ;
® X

T v 3anevaraite MJIP nnaHweT :

< 50 xBUINH - < 50 xBANMH
1 3akpuiite KpuKamu 1
! HenoBHi Habopw, Wo 1
: BUKOPMCTOBYBaTUMyTbCA MepeHeciTb MNP 1
1 BApyre. nnadLweT Ao cuctTemu :
1 + Abbott m2000rt. 1
1 ¢ 1
-10°c ! 1
/ﬂ[ L MomicTiTb HenoBHi Habopn Ha PO3MOUHITb MPOTOKON 1
. o [ —

36epiraHHa 3a TeM'nepa'_rypw S_—19 C Abbott m2000rt. < v
(y saxmnweHomy Bif ceitna micui.)

Yrunisyrite nopoxHi
Habopu Ta HeMoBHi
Habopu nicns apyroro
BUKOPUCTAHHS.

e Habopu peareHTiB ana amnnidikauii, Lo NpuaaTHi 40 NOJOBXEHOrO BUKOPUCTAHHS, MOBUHHI MaTu 6-3HAUYHWI CEPINHUI HOMEP Haf, LUTPUX-KOLOM.

o HenoBHi Habopu peareHTiB A9 amnnidikaLlii MOXKHa BUKOPUCTOBYBATW BAPYre JIMLIE 3 Ti€lo 3 CUCTEMOIO, LLO i BrepLUe. IXHE BUKOPUCTAHHS 3
iHLIOIO cMCTEeMOIO NpuU3Beae A0 NMOMUIIKU 06pOBKY, L0 MOXEe NPU3BECTU [0 3aTPUMKU BUKOHAHHS NPoLEeaypu.

e HenoBHi 1 HOBI HabopU peareHTiB 419 amnidikaLii MOXHa BUKOPUCTOBYBaTY B KOMBiHaLi. Yci Habopy peareHTiB ang amnnidikauii, Wwo
BUKOPVICTOBYIOTHCA B CUCTEMI B MEXax OAHIET NpoLieaypy, MOBUHHI MaTW OAHAKOBWI HOMep napTii.
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Abbott RealTime HCV

Supplement for Dried Blood Spot (DBS)
(Huéng dan bé sung danh cho mau giot mdu khé)
|

LUU Y: Cac thay déi dugc to sang

Cac ky hiéu dugc dung trong tai liéu
va trén nhan san pham
S6 thuong mai toan cau
Ma san phdm
Thiét biy t& chan doan In Vitro

Thai gian téi da cho phép

Gidi han trén clia nhiét d6

Gigi han nhiét d6

Dai dién dugc Gy quyén & Cong déng chung Chau
Au/Lién minh chau Au

Nha san xuat hgp phap (Cha s& hiu)

B — Gk
1

DICHVU HO TRO KHACH HANG:

Tai Viét Nam: Lién lac véi dai dién ctia Abbott

Doc ky hudng dan nay trudc khi sir dung. Tuan theo cac huéng dan
trong tai liéu nay. Do tin cdy cla cac két qua xét nghiém sé khéng
dugc dam bao néu khong lam ding hudng dan trong tai liéu nay.
Tai liéu huéng dan sir dung nay bé sung cho tai liéu huéng dan st
dung cda xét nghiém Abbott RealTime HCV (M& san phdm: 4J86),
dung riéng cho mau mau kho (DBS).

LUU Y CHO NGUGI1 DUNG

Néu xady ra mot su c6 nghiém trong lién quan dén thiét bi, nén bao
cho nha san xuat va co quan quan ly tai dia phuong clia ngudi dung
va/hodc bénh nhan. D& bo cho nha san xuat, xem théng tin lién hé
dugc cung cap trong phan Dich vu hé trg khach hang hoac Hé trg ky
thuat cla tai liéu nay.

TEN SAN PHAM
Abbott RealTime HCV

MUC PiCH SU DUNG MAU DBS

Xét nghiém Abbott RealTime HCV la mét xét nghiém in vitro phan
Ung chudi truing hgp phién ma ngugc (RT-PCR) dé dinh lugng RNA
cta virus viém gan C (HCV RNA) trong mau toan phan dugc nhé trén
tam gidy tham thanh mau giot mau kho (DBS) (tic la mau mau ldy tu
tinh mach hodc mao mach) tit ngudi nhiém HCV. Xét nghiém Abbott
RealTime HCV dugc chi dinh dung dé hé trg quan ly cac bénh nhan
nhiém HCV dang diéu tri khang virus. Xét nghiém Abbott RealTime
HCV khéng dugc dung dé sang loc HCV & nhiing ngudi hién mau,
huyét tuang, huyét thanh hodc mé, hodc dé chan doan xac nhan
nhiém HCV.

NGUOI SU DUNG

Xét nghiém Abbott RealTime HCV dugc chi dinh st dung béi cac
chuyén gia phong xét nghiém.
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TOM TAT VA GIAI THICH XET NGHIEM

Virus viém gan C (HCV) la mét trong nhitng nguyén nhan chu yéu gay
ra cac bénh vé gan. C6 khoang 1,1% dan s6 nhiém viém gan C man
tinh' va khodng 700.000 ngudi chét méi ndm vi cac bénh gan lién
quan dén virus viém gan C.2 HCV la mét virus RNA sgi duang va dugc
lay truyén chu yéu do truyén thuéc qua tinh mach va cac san pham
ti mau. Khodng 55 dén 85% ngudi nhiém HCV phat trién thanh viém
gan man tinh, va c6 t&i 30% ngudi nhiém man tinh phat trién thanh
x0d gan.! Trong s6 cac bénh nhan xa gan, ty [é mac phai ung thu té bao
gan la 2 dén 4% hang nam.!

Pinh lugng mdc HCV RNA trong méu ngoai bién la théng sé can

thiét trong quén ly nhiéu phac d6 khang HCV khac nhau.513 Véi su ra
ddi cGa cac phéac d6 khang virus tryc ti€p, cac phuong phap diéu tri
nhiém HCV dugc cai thién dang ké. Muc tiéu clia cac phac d6 khang
HCV la dat dugc su dap (ing virus bén viing (SVR), dugc biéu hién la
lién tuc khéng phat hién HCV RNA .25 Viéc do ludng tai lugng virus
HCV da dugc dung dé ca nhan hoa thai gian diéu tri va liéu phap dap
ing diéu tri hodc dé xac dinh va tién doan su dap Uing virus bén viing
hoac khéng bén viing véi lieu phap khang virus.25

Pa s6 ganh nang HCV trén toan cau la tir nhiing quéc gia c6 thu nhap
thap va trung binh (LMIC).#Viéc xac dinh nhimg bénh nhan nhiém
HCV hoat dong rat han ché tai nhiing khu vuc c6 tr ngai vé nguén
Iuc nay. Mau toan phan thu thap dudi dang DBS c6 thé dugc dung
thay thé huyét thanh hodc huyét tuong dé xét nghiém HCV RNA. DBS
la mét phuong an kha thi, c6 thé loai bd nhiéu han ché vé hau can va
ky thuat lién quan dén viéc Idy mau huyét thanh va huyét tuong, xu
ly mau, bdo quan mau, va van chuyén mau. Huéng dan cia T6 chiic Y
té Thé giGi (WHO) vé xét nghiém Viém gan C bao gém nhiing khuyén
cao khi st dung DBS trong xét nghiém HCV tai nhitng khu vuc cé
nguén luc han ché.’4

Xét nghiém Abbott RealTime HCV dung mau DBS st dung cong nghé
phan (ing chudi trung hop phién ma ngugc (RT-PCR) két hgp véi phat
hién huynh quang déng nhat theo thai gian thuc dé dinh lugng RNA
clia HCV trong DBS. Viéc lya chon mot viing bao ton clia bd gen HCV
giup phat hién kiéu gen tur 1 dén 6. Xét nghiém dugc chuan hoa theo
Chudn quéc té 1an tha 2 ctia T6 chic Y té Thé gidi WHO danh cho RNA
ctia virus viém gan C (Ma NIBSC 96/798)1> va két qua duoc bao cao
theo don vi quéc té&/mL (IU/mL) hoac log 1U/ml.

CAC NGUYEN LY SINH HOC CUA QUY TRINH

Xét nghiém Abbott RealTime HCV danh cho DBS yéu cau 3 b6 thuéc

th

«  Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Thudc thut
khuéch dai)

«  Abbott RealTime HCV Control Kit (Mau ching)

«  Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Mau chuan)

Xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS st dung RT-PCR dé
tao ra san pham khuéch dai tir bd gen HCV RNA trong m&u DBS ngudi.
Cac budc clia xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS bao
g6m xut ly DBS tién phan tich, chudn bi mau, sdp x&p RT-PCR, khuéch
dai, phat hién, va bao cdo két qua. Xt ly DBS tién phan tich dugc thuc
hién bang Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit, trudc
khi nap mau lén hé thong Abbott m2000sp. Sau khi x{ ly DBS tién
phan tich, tat cd cac budc sau dé dugc thuc hién tu dong trén cac hé
théng Abbott m2000sp va Abbott m2000rt.

Tham khdo tai liéu hudng dan ctia xét nghiém Abbott RealTime HCV
(Ma sdn pham: 4J86) dé biét thém chi tiét chuan bi mau, sdp xép RT-
PCR, khuéch dai, va phat hién.



TINH NANG SU DUNG KEO DAI CUA THUOC THU
KHUECH DAI

Tinh ndng s dung kéo dai tuy chon cho phép cac bo thudc thir
khuéch dai va IC c6 thé dugc sir dung téng cong 2 lan. Cac bé thuéc
thr khuéch dai chira master mix da diéu ché c6 thé dugc bao quan day
nadp &-10°C hodc lanh han, va tranh anh sang, téi da 14 ngay trudc lan
st dung thit hai. Cac mau ching néi bo (IC) cé thé dugc bao quan day
ndp & -10°C hodc lanh hon trong t6i da 14 ngay trudc lan st dung tha
hai. Khéng nén st dung lan hai sau ngay hét han ctia thuéc thi.

Khai quat tinh nang st dung kéo dai dugc cung cap trong Phu luc 1
cla tai liéu hudng dan nay.

Trong tai liéu nay, bo thudc thir khuéch dai va IC chua st dung sé
dugc xem la méi (tdc 1a 1an dau st dung). Cac bé thudc thir khuéch dai
da qua mot lan st dung va chira master mix da diéu ché dugc xem la
b6 thudc thir khuéch dai mot phan. Cac 6ng IC da st dung mot lan sé
dugc xem la 6ng IC mét phan.

NGAN NGUA NHIEM ACID NUCLEIC

Tham kh3o tai liéu huéng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV
(Mé san pham: 4J86).

THUOGC THU

Tham kh3o tai liéu hudng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV
(Mé san pham: 4J86).

CANH BAO VA PE PHONG

Dung cho chan doan In Vitro

Xét nghiém Abbott RealTime HCV dung mau DBS khong dugc chi
dinh dé sang loc HCV trong mau, huyét tuang, huyét thanh, hodc mé
ngudi hién tang, hodc dung nhu xét nghiém chan doan dé xac nhan
nhiém HCV.

CAC PE PHONG VE AN TOAN

Tham kh3o tai liéu huéng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV
(Ma san pham: 4J86). Xét nghiém Abbott RealTime HCV dung

mau DBS chi dugc dung trén cac thiét bi Abbott m2000sp va

Abbott m2000rt.

DE PHONG DAC BIET

Pé phong khi xit Iy mau xét nghiém DBS

Xét nghiém Abbott RealTime HCV véi mau DBS chi dugc dung véi cac

méu mau toan phan hodc DBS da dugc xt ly va bao quan nhu da néu

trong phan THU THAP, BAO QUAN, VA VAN CHUYEN MAU BEN NOI

XET NGHIEM.

Tham khao tai liéu hudng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Ma san pham: 4J86).

Dé phong khi xtr ly, danh riéng cho méau DBS:

» Bao dam cac tdm gidy tham DBS da kho hoan toan trudc khi bao
quan trong tui c6 g6i chéng am. K&t qua xét nghiém sé khong
chinh xac néu thao tac nhé giot, lam khé, bdo quan va xdr ly tam
gidy khéng dugc thuc hién ding cach.

«  DEtranh nhiém chéo, ding mét dau pipet mdi cho méi mau DBS khi
day giot mau ra khoi tdm gidy DBS c6 rang cua. Néu dung tam gidy
DBS khéng rang cua, hay bdo dam dung cu dugc dung dé cat mau
mau khoé da dugc khir khuén trudc va sau khi tiép xiic mau DBS.

Khu vuc lam viéc

Khuyén cao chi dung hai khu vuc chuyén biét, Khu vuc chuan bi

mau va Khu vuc khuéch dai khi st sung thiét bi Abbott m2000sp

va Abbott m2000rt.

Tham khao tai liéu hudng dan ctia xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Ma san pham: 4J86).

Lay nhiém do khi dung

Tham khdo tai liéu huéng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Mé san pham: 4J86).

Su lay nhiém va su ttic ché

Tham khao tai liéu hudng dan ctia xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Ma san pham: 4J86).

Lay nhiém tir san pham khuéch dai chiia dU bén ngoai
Céc phong xét nghiém c6 chay hodc ting chay céc xét nghiém
khuéch dai HCV c6 bao gém quy trinh x{ Iy cac sdn pham khuéch dai
hau PCR c6 thé sé bi lay nhiém bai san phdm khuéch dai chia dU.
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Nhiing lay nhiém nhu vay cé thé khién két qué xét nghiém Abbott
RealTime HCV cho mau DBS khéng chinh xac. Tham khao phan Kiém
soat lay nhiém phong xét nghiém trong huéng dan st dung xét
nghiém Abbott RealTime HCV (M& san phdm: 4J86). Khi mau ching
am tinh c6 phan ting lién tuc hodc khi c6 kha nang xay ra lay nhiém
bai san phdm khuéch dai HCV chira dU, khuyén cao phong xét nghiém
st dung quy trinh kiém soat lay nhiém uracil-N-glycosylase (UNG) néu
quy trinh khit nhiém ctia phong xét nghiém khong thanh cong.
HUGNG DAN BAO QUAN

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Thuéc thir khuéch

dai) (Ma san pham: 4J86-90)

-10°C .  Khikhong st dung, bd thudc thir khuéch dai
/ﬂ[ Abbott RealTime HCV va cac 6ng IC méi va mét
phan phai dugc bdo quan & - 10°C hoac lanh hon.

Can than trong tach riéng bo thudc thir khuéch dai

Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Pack

dang dung, khéng dé ti€p xtc véi mau, mau chudn

va mau chung.

»  Saulan st dung dau tién, cac bo thudc thir khuéch
dai va IC mét phan phai dugc bao quan &-10°C
hodc lanh hon, day nép, thdng dung, va tranh anh
sang.

Néu dugc bao quan dung céch, cac b thubce thir
khuéch dai mét phan véi master mix da diéu ché
¢6 thé st dung dugc mét 1an nita trong vong 14
ngay ké tir ngay dung dau tién. IC cling c6 thé
dugc dung mét lan nira trong vong 14 ngay sau
khi ra déong, néu bao quéan day ndp & - 10°C hoac
lanh hon. Sau 2 1an duing, thai bé céc b thuéc thir
khuéch dai va IC mét phan. Khong nén st dung lan
hai sau ngay hét han clia thudc thar.

Abbott RealTime HCV Control Kit (M&u chiing) (Ma san pham: 4J86-80)
-10°C .«  Abbott RealTime HCV Negative (M&u chiing Am

tinh) va Positive Controls (M&u chiing Duong tinh)
phai dugc bdo quan & - 10°C hodc lanh hon.

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (M&u chuan) (Ma san phim: 4)86-70)

-10°C . MaAu chuin Abbott RealTime HCV Calibrator A va

Calibrator B phai dugc bao quan & - 10°C hodc lanh
hon.

DIEU KIEN VAN CHUYEN

Tham khao tai liéu huéng dan ctia xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Mé san pham: 4J86).

DAU HIEU THUOC THU KHONG ON PINH HOAC BI

HONG

Tham khao tai liéu huéng dan ctia xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Ma san pham: 4J86).

QUY TRINH THIET Bl

Chuong trinh xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS phai

dugc cai dat trén hé théng Abbott m2000sp va Abbott m2000rt tir

dia Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application

CD-ROM (Ma s&n pham 01L69-040 hoic cao hon) trudc khi thuc

hién xét nghiém. Tham khao Tai liéu van hanh Abbott m2000sp va

Abbott m2000rt, phan Hudng dan Van hanh dé biét théng tin chi tiét

cach cai dat chuong trinh xét nghiém.

THU THAP, BAO QUAN, VA VAN CHUYEN MAU PEN

NOI XET NGHIEM

Thu thap va bao quan mau xét nghiém

o DE& chuan bi mau DBS, stt dung mau trich dau ngén tay hodc mau
toan phan EDTA. M&u toan phan EDTA nén gilt trong diéu kién
nhiét d6 cé kiém soat sudt qua trinh bao quan va van chuyén (2°C
dén 8°C trong t&i da 48 gid, hodc nhiét dé phong khéng qué 30°C
trong t6i da 24 gio).

«  Mau toan phan EDTA ldy trong éng nén dugc tron ky bang cach
dado ngugc nhe nhang trudc khi nhé giot. Nho mau 1én cac
vong tron dudng kinh 12 milimet (1.5 inch) trén tdm gidy tham
Ahlstrom-Munktell TFN hodc Whatman 903, bdo dam mau pht hét
vong tron. Khuyén cao méi vong tron sit dung it nhat 70 pL mau
(xap xi 3 dén 5 giot mau) dé bao dam phu hét vong tron.



o DE&tam gidy kho tu nhién & nhiét d6 phong trong it nhat 3 gid.
Dong goi timg tam gidy tham vao tui dan miéng véi géi chéng am
(it nhat 2 dén 3 goi chéng am).

«  T&m gidy tham mau DBS c6 thé dugc bao quan trong diéu kién
nhu chi tiét trong bang bén dudi trudc khi ti€n hanh xét nghiém.

Bao quan tam gidy thim mau DBS

Piéu kién Théi gian bao quan téi da

2°C dén 30°C & d6 &m phong 18 tuan
<37°C & d6 4m phong 12 tuan
<45°C & d6 4m phong 8 tuan
<38°C 4 d6 4m cao (< 85%) 4 tuadn
-25°C dén -15°C & d6 4m phong 18 tudn
-70°C hodc lanh han & d6 4m phong 18 tuan

Van chuyén mau

Van chuyén mau xét nghiém theo nhiét d va thai gian bao quan

khuyén cdo néu trong phan Thu thap va Bao quan mau xét nghiém

bén trén. Boi véi cac chuyén hang trong nudc va qudc té, nén déng
g6i va dan nhan mau theo quy dinh cta tinh thanh, quéc gia va quéc
té€ vé van chuyén méau lam sang, chdn doan, hoac sinh hoc.

QuUY TRjNH XET NGHlEM ABBOTT REALTIME HCV

CHO MAU DBS

Nguyén vat liéu can thiét nhung khéng dugc cung cap

«  Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Thuéc thir
khuéch dai) (Ma sdn pham: 4J86-90)

«  Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Mau chuan)

(Mé san pham: 4J86-70)

o Abbott RealTime HCV Control Kit (Mau ching)
(Mé san pham: 4)86-80)

Dadi véi khu vuc chuan bi mau cho thiét bi Abbott m2000sp

o Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (Ma san
pham: 09N02-001)

« Hé théng Abbott m2000sp (Ma san pham: 09K14-01, 09K14-02)

«  Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Prep)

(Mé san pham: 04J70-24)

«  Pipet chinh xac da hiéu chuan c6 kha nang hat tir 20 dén 1000 pL
(C6 thé can dung Pipet chinh xac da hiéu chuan c6 kha ning hat
<20 pL néu dung UNG.)

« Dau pipet c6 chdn khi dung dung cho pipet 20 dén 1000 pL (Co
thé can dung dau pipet ¢ chdn khi dung c6 kha nang hit <20 uL
néu dung UNG.)

o May lac tron (Vortex mixer)

«  Ong Master mix (Ma san pham: 04J71-80)

« Dia giéng sau Abbott 96-Deep Well Plate (Ma san pham: 04J71-30)

o C8c chira thudc thtr 5 mL (Ma san phdm: 04J71-20)

e C6c chira thudc thir 200 mL (Ma san pham: 04J71-60)

« Dia phan Ung Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (Ma san
pham: 04J71-70)

« Mang dan dia phan ting Abbott Optical Adhesive Covers (Ma san
pham: 04)71-75)

« Dung cu dan mang Abbott Adhesive Cover Applicator (Ma san
phdm: 9K32-01)

« D& ds Abbott Splash-Free Support Base (Ma san pham: 9K31-01)

«  Abbott RealTime HCV m2000 System ROW Combined Application
CD-ROM (Ma s&n pham: 01L69-040 hoéc cao hon)

« m2000 System 13mm DBS-PoST Set (Ma san phdm: 09N03-001)

« N&p 15 mm dung cho cac éng 1,4 mL (Ma san pham: 03N20-01)
(khong bat buéc)

«  Uracil-N-glycosylase (UNG)2 (Ma san pham: 6L.87-02)

@ Néu can, tuan theo phan Lay nhiém tir san pham khuéch dai chira dU bén

ngoai cla tai liéu hudng dan st dung (IFU) nay.

Dadi véi Khu vuc Khuéch dai ctia thiét bi Abbott m2000rt

«  Thiét bi Abbott m2000rt (Ma san pham: 9K15-01)

«  Abbott RealTime HCV m2000 System ROW Combined Application
CD-ROM (Ma san pham: 01L69-040 hodc cao hon)

«  BO hiéu chudn quang hoc Abbott m2000rt Optical Calibration Kit
(Mé san pham: 04J71-93)
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Cac nguyén vat liéu khac
o Cactdan toan sinh hoc da dugc phé duyét c6 thé st dung véi cac
vat liéu lay nhiém
«  Tui dan miéng dung cho tam gidy tham DBS
«  G6i chéng dm dung cho tdm gidy tham DBS
« Tam gidy thdm Ahlstrom-Munktell TFN va/hodc Whatman 903
«  Taidan miéng dung dé thai bo dia phan tng 96 giéng
«  Nudc khéng nhiém RNase (Eppendorf hoic tuang ducng)®
«  Ong vily tam muic sinh hoc phan tir 1,7 mL (Dot Scientific, Inc.
hodc tuong duong)P
«  Queldy miu dau bong (Puritan hoéc tuang duong)P
b Luuy: 3 vatliéu nay dugc sit dung trong quy trinh Kiém soat lay nhiém
phong xét nghiém. Tham khao phan QUY TRINH KIEM SOAT CHAT
LUGNG ctia xét nghiém Abbott RealTime HCV (Ma san pham: 4J86).

Pé phong khi thuc hién quy trinh

«  Docky hudng dan trong tai liéu nay trudc khi xdr ly mau.

o C6thé strdung cac thudc thir khuéch dai va IC t8i da 2 lan,
nhu mo ta trong tai liéu nay. Abbott RealTime HCV Calibrators,
Negative Control, Low Positive Control, va High Positive Control
dugc chi dinh chi dung mét lan va nén dugc thai bo sau khi st
dung.

«  Strdung dau pipet c6 chan khi dung hodc pipet dung mét lan chi
1 1an khi hat mau xét nghiém hodc IC. D& ngan ngtfa gay nhiém
nong pipet trong khi hat, nén cdn trong tranh dé nong pipet
cham vao bén trong 6ng dung mau hay vat chra mau. Khuyén
cdo stirdung cac dau pipet néi dai cé chan khi dung.

« Cac quy trinh theo déi su ton tai clia san pham khuéch dai c6 thé
xem trong phan QUY TRINH KIEM SOAT CHAT LUGNG.

« DE&gidm nguy ca nhiém acid nucleic, can lam sach va khr khuan
khi bi roi vai cac mau xét nghiém bang cac chat diét truc khuan
lao, nhu natri hypochlorite 1,0% hoéc cac chat diét khuan phu hgp
khac.

«  Abbott RealTime HCV Calibrators va Controls phai dugc chay cung
VGi cac mau sé xét nghiém. Viéc st dung Abbott RealTime HCV
Controls (mau ching) va Calibrators (mau chudn) la khéng thé
thiéu trong viéc thuc hién xét nghiém Abbott RealTime HCV. Tham
kh&o phan QUY TRINH KIEM SOAT CHAT LUONG.

«  Quy trinh thém Master Mix Abbott m2000sp phai dugc khai dong
trong vong 1 gid sau khi hoan thanh chuan bi mau.

«  Néu Quy trinh thém Master Mix Abbott m2000sp bi huy, thai bo
cac thudc thir khuéch dai dang dugc dung lan hai. Cac bo thudc
th&r mai dang dugc dung lan dau c6 thé dugc gitt lai va bao quan
dé dung lai sau nhu mé ta trong tai liéu nay.

« Quy trinh Abbott m2000rt phai dugc bat dau trong vong 50 phat
sau khi khai dong Quy trinh thém Master Mix. Néu quy trinh chay
trén Abbott m2000rt khéng dugc bat dau trong vong 50 phut,
hodc bi gian doan hodc huy b, can dan kin dia phan ting Abbott
96-Well Optical Reaction Plate trong mét tui nhya c6 thé dan
miéng va thai bd theo hudng dan trong Hudng dan van hanh
Abbott m2000rt cing véi cac gang tay da st dung dé xur ly dia.
QUAN TRONG: Thudc thit khuéch dai sé dugc sir dung lan thi
hai phai dugc bao quan & -10°C hoac lanh hon trong vong 50
phut sau khi bat dau quy trinh thém master mix.

QUY TRINH XET NGHIEM: CAC MAU DBS DUNG THIET
BI ABBOTT m2000sp VA ABBOTT m2000rt

DE biét mé ta chi tiét cach thuc hién quy trinh thiét bi

Abbott m2000sp va Abbott m2000rt, tham khdo Huéng dan van hanh
Abbott m2000sp va Abbott m2000rt, phan Hudng dan van hanh. Quy
trinh DBS yéu cau Abbott m2000sp v&i Phan mém Phién ban 6.0 trg
|én. Thuc hién theo Hudng dan van hanh Abbott m2000sp (Ma san
pham 09K20 Phién ban 6 trd |én).

Téng cong 96 mau cé thé dugc xtt ly trong méi lan chay. M6i lan

chay phai bao gém moét mau chiing am tinh Abbott RealTime HCV
Negative Control, mét mau chiing ducng tinh néng dé thap Abbott
RealTime HCV Low Positive Control va mét mau chimng duong tinh
néng do cao Abbott RealTime HCV High Positive Control, vi vay méi
lan chay sé c6 t6i da 93 mau xét nghiém DBS dugc xtt ly khi khéng co
mau chudn. Xt ly mau chudn va mau ching truc ti€p nhu mau dich
16ng; tir budc 1 dén budc 5 chi danh cho DBS. Khéng xut Iy mau huyét
tuong hoac huyét thanh trén bat c 1an chay nao ¢é st dung quy trinh
DBS. DGi véi tiing mau DBS, nén st dung mot 6ng Abbott master Mix
cho toan bé quy trinh xt ly mau. Bdo ddm mau DBS dugc dan nhan
trong sudt qua trinh xa ly.



1.

Cho vao 6ng Abbott master Mix 1,3 mL dém mDBS ti bd

Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit (Ma san pham:
09N02-001).

LUU Y: Khéng dung dém ly giai mLysis Buffer hodc bat cu
thudc thi nao khac cho buéc nay.

Gilr tdm gidy tham DBS rang cua bén trén 6ng Abbott master Mix.
Dung mot dau pipet sach ddy vong tron DBS ra khoi tdm gidy, méi
vong DBS day vao mét 8ng Abbott Master Mix. M&i DBS nén cé
dudng kinh xap xi 12 milimet (1.5 inch).

LUU Y: DUNG Mf);l: PAU PIPET MGI CHO TUNG MAU DBS PE
NGAN NGUA NHIEM CHEO.

Hodc, tir cac tam gidy DBS khong rang cua, cat ra 1 vong tron DBS
(dudng kinh xap xi mét inch rudi) cho tiing mau va chuyén vao
mot 6ng Abbott Master Mix.

LUU Y: Tranh ti€p xuc truc tiép bé mat cit véi mau DBS. Khir
khuan dung cu dung dé cat DBS giita cdc mau néu can theo cac
Thuc hanh GLP.

Bao dam vong tron DBS ngap han trong dém mDBS béng cach go
nhe lén 6ng hodc dung mét dau pipet sach ddy DBS vao dém.
LUU Y: Néu dung dau pipet dé day DBS vao dung dich, can bao
dam dau pipet khéng lam hao hut thé tich @ém DBS do dinh
vao dau pipet va/hodc do dém thdm vao mang loc dau pipet.
Dung tay lac hodc xoay cac 6ng mau. Khéng dung may lac tron
mau. U trong 30 phut (+2 phut) & nhiét d6 phong.

Déng thai, ra déng cdc mau chiing va IC & 15°C dén 30°C hoac tir
2°C dén 8°C. Chi ra dong mau chuan & 15°C dén 30°C hoac tur 2°C
dén 8°C néu c6 thuc hién chay hiéu chuan.

LUU Y: Sau khi ra ddng, mau chitng xét nghiém, IC méi, va mau
chuan c6 thé dugc bao quan & 2°C dén 8°C trong tdi da 24 gid
trudc khi dung.

Trudc khi st dung, lac tron méi mau chuin va mau ching 3 1an

tr 2 dén 3 gidy. Dam bao céc thanh phan trong timg 6ng da lang
hét xudng day bang cach gé nhe 8ng xuéng mat ban dé dua chat
16ng xudng day 6ng. Bao dam khéng tao bong khi hodc bot; Néu
c6, dung dau pipet vo trung loai bd, dung dau pipet mai cho tiing
ong.

Ra déng cac thudc thir khuéch dai tir 15°C dén 30°C hodc tir 2°C
dén 8°C va bdo quan & nhiét dé tur 2°C dén 8°C cho dén khi can
thuc hién quy trinh master mix khuéch dai.

Chon cac bo thudc thir khuéch dai méi va/hodc mét phan sé
dugc dung trong lan chay. Tham khdo Hudng dan van hanh
Abbott m2000sp (Ma san phdm: 09K20 phién ban 6 hodc cao hon),
phan Hudng dan Van hanh, dé dugc huéng dan déi véi viec quan
ly thuc thir con ton. Cac bo thudc thi khuéch dai phai co cung s6
16. Ra dong cac thudc thir khuéch dai méi & 15°C dén 30°C hodc tur
2°C dén 8°C va bdo quan & nhiét dé tir 2°C dén 8°C cho dén khi can
thuc hién quy trinh master mix khuéch dai.

LUU Y: Sau khi ra dong, bao quan cac thudc thir khuéch dai
mdi & 2°C dén 8°C trong vong 24 gi& néu khéng dugc st dung
ngay. KHONG nén bao quan cac b thudc thit khuéch dai mot
phan sé dugc st dung lan thit hai & 2°C dén 8°C trudc khi sit
dung. Nén bao quan cac bo thudc thit nay & - 10°C hodc lanh
hon cho dén khi can dung dé thém master mix. Khi 13y ra khéi
ta dong, khong nén dé & nhiét do6 phong qua 25 phat, tinh ca
thai gian l1ay bd thudc thir ra khéi noi bao quan nhung chua

st dung. Néu qua 25 phuit, phai thai bé nhitng bé thuéc thir
khuéch dai mét phan dé.

Bang sau day thé hién sé lugng thudc thit chuén bi mau va éng IC can

dung dua trén sé lugng phan tng.

Cac yéu cau vé thuéc thi chuan bi mauva I

1dén24 25dén48 49dén72 73 dén96
Thuéc thi phaning phaning phaning phaning
mMicroparticles 1 chai 2 chai 2 chai 2 chai
mLysis 1 chai 2 chai 3 chai 4 chai
mWash 1 1 chai 2 chai 3 chai 4 chai
mWash 2 1 chai 2 chai 3 chai 4 chai
DPém mElution 1 chai 2 chai 3 chai 4 chai
Mau chingndéi  16ngméi 16ngméi 26ngméi 2 6ng méi
bé2 hodc 16ng hodc26ng hodc36éng hodc4 6ng

mot phan métphan mét phan mét phan

a (4 thé sirdung két hgp 6ng IC méi va mét phan.
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0. Nhe nhang dao ngugc cac chai Abbott mSample Preparation dé
bao dédm dung dich déng nhat. Néu quan sat thdy tinh thé & bat
U chai thudc thir nao khi ma, can dé thudc thi can bang & nhiét
d6 phong dén khi tinh thé bién mat. Khong sir dung thudc thir
cho dén khi tinh thé tan hét.

1. Trudc khi st dung, 3¢ tron ting 6ng IC 3 1an tir 2 dén 3 giay.

2. Dung mét PIPET DANH RIENG CHO MAU CHUNG NOI BO chinh

xac da hiéu chuan dé thém 500 pL IC vao tiing chai dém mLysis.

Tron bang cach ddo ngugc chai nhe nhang 5 dén 10 1an dé giam

thiéu tao bot. C6 thé déng nép lai va bdo quéan cac 6ng IC mot

phén & - 10°C hoac lanh hon dé€ dung 1an thi hai.

D&t mau chiing duang tinh néng do thap va cao, mau chiing am

tinh, mau chuan, néu c6 dung, vao gid mau Abbott m2000sp.

3.

4. Sau khi hoan tat 0, dung tay lac hodc xoay cac 6ng mau DBS va sau

dé dat vao cac gia mau Abbott m2000sp.

LUU Y: Bdo dam gia mau Abbott m2000sp da dugc xac dinh chinh
xac dung cho quy trinh Abbott RealTime HCV cho mau DBS.
Cé8n than nap céc gia mau dé tranh vang tung toé. Néu dugc st
dung, ma vach trén nhan éng phai hudng vé phia may quét. Bdo
dam méi 6ng dugc dat an toan trong gia mau sao cho phan day
6ng cham dén phan day trong cla gia.

5.

6. Nap cac gia dung mau da lam day vao Abbott m2000sp & cac vi
tri gid mau lién ti€p nhau, véi gia dau tién ndm xa nhét & phia bén
phai ctia khu vuc lam viéc, va cac gid tiép theo & bén trai cla gia
thu nhat.

Dét cac 6ng phan ting 5 mL vao gia dung 6ng 1 mL cla thiét bj
Abbott m2000sp.

Nap thuéc thir Abbott mSample Preparation System va dia Abbott
96 Deep-Well Plate 1én khu vuc xtt ly cia Abbott m2000sp nhu
dugc mo ta trong Hudng dan van hanh Abbott m2000sp, phan
Huéng dan Van hanh.

Tu man hinh Protocol, chon chuong trinh HCV RNA DBS. Khéi
déng quy trinh chiét tdch mau theo mé ta trong Huéng dan van
hanh Abbott m2000sp, phan Huéng déan Van hanh.

Nhéap gia tri néng dé cia 16 mau chuan (can nhap néu chua c6
dudng cong hiéu chuan luu trén Abbott m2000rt) va mau chiing
vao man hinh Sample Extraction: Worktable Setup, Calibrator and
Control. Cac gia tri theo 16 dugc néu rd trong tiing Phiéu thong tin
mau chudn va mau chiing cGia Abbott RealTime HCV.

. Quy trinh thém Master mix ciia Abbott m2000sp (budc 28) phai
dugc khai dong trong vong 1 gid sau khi hoan thanh Chuén bi
mau.

LUU Y: Thay gang tay truéc khi xt ly thuéc thir khuéch dai.
Sau khi hoan tat chuan bi mau, nap cac thuéc thir khuéch

dai va 6ng master mix (néu can) lén khu vuc lam viéc ctia

Abbott m2000sp. Bang sau mo ta s6 lugng b thudc thir khuéch
dai dua trén sé lugng phan ting. Néu chi dung 1 b6 thuéc thir
khuéch dai, khong can dung 6ng master mix.

7.

8.

9.

0.

—_

2.

Yéu cau bo thudc thir khuéch dai®

1dén24 25 dén 49 dén 72 73 dén 96
phan ting 48 phan iing phan ting phan ting

1 b6 méi; 2 b6 méi; 3 bo méi; 4 bo méi hodc
t6i da 4 bo t6i da 4 bo t6i da 4 bo mot phan
mot phan mot phan mot phan

2 Tham khdo Hudéng dan van hanh Abbott m2000sp (M4 san pham: 09K20
phién ban 6 hodc cao hon) dé biét hudng dan quan ly tén kho dé xac dinh
s6 lugng phan tng téi da c6 thé xtt ly vai nhiing b thudc thir mot phan
dugc chon.

« Céc b thuéc thit khuéch dai mét phan chi cé thé dugc st dung
trén cling thiét bi Abbott m2000sp da dung cho lan chuan bi
thuéc thir dau tién. St dung bd thudc thirlan thi hai trén mot
thiét bj khac c6 thé sé bj 16i, khi€n qua trinh chay xét nghiém bj
tri hoan.

Céac bo thudc thir khuéch dai mét phan va mai c6 thé dung
chung véi nhau.

QUAN TRONG: Céc b thudc thi khuéch dai mot phan nén
dugc bao quan & -10°C hoac lanh hon cho dén ngay trudc khi
bét dau dung 1an thu hai. Xac nhan master mix da ra dong
trudc khi dat (cac) bd thudc thir mot phan vao hé théng xi ly
trén Abbott m2000sp. Sau khi I3y ra khéi ta déng - 10°C hoac
lanh hon, phai sit dung cac bé thudc thir khuéch dai mét phan



sé dung lan thi hai trong vong 25 phit, néu khéng phai thai

bé. Yéu cau nay ap dung cho téng théi gian & trong nhiét do

phong, bao gém cac truéng hop da ldy thudc thir ra khéi ta
dong nhung khong dung.

23. Trudc khi mé thudc thir khuéch dai, can dam bao céac thanh phéan
clia thudc thi nam & day 6ng bang cach goé nhe cac 6ng xudng
ban & vi tri thdng ding 5 dén 10 lan.

« Khong g6 bo thudc thir khuéch dai mot phan sé duge dung lan
hai. Viéc d6 c6 thé lam that thoat thé tich master mix vi day vao
nédp 6ng.

24. Thao ndp. Néu bo thudc thir khuéch dai mai sé dugc lan dung thi

hai, can phai déng ndp céc 6ng lai dé€ bao quan. Néu dinh st dung

lai ndp ban dau cia 6ng thudc tha, thi gilr lai ndp ban dau. Néu
dinh st dung ndp mai dé€ day 8ng thudc thi, thi thai bd ndp ban
dau.
Néu uracil N-glycosylate (UNG) dugc dung dé kiém soat lay
nhiém, lam theo cac huéng dan sau.

25. St dung PIPET DUNG RIENG CHO THUGC THU dé thém mat lugng
nhat dinh ctia UNG 1U/pL (M& san pham: 6L.87-02) vao éng thuéc
thir & vi tri 3 clia cac bd thudc thir khuéch dai méi va mét phan.

Tron déu thu cong bang cach hut Ién xuéng nhe nhang doi véi tat

¢ cac bd thudc thir mot phan. Khéng tron cac b thudce thir méi.

« Dung bang bén dudi dé€ xac dinh thé tich UNG dugc cho vao
6ng thudc thir & vi tri 3 ctia cac bd thudc thir khuéch dai mai
va mot phan. Ong thudc thir & vi tri 3 cia mot bo thude thi
khuéch dai méi chiia enzyme Thermostable rTth polymerase.
Ong thudc thir & vi tri 3 clia bo thudc thi khuéch dai mot phan
chira master mix.

Thé tich UNG sé dugc cho vao Ong thuéc thir & vi tri 3 cla tiing
bé thuéc thir khuéch dai

$6 lugng xét nghiém con laitrongbd Thé tich UNG thém vao (uL)

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (bd méi) 27

LUU Y: Thé tich UNG dugc cho vao ng thudc thir & vi tri 3 phu
thudc vao sé lugng xét nghiém con lai trong bé thuéc thir,

khéng phai sé lugng mau sé dugc chay. Tham khao Huéng dan

van hanh Abbott m2000sp dé biét nhitng huéng dan ddi véi
viéc quan ly thudc thit khuéch dai con tén va cach xac dinh sé
lugng xét nghiém con lai trong b thudc thir.

26. Cac bo thudc thir khuéch dai mét phan dugc nap vé bén trai
cla cac bd thudc thir khuéch dai mai trén khu vuc lam viéc ca
Abbott m2000sp.

27. Bdo ddm céac bd thudc thir khuéch dai dugc dat chéc chan trén
thiét bi.

163

28.

29.

30.

3

iy

32.

33.

34.

Chon dia giéng sau phu hgp véi quy trinh chiét tach chuadn

bi mau. Khéi dong Quy trinh thém Master Mix trén thiét bi

Abbott m2000sp. Tuan theo hudng dan mo ta trong Huéng dan

van hanh Abbott m2000sp, phan Hudng dan Van hanh.

LUU Y: Nguwi van hanh khéng dugc tu lam day bat ci giéng

tréng/chua day nao trong dia phan ting Abbott 96-Well

Optical Reaction Plate.

« Sau khi hoan thanh chiét tach mau, Abbott m2000sp sé tu dong
lam day céc giéng tréng trong dia phan (ing Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate bang dung dich d&ém mElution khi co
hon 48 mau dugc xt ly trong moét lan chay. Viéc lam day dia sé
khong dugc thuc hién cho nhimng lan chay c6 48 mau hodc it
hon.

« Néu thiét bj yéu cau, gilt nguyén vi tri clia Reagent Carrier 2, c6
it nhat céc thudc thir cho dém mElution (Reagent Carrier 2, vj tri
6). Néu cOc thudc thir nay da dugc lay ra, thi dat mét céc thudce
thr méi c6 nhan dém mElution vao Reagent Carrier 2, vi tri 6.
Dung dich hé théng sé dugc thém vao c6c thudc thirva dung
dé lam day cac giéng tréng. Sau khi hoan tat qua trinh nay, hé
thong sé tiép tuc thém master mix.

LUU Y: Tham khao huéng dan sit dung tinh ning tu dong lam

day dia trong Huéng dan van hanh Abbott m2000sp (Ma san

pham: 09K20 phién ban 6 hoic cao hon), phan 5, Huéng dan

Van hanh, Chiét tach mau-Ché dé déng.

«  Quy trinh Abbott m2000rt (budc 33) phai dugc bat dau trong vong
50 phut sau khi bat dau quy trinh Thém master mix (Budc 28).

LUU Y: Néu lan chay bi huy bé vi bat cirly do gi sau buéc

28, phai dung mét dia Abbott 96-Well Optical Reaction

Plate méi néu phai chay lai quy trinh thém Master Mix ciia
Abbott m2000sp (budc 28).

Bat va khdi dong Abbott m2000rt trong khu vuc khuéch dai.

LUU Y: Abbott m2000rt can 15 phut dé khéi dong.

LUU Y: Thao ging tay truéc khi quay lai Khu vic chuédn bi mau.
Dan kin dia phan ting quang hoc Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate sau khi thiét bi Abbott m2000sp hoan thanh thém mau va
master mix theo Huéng dan van hanh Abbott m2000sp, phan
Huéng dan Van hanh.

. Bét dia phan ing quang hoc da dan kin vao dé d& Abbott Splash-

Free Support Base dé chuyén sang thiét bi Abbott m2000rt.
Néu dung uracil N-glycosylase (UNG), lam theo cac huéng dan sau:

Chuyén dia phan (ing quang hoc da dén kin sang Abbott
Splash-Free Support Base va G & nhiét dé phong (15°C dén 30°C)
trong 10 phat. Sau khi G & nhiét d6 phong, chuyén dia phan ting
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate trén Abbott Splash-free
Support Base sang thiét bi Abbott m2000rt.

Dat dia phan Ung quang hoc Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate vao thiét bi Abbott m2000rt. TU man hinh Protocol, chon
chuong trinh HCV RNA DBS. Khé&i dong quy trinh nhu mo ta trong
Hudng dan van hanh Abbott m2000rt, phan Hudng dan van hanh.
LUU Y: Khuyén céo tao Iénh xét nghiém théng qua dia CD-ROM
hodc mang két néi véi cac tinh ning xuat va nap cia phan
mém m2000sp va m2000rt. Néu tao Iénh Abbott m2000rt thi
cong, nhap ID méu ting véi cac vi tri trén khay PCR dua theo 6
“Wells for Selected Plate”, trén man hinh chi tiét cia “PCR Plate
Results” trén Abbott m2000sp. Xem Phan 5 ctia Huéng dan véan
hanh Abbott m2000sp.

Néu bo thudc thir khuéch dai mot phan da chuan bi sé duoc su
dung lan thi hai, ddng nédp 3 éng thudc thir bang nédp da git lai
hoéc dung ndp mdi (Ma san phdm: 3N20-01) va bdo quén thuéc
th ngay lap tuc & -10°C hodc lanh hon, tranh dnh sang, va & vi

tri thdng ding. Thai bo tat cd cac bo thudc thir khuéch dai da st
dung hét hodc da sir dung hai lan.

QUAN TRONG: Thudc thir khuéch dai sé dugc sif dung 1an thi
hai phai dugc bao quan & -10°C hoac lanh hon trong vong 50
phut sau khi bat dau quy trinh thém master mix.

QUY TRINH HAU XU LY

1.

2.

Ldy dia Abbott 96-Deep Well Plate ra khoi khu vuc lam viéc va thai bo
theo hudng dan trong Hudng dan van hanh Abbott m2000sp.

DE& dia phan (ing Abbott 96-Well Optical Reaction Plate trong mot
tai nhya dan kin va thai bo theo huéng dan trong Hudng dan van
hanh Abbott m2000rt cing véi gang tay dung dé x( ly dia.



3. Lam sach dé d& Abbott Splash-Free Support Base trudc khi st
dung lai, tham khao Huéng dan van hanh Abbott m2000rt.

QUY TRINH KIEM SOAT CHAT LUONG

Hiéu chuan Quang hoc thiét bi Abbott m2000rt

Tham khao tai liéu hudng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Méa san pham: 4J86).

Hiéu chuan xét nghiém

Tham khao tai liéu huéng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Ma san pham: 4J86).

D0i véi xét nghiém méu DBS bang Abbott m2000sp va

Abbott m2000rt: Sau khi da dugc chap nhan va luu, dudng cong hiéu

chudn Abbott RealTime HCV c6 thé dugc dung trong 6 thang. Trong

thdi gian nay, tat cd cdc mau sau d6 cé thé dugc xét nghiém ma khéng

can hiéu chuan thém, trir khi:

« St dung 16 Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit mdi.

e St dung |6 Abbott mSample Preparation System (4 x 24 Prep) méi.

o Cai dat mot chuong trinh xét nghiém Abbott RealTime HCV RNA
DBS mdi.

Phat hién tic ché

Tham khao tai liéu hudng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV

(Ma san pham: 4J86).

Méu chitng Am tinh va Duong tinh

Tham khao tai liéu hudng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV
(Mé san pham: 4J86).

Kiém soat lay nhiém phong xét nghiém

Tham khao tai liéu huéng dan cta xét nghiém Abbott RealTime HCV
(Mé san pham: 4J86).

KET QUA CHO MAU DBS

Cac két qua néng dé mau DBS dugc béo cdo tirlan chay quy trinh
Abbott m2000rt DBS dai dién cho néng do HCV trong huyét tuong
clia mau mau toan phan da dung dé tao ra mau DBS. Thiét bj

Abbott m2000rt tu dong béo cao két qua trén man hinh lam viéc ctia
Abbott m2000rt. Cac két qua xét nghiém dugc bao cao theo don v lU/mL
hoac Log IU/mL.

Dién gii két qua
Két qua Dién giai
Not detected Khong phat hién dich

<2.66 Log IU/mL2
2.66 to 8.00 Log IU/mL
>8.00 Log IU/mL

Phét hién dugc

>ULQP

2 462 1U/mL
b ULQ = gidi han dinh lugng trén

GIOI HAN CUA QUY TRINH

«  DUNG CHO CHAN DOAN IN VITRO

«  DE&co hiéu nang t8i uu cla xét nghiém nay can thu thap, bdo
quan, va van chuyén méu ding cach (tham khao phan THU THAP,
BAO QUAN, VA VAN CHUYEN MAU DEN NOI XET NGHIEM cuia
tai liéu nay).

« Cac mau mau toan phan thu thap trong 6ng EDTA c6 thé dugc
dung dé xét nghiém véi Abbott RealTime HCV dung cho DBS. Viéc
st dung cac chat chéng dong khac van chua dugc danh gia dung
véi xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS.

« Chinhan su da dugc dao tao cac quy trinh xét nghiém chan doan
sinh hoc phan tir va Hé théng Abbott m2000 mai dugc phép sur
dung xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS.

o Cac thiét bi va quy trinh xét nghiém gidm thiéu nguy cc lay nhiém
do s&n pham khuéch dai. Tuy nhién, nhiém acid nucleic ti cac
mau chuin, mau chiing duang tinh, hodc mau xét nghiém phai
dugc ki€ém soat bang nguyén tac Thuc hanh tot phong xét nghiém
(GLP) va c&n than tuan thi cac quy trinh dugc néu cu thé trong tai
liéu nay.

«  Clng nhu bat ky xét nghiém chin doan nao khac, két qua cé dugc
tUr xét nghiém Abbott RealTime HR HCV cho mau DBS nén dugc
dién gidi két hgp vai cac phat hién khac trén lam sang va trong
phong xét nghiém. Mét mau xét nghiém co két qua “Not Detected”
(khéng phat hién) khéng dugc xem la am tinh véi HCV RNA.
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o Viécldy mau, lam khd, bdo quén va x{r ly tdm gidy DBS néu khéng
dugc thuc hién ding cach sé khién két qua xét nghiém khéng
chinh xac.

o Cothé dung tdm gidy DBS clia hang Ahlstrom-Munktell TFN va
Whatman 903. Viéc sit dung céc loai gidy tham khac chua dugc
danh giad dung véi xét nghiém Abbott RealTime HCV.

DACDIEM HIEU NANG CU THE CHO CAC MAU DBS

Gidi han phat hién (LoD)

LoD cua xét nghiém Abbott RealTime HCV la 462 IU/mL v&i loai mau

DBS. LoD da dugc xéac dinh bang cach xét nghiém cac mau DBS dugc

diéu ché bang mét loat mau pha loang ctia Chuan quéc té HCV RNA

clia WHO pha loang trong mau toan phan am tinh HCV. Xét nghiém
ting néng do HCV RNA dugc thuc hién véi 4 16 thudc thir khuéch dai
trong 3 ngay. Két qua, dai dién cho hiéu nang dé nhay phan tich cda
xét nghiém Abbott RealTime HCV cho méu DBS, dugc tom tat trong
Bang 1.

Bang 1. Gidi han phat hién (LoD) clia Abbott RealTime
HCV cho mau DBS

HCV RNA S6lugngmau  Sélugng mau % dugc phat
(IU/mL) dugc xét nghiém duogc phat hién hién

500 84 83 929

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

Phan tich xac suat dit liéu (Probit analysis) xac dinh rang néng d6
HCV RNA trong mau mau khé dugc phét hién véi xac suat 95% la

462 1U/mL (khoang tin cay 95% la tir 381 dén 593 IU/mL).

Khoang tuyén tinh

Gidi han dinh lugng trén (ULQ) ctia xét nghiém Abbott RealTime HCV
la 100 triéu IU/mL va gidi han dinh lugng duéi tuong duong LoD

(462 IU/mL) cho mau DBS. Mot dan mau DBS gobm 7 ndng d6 dugc
diéu ché bang HCV armored RNA pha loang thanh cac néng dé tu
200 triéu IU/mL dén 316 IU/mL trong mau toan phan am tinh HCV. Két
qua, dai dién cho do tuyén tinh clia xét nghiém Abbott RealTime HCV
cho mau DBS, dugc thé hién trong Hinh 1.

Hinh 1. D6 tuyén tinh cta xét nghiém Abbott RealTime
HCV cho mau DBS

y=1,03x-0,08

1r=0,999
n=283

RealTime HCV DS (Log IU/mL)

¥ T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
No6ng d6 muc tiéu (Log 1U/mL)

Xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS cho thay cé tuyén
tinh trong khodng n6ng d6 HCV RNA dugc xét nghiém (316 dén

200 triéu IU/mL, 2,5 dén 8,3 Log IU/mL).

bo dac hiéu

DO dac hiéu muc tiéu clia xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau
DBS 16n hon hodc bang 99,5%. D6 dac hiéu da dugc xac dinh bang
cach phan tich 119 mau am tinh huyét thanh HCV, véi 2 16 thudc thar
khuéch dai. D6 ddc hiéu téng 1a 100% (119/119).



Po6 chum dinh. Xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS da dugc thiét
: i ké dé c6 d6 lech chuén (SD) gilia cac xét nghiém nhoé han hodc bang
0,25 Log IU/mL HCV RNA cho céc mau chitra néng dé HCV tir 10.000
dén 100 triéu IU/mL. Két qua, dai dién cho dé chum cla xét nghiém
Abbott RealTime HCV cho méu DBS, dugc tém tat trong Bang 2.

DO chum da dugc danh gia bang cach xét nghiém mot dan mau gém
6 mau DBS c6 néng d6 HCV RNA tir 316 [U/mL dén 200 triéu IU/mL.
Cac mau ¢ ndng do thap hon 5 Log IU/mL (100.000 IU/mL) da dugc
chuéan bi bang mau 1dm sang duang tinh HCV pha loang trong méu
toan phan am tinh HCV, trong khi cac mau trong dan mau cé néng
d6 16n hon 5 Log IU/mL (100.000 IU/mL) dugc diéu ché bang HCV
armored RNA pha loang trong mau toan phan am tinh HCV. Méi n6ng
doé dugc xét nghiém méi ngay mét 1an 5 mau Iap lai trong 5 ngay,
trén 3 cap thiét bi Abbott m2000sp/rt véi 3 16 thudc thir khuéch dai.
Do léch chuan (SD) trong mét lan chay, gitta cac lan chay, va gitta cac
xét nghiém (trong mot lan chay va gitia cac lan chay) da dugc xac

Bang 2. Do chum cua xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS

SD thanh phan SD thanh phan  SD giiia

Noéng dé trung binh Nong détrung  trongmétlan  giita caclan cacxét  SDthanh phan giita
Mau N (IU/mL) binh (Log 1U/mL) chay?¢ chay? nghiém??  ciclé/thiét bi® Téng“®
1 63d 420 262 026 0,07 027 0,00 027
2 75 1435 3,16 023 0,00 023 0,09 025
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

apg léch chuan (SD) theo don vi Log IU/mL.

bSD giita cac xét nghiém gém SD thanh phan trong mét lan chay va gilia cac lan chay.

¢T8ng bao gém céac thanh phan Trong lan chay, Gilia cac 1an chay, va gilra cac 16/thiét bi.

dN6ng d6 trung binh clia mau 1 1a dugi LoD. Udc tinh Bé chum dugc cin ct trén néng dé clia nhiing mau l3p lai da dugc dinh lugng.
e SD trong mét Ian chay con dugc goi 1a D6 13p lai. Téng SD con dugc goi la dd téi lap.

Do 1ap lai va do tai Iap cho Mau 1 (gan LLoQ) lan lugt 1a 0,26 Log IU/mL va 0,27 Log IU/mL, va cho Mau 2 (gan LLoQ) lan lugt 1a 0,23 Log IU/mL va
0,25 Log IU/mL. D6 13p lai va do tai Idp cho Mau 5 (gan ULoQ) lan lugt 1a 0,12 Log IU/mL va 0,14 Log IU/mL, va cho Mau 6 (gan ULoQ) lan luot la
0,04 Log IU/mL va 0,07 Log IU/mL.

Po tuong quan

Binh lugng HCV RNA da dugc so sanh gilra xét nghiém Abbott RealTime HCV dung mau mau khé va xét nghiém co6 chiing nhan CE, xét nghiém
Abbott RealTime HCV dung huyét tuong ngudi. Mau huyét tuong va mau DBS tu téng 346 déi tugng (dugc Iy va xét nghiém tai Georgia,
Cameroon, va Hi Lap) dugc bao gém trong phan tich. Ca DBS diéu ché tir mau tinh mach va DBS diéu ché tir mau mao mach (trich dau ngon tay)
da dugc xét nghiém bang xét nghiém Abbott RealTime HCV cho mau DBS. Cac két qua dinh lugng tir cdc mau xét nghiém roi vao khoang dong
hoc chung clia céc xét nghiém da dugc phan tich bang phuong phéap héi quy tuyén tinh binh phuong t6i thi€u va phuong phap Bland-Altman
(DBS mao mach so v6i huyét tuong N=346, DBS tinh mach so véi huyét tuong N=346, va DBS mao mach so v&i DBS tinh mach N=345). D6i v6i do
tuong quan gitta DBS mao mach va huyét tuang, hé sé tuong quan la 0,843, d6 d6c la 0,91 (khodng tin cdy 95% la 0,85 dén 0,97), va hé s6 chan

12 0,48 Log IU/mL (khodng tin cdy 95% la 0,12 dén 0,84) (Hinh 2). Déi v6i dé tuong quan gilra DBS tinh mach va huyét tuong, hé s6 tuong quan la
0,840, d6 déc la 0,94 (khoadng tin cay 95% la 0,88 dén 1,00), va hé s6 chan 1a 0,31 Log IU/mL (khodng tin cdy 95% la -0,07 dén 0,69) (Hinh 3). Dgi
vGi do tuang quan gitia DBS mao mach va DBS tinh mach, hé sé tuong quan 1a 0,943, d6 déc 1a 0,91 (khoang tin cay 95% la 0,87 dén 0,94), va hé
s6 chdn la 0,53 Log IU/mL (khodng tin cay 95% la 0,33 dén 0,72) (Hinh 4). Ngoai ra, cac d6 thi Bland-Altman cho nhiing so sanh nay dugc trinh
bay trong Hinh 5, Hinh 6, va Hinh 7. Trung binh d6 léch gitta DBS mao mach va huyét tuang la -0,05 Log IU/mL. Trung binh dé léch gitra DBS tinh
mach va huyét tuong 1a -0,04 Log IU/mL. Trung binh d¢ léch giira DBS mao mach va DBS tinh mach 1a -0,02 Log IU/mL.

Do léch du doén gitta DBS mao mach va huyét tuang da dugc danh gia & cac Néng dé muc tiéu LLoQ va ULoQ. Ngoai ra, d6 léch du doan gilta
DBS tinh mach va huyét tuong da dugc danh gia & cac Néng do muc tiéu LLoQ va ULoQ. Tham khao Bang 3 vé téng hop dé léch du doan.

Bang 3. D06 léch du doén gitta DBS (mao mach hodc tinh mach) va huyét tuong & LLoQ va ULoOQ

) Néng dé muc tiéu tai lugng virus Do léch du doan
So sanh Nong do (Log IU/mL) (Log IU/mL)
DBS mao mach so véi huyét tuong LLoQ 2,66 0,24

ULoQ 8,00 -0,26
DBS tinh mach so véi huyét tuong LLoQ 2,66 0,15

ULoQ 8,00 -0,17
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Hinh 2. DBS mao mach va Huyét tuong

Hinh 5. DBS mao mach so véi huyét tuong

10

y=0,91x+0,48
o] r=0843
n=346

Abbott HCV DBS Capillary Quantitation (Log 1UjmL)

4]

Difference: (Abbott HGV DBS Capillary - Abbott RealTime HCV Plasma)

n=346
Trung binh d6 léch -0,05

] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Abbott RealTime HCV Plasma Quantitation (Log IU/mL) (Abbott HCV DBS Capillary + Abbott RealTime HCV Plasma)/2
Hinh 3. DBS tinh mach va Huyét tuong Hinh 6. DBS tinh mach so véi huyét tuong
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HO TRO KY THUAT

Dé& dugc hé trg ky thuat, lién hé Bo phan dich vu ky thuat ctia Abbott,
s6 dién thoai 1-800-553-7042 (tai My) hodc +49-6122-580 (tai quéc gia
khac), hoac truy cap trang web cia Abbott www.molecular.abbott.

TOM TAT TINH AN TOAN VA HIEU NANG XET NGHIEM

Tom tat tinh an toan va hiéu nang (SSP) ctia thiét bi nay cé trén trang
https://ec.europa.eu/tools/eudamed. Day la trang thong tin SSP sau
khi ra mat Ca s& dir liéu Cong déng chung Chau Au vé thong tin thiét
biy té (European Database on Medical Devices). Tra ctiu thiét bj theo
56 UDI-DI dugc cung cap trén bao bi bén ngoai cta thiét bi.

Abbott Realtime HCV dugc nhap khiu vao Cong déng chung Chau Au
bai Abbott Diagnostics GmbH, c6 tru s& tai Max-Planck-Ring 2, 65205
Wiesbaden, Germany.
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PHU LUC 1. KHAI QUAT TiNH NANG SU DUNG KEO DAI CUA THUOC THU KHUECH PAI ABBOTT REALTIME HCV

Tinh ndng st dung kéo dai cia thudc thir khuéch dai cho phép st dung bé thudc thir khuéch dai va mau chiing néi bo (IC) téng cong 2 lan. Bo
thudc thir khuéch dai chua dugc st dung dé chuan bi master mix dugc xem la bd thuéc thir khuéch dai méi. Bo thudc thir khuéch dai da sir dung
mét 1an va chira master mix da diéu ché sé dugc xem la bo thudc thi khuéch dai mét phan. Tham khdo hudng dan trong tai liéu b sung nay dé
biét thém chi tiét.

Piéu kién bao quan (B thudc thit khuéch dai va Ong IC)

Loai Nhiét dé bao quan Thei gian bao quan

B6 méi -10°C hodc lanh hon Dén han dung ghi trén nhan

IC mé&i -10°C hodc lanh hon Dén han dung ghi trén nhan

B6 mét phan -10°C hodc lanh hon (tranh anh sang) T6i da 14 ngay sau lan dau st dung
IC mét phan -10°C hodc lanh hon T6i da 14 ngay sau lan dau st dung

« Né&u dung UNG cho quy trinh kiém soat lay nhiém, tham kh&o Quy trinh Xét nghiém buéc 25 va 32 dé dugc hudng dan chi tiét.

Chon t6 hgp cac bé thudc thir méi va/hodc
mét phan yéu cau cho lan chay

(Céc) bd méi (C4c) bd mét phan

y L&y (cac) bo thudc thi méi
J/'“’ € | rakhdita déng (<-10°C)
Ra dong 6 2°C dén 8°C hoac
15°C dén 30°C

Y

8°C | Sau khira dong, bao quan &
. 2°C dén 8°C trong < 24 gid,
rc trudc khi dung.

Hoan thanh chiét tach mau. l —
Lay (cdc) bd thuc thir mét 10°C
| |<_ phén ra khdi ta dong (< 10°C). J/

Théao nd \d
aonap Kiém tra master mix da ra dong
! ¢ trudc khi diing

thudc thit chdc chén; b mdt phan

1
1
1
! x P o 1
<60 phut nam vé bén trai I
¢ 1
<25 phuat
1
1
1
1
A4

Nap 6ng master mix néu
dung nhiéu hon 1 bd

Khdi dong
Abbott m2000rt

v

- Bat dau quy trinh master mix

€ -=-=-=-=-=-=-

Hoan thanh quy trinh master mix

1
1
1
Comara ]

T Dan dia PCR :

<50 phat Y <50 phit
1 Day nap (cac) bd thuéc .
! thifmot phén con lai sau 1
. lan dau sit dung. Chuyén dia PCR sang '
1 + Abbott m2000rt '
! 1
-1oc Béo quan (cac) bd thuéc thir mot — - '
= =% phan &<-10°C, thing diing va Batdauquytrinh g __ _ _.

tranh sang. Abbott m2000rt v

Thai bo cac bo thudc
thirtréng va mét phan
sau lan dung thi hai.

o Cac bo thudc thir khuéch dai c6 thé dung tinh nang st dung kéo dai phai cé s6 seri gém 6 chii s6 phia trén méa vach.

o Cac bo thudc thir khuéch dai mét phan chi cé thé dung thém mét 1an thi hai trén cung thiét bi da dung & 1an dau tién. Néu dung bo thudc
thir d6 trén mot thiét bi khac sé khién qua trinh xr ly bi 16i, dan dén xét nghiém bi cham.

o Cac bo thudc thir khuéch dai mét phan va méi cé thé dung chung véi nhau. Tat cd cac bo thudc thir khuéch dai dung trong cuing mét lan
chay trén thiét bi phai c6 cung s6 6.
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Abbott RealTime HCV

Completare la picatura uscata de sange (DBS)

04J86-010

51-608440/R3
NOTA: Modificari evidentiate

Legenda simbolurilor utilizate
GTIN

Cod global de articol comercial
Numar de referinta

Dispozitiv medical pentru diagnostic in vitro

Durata maxima permisa

Limitd de temperatura superioara

Limitd de temperatura

Reprezentant autorizat in Comunitatea
Europeana/Uniunea Europeana

Producator

L~ GhYg

RELATII CU CLIENTII INTERNATIONAL: CONTACTATI
REPREZENTANTUL ABBOTT

Cititi cu atentie instructiunile inainte de utilizare. Urmati intocmai instructiunile
de pe prospect. Fiabilitatea rezultatelor testului nu poate fi garantatd daca
exista abateri de la instructiunile din prospect.

Aceste instructiuni de utilizare sunt o completare la prospectul testului Abbott
RealTime HCV (Ref. 4J86), mai ales, pentru tipul de proba Dried Blood Spot
(DBS) (picatura uscata de sange).

NOTIFICARE PENTRU UTILIZATOR

Daca are loc un incident grav in legatura cu acest dispozitiv, incidentul trebu-
ie raportat producatorului si autoritdtii competente corespunzatoare din statul
membru in care este stabilit utilizatorul si/sau pacientul. Pentru raportare
catre producator, consultati informatiile de contact furnizate in sectiunea de
relatii cu clientii sau de asistenta tehnica din aceste instructiuni.

DENUMIRE
Abbott RealTime HCV

DOMENIU DE UTILIZARE PENTRU DBS

Abbott RealTime HCV assay este un test cu reactie de polimerizare in lant
cu revers-transcriptaza (RT-PCR) in vitro destinat determinarii cantitative a
ARN-ului hepatitei C virale (ARN HCV) prezent in sangele total picurat pe fise
ca picaturi uscate de sange (DBS) (adic&, obtinut prin punctie venoasa sau
din sange capilar) prelevat de la persoane infectate cu HCV. Abbott RealTime
HCV assay este destinat utilizérii ca un ajutor la gestionarea pacientilor
infectati cu HCV care urmeaza o terapie antivirald. Abbott RealTime HCV
assay nu este destinat screening-ului donatorilor de sénge, plasma, ser sau
tesut pentru HCV sau utilizarii ca test de diagnosticare pentru a confirma
prezenta infectiei cu HCV.

UTILIZATORI ]'INTZ\
Utilizatorii tinta ai testului Abbott RealTime HCV sunt profesionistii din laborator.

REZUMATUL S| EXPLICAREA TESTULUI

Virusul hepatitei C (HCV) este una din principalele cauze ale bolilor hepatice.
Se estimeaza c& aproximativ 1,1 % din populatie este infectata cronic cu
hepatita C' si c& aproximativ 700 000 de persoane mor in fiecare an din
cauza bolilor hepatice asociate hepatitei C.2 HCV este un virus cu ARN cu
catena pozitiva si este transmis, in principal, prin intermediul utilizarii de
medicamente intravenoase si al produselor sanguine. Aproximativ intre 55 si
85 % din persoanele infectate cu HCV dezvolta hepatita cronica, pana la 30
% din persoanele infectate cronic dezvolta ciroza.' in cazul pacientilor cu
ciroza, incidenta carcinoamelor hepatocelulare este cuprinsa intre 2 si 4 %
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S-a constatat ca masuratoarea cantitativa a nivelului de ARN HCV prezent in
séngele periferic este un parametru esential in gestionarea diverselor terapii anti-
HCV.8™® Odata cu aparitia regimurilor antivirale cu actiune directd, tratamentele
pentru infectiile cu HCV au inceput s& inregistreze progrese spectaculoase.
Obiectivul terapiilor anti-HCV vizeaza obtinerea unui raspuns virologic sustinut
(SVR), prezentat ca o absenta continua a ARN-ului HCV detectabil. 2>
Masuratorile sarcinii virale HCV au fost utilizate pentru a individualiza durata
tratamentului si terapia ghidaté de réspuns sau pentru a determina si preconiza
raspunsul virologic sustinut sau nesustinut la terapia antivirald.25

Majoritatea sarcinilor HCV globale se regésesc in tarile cu venituri scazute
si medii (LMIC-uri)." Identificarea pacientilor cu infectie activa cu HCV este
foarte limitata in aceste zone cu resurse limitate. Sangele total recoltat ca
picaturi uscate de sange (DBS) poate fi utilizat ca alternativa la serul sau
plasma pentru testarea ARN-ului HCV. DBS reprezintd o optiune fezabila care
elimind numeroase limitari logistice si tehnice asociate recoltarii, prelucrarii,
depozitarii si expedierii serului si a plasmei. Orientérile Organizatiei Mondiale
a Sanatatii (OMS) privind testarea hepatitei C includ recomandéri pentru
utilizarea DBS in cadrul testarii virologice HCV in zone cu resurse limitate.!*
Abbott RealTime HCV assay for DBS utilizeazé tehnologia cu reactie de
polimerizare in lant cu revers-transcriptaza (RT-PCR), combinatd cu detectia
cu colorant fluorescent omogen in timp real pentru determinarea cantitativa
a ARN-ului HCV in DBS. Selectia unei regiuni conservate din genomul HCV
asigura detectia genotipurilor de la 1 la 6. Testul este standardizat conform
celui de-al doilea standard international al OMS privind ARN-ul virusului
hepatitei C (Codul NIBSC 96/798)'5 si rezultatele sunt raportate in unitafi
internationale/mL (IU/mL) sau echivalentul de baza inregistrat la 10.

PRINCIPIILE BIOLOGICE ALE PROCEDURII

Abbott RealTime HCV assay for DBS necesita trei kituri cu reactivi:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

Abbott RealTime HCV assay for DBS utilizeaza RT-PCR pentru a genera

un produs amplificat pe baza genomului ARN-ului HCV din probele DBS
umane. Etapele Abbott RealTime HCV assay for DBS constau in tratamentul
DBS fnainte de efectuarea analizei, pregatirea probei, asamblarea RT-PCR,
amplificarea, detectia si raportarea rezultatului. Tratamentul DBS inainte

de efectuarea analizei se realizeaza utilizand Abbott mSample Preparation
System DBS Buffer Kit inainte de a incédrca specimenul in sistemul

Abbott m2000sp. Dupa tratamentul DBS inainte de efectuarea analizei, toate
etapele ulterioare sunt executate automat de catre sistemul Abbott m2000sp
si Abbott m2000rt.

Consultati prospectul Abbott RealTime HCV assay (Ref. 4J86) pentru mai
multe detalii privind pregatirea probei, asamblarea RT-PCR, amplificarea si
detectia.

UTILIZAREA PRELUNGITA A REACTIVULUI DE
AMPLIFICARE

Caracteristica optionala de utilizare prelungita a reactivului de amplificare
permite utilizarea pachetelor cu reactivi de amplificare si Cl de cel mult doua
ori. Pachetele cu reactivi de amplificare care contin un master mix pregatit
pot fi depozitate la -10 °C sau la o temperatura mai scazutd, cu capacul
atasat si ferite de lumina, timp de cel mult 14 zile inainte de cea de-a doua
utilizare. Controlul intern (Cl) poate fi depozitat cu capacul atasat la -10 °C
sau o temperaturd mai scazutd, timp de cel mult 14 zile inainte de cea

de-a doua utilizare. Cea de-a doua utilizare nu trebuie sa depaseasca data
expirdrii reactivului.

in anexa 1 la aceste instructiuni de utilizare se furnizeaza o prezentare
generald a acestei caracteristici.

in toate instructiunile de utilizare, pachetele cu reactivi de amplificare si

Cl care nu au fost inca utilizate vor fi denumite pachete noi cu reactivi

de amplificare si Cl (adica, utilizarea initiald). Pachetele cu reactivi de
amplificare care au fost utilizate o data si contin un master mix pregétit vor fi
denumite pachete partiale cu reactivi de amplificare. Recipientele cu Cl care
au fost utilizate o data vor fi denumite recipiente partiale cu Cl.



PREVENIREA CONTAMINARII CU ACID NUCLEIC
Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

REACTIVI
Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

AVERTIZARI S| MASURI DE PRECAUTIE

Pentru diagnosticul in vitro

Abbott RealTime HCV assay for DBS nu este destinat screening-ului
donatorilor de sange, plasma, ser sau {esut pentru HCV sau utilizérii ca test
de diagnosticare pentru a confirma prezenta infectiei cu HCV.

MASURI DE SIGURANTA

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).
Abbott RealTime HCV assay for DBS utilizeaza numai instrumentele
Abbott m2000sp si Abbott m2000rt.

MASURI DE PRECAUTIE SPECIALE

Masuri de precautie pentru manipularea probelor DBS

Abbott RealTime HCV assay for DBS este destinat utilizarii numai cu probe

de sange total sau DBS care au fost manipulate si depozitate asa cum

s-a descris in sectiunea PRELEVAREA, DEPOZITAREA S| TRANSPORTUL

PROBELOR LA UNITATEA DE TESTARE.

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

Masuri de precautie privind manipularea, specifice DBS:

* Asigurati-va ca figsele DBS sa fie complet uscate inainte de a le depozita
n pungé cu agenti deshidratanti. Picurarea, uscarea, depozitarea si
manipularea incorectd a DBS pot conduce la rezultate ale testului
neconforme cu realitatea.

e Pentru a evita contaminarea in timpul transportului, utilizati un varf nou
de pipeta pentru fiecare probd DBS atunci cand impingeti picatura de pe
fisa DBS perforata. Daca se utilizeaza o fisa DBS neperforatd, asigurati-
va cd instrumentul utilizat pentru a tdia picatura este decontaminat
fnainte si dupa contactul cu proba DBS.

Suprafetele de lucru

Atunci cand se utilizeaza Abbott m2000sp si Abbott m2000rt se
recomanda numai doua suprafete dedicate: suprafata pentru pregatirea
probei si suprafata pentru amplificare.

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).
Contaminarea prin aerosoli

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).
Contaminarea si inhibarea

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

Contaminarea cauzata de produsul amplificat extern care
contine dU

Laboratoarele care utilizeaza sau au utilizat testele de amplificare HCV care
includ prelucrarea ulterioarda PCR a produsului amplificat pot fi contaminate
din cauza produsului amplificat care contine dU. O astfel de contaminare
poate cauza rezultate neconforme cu realitatea in cadrul Abbott RealTime
HCV assay for DBS. Consultati sectiunea Monitorizarea laboratorului
privind prezenta contaminarii de pe prospectul testului Abbott RealTime
HCV (Ref. 4J86). Atunci cand serurile de control negative sunt reactive in
mod constant sau este posibil s& se fi produs contaminarea cu produsul
amplificat cu HCV care contine dU, se recomandé laboratorului sa utilizeze
procedura de control privind contaminarea cu Uracil-N-Glicozilaza (UNG)
daca decontaminarea laboratorului nu a avut succes.

INSTRUCTIUNI PRIVIND DEPOZITAREA
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Ref. 4J86-90)
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Pachetele noi si partiale Abbott RealTime HCV
Amplification Reagent Packs si recipientele Internal
Control (IC) trebuie depozitate la -10 °C sau o
temperaturd mai scazuta atunci cand nu sunt utilizate.
Aveti grija sa evitati contactul direct al Abbott RealTime
HCV Amplification Reagent Pack cu probele, calibratorii
si serurile de control.

e Depozitali pachetele partiale cu reactivi de amplificare si
Cl la -10 °C sau o temperaturd mai scazutd, cu capacul
atasat, in pozitie verticala si ferite de lumina, dupa
utilizarea initiala.

Dacé sunt depozitate astfel, pachetele partiale cu reactivi
de amplificare cu master mix pregatit pot fi utilizate a
doua oara in decurs de 14 zile de la utilizarea initiala.

De asemenea, Cl poate fi utilizat a doua oara in decurs
de 14 zile de la decongelare, daca este depozitat cu
capacul atasat, la -10 °C sau o temperaturd mai scazuta.
Aruncati pachetele partiale cu reactivi de amplificare si
Cl dupa doua utilizéri. Cea de-a doua utilizare nu trebuie
sd depaseasca data expirdrii reactivului.

/H/-w"c .

Abbott RealTime HCV Control Kit (Ref. 4J86-80)

/ﬂ/-ww .

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Ref. 4J86-70)

/ﬂ[-10 °C .

CONDITII DE TRANSPORT
Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

INDICATII PRIVIND INSTABILITATEA SAU

DETERIORAREA REACTIVILOR
Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

PROCEDURA DE INSTALARE

Instalati figierul aplicatiei Abbott RealTime HCV for DBS pe sistemul Abbott
m2000sp si Abbott m2000rt de pe CD-ROM-ul aplicatiei combinate privind
sistemul Abbott RealTime HCV m2000 ROW (Nr. de listd 01L69-040 sau
mai recentd) inainte de a efectua testarea. Pentru informatii detaliate despre
instalarea figierului aplicatiei, consultati sectiunea Instructiuni de operare din
manualul de operare a Abbott m2000sp si Abbott m2000rt.

PRELEVAREA, DEPOZITAREA S| TRANSPORTUL
PROBELOR LA UNITATEA DE TESTARE

Prelevarea si depozitarea probelor

e Pentru a pregati DBS, utilizati sdngele total EDTA sau obtinut prin
inteparea degetului. Pastrati sangele total EDTA in conditii de
temperatura controlatd in timpul depozitarii si expedierii (intre 2 °C si
8 °C timp de cel mult 48 de ore sau la temperatura ambianta, fara a
depasi 30 “C timp de cel mult 24 de ore).

e Sangele total EDTA recoltat intr-un tub trebuie amestecat temeinic
efectuand miscari usoare de inversare inainte de a picura. Picurati
sangele formand cercuri de un fol si jumatate (12 milimetri) pe fisa
de hartie Ahlstrom-Munktell TFN sau Whatman 903, asigurandu-va ca
intregul cerc este acoperit. Se recomanda sa utilizati cel putin 70 uL de
sénge (aproximativ trei pana la cinci picaturi de sange) pentru fiecare
cerc pentru a asigura acoperirea completa.

e Uscali fisa la aer, la temperatura ambianta timp de cel putin trei ore.
Ambalati fiecare fisa intr-o pungé etansabila cu pliculete cu agenti
deshidratanti (cel putin intre doud si trei pliculete cu agenti deshidratanti).

e Figele cu probe DBS pot fi depozitate in conditiile specificate in tabelul
de mai jos inainte de a prelucra testul.

Depozitali serurile de control pozitive si negative Abbott
RealTime HCV la -10 °C sau o temperatura mai scazuta.

Depozitati Abbott RealTime HCV Calibrator A si
Calibrator B la -10 °C sau o temperaturd mai scézuta.

Depozitarea figelor cu probe DBS

Conditie Duratd maxima de depozitare

intre 2 °C si 30 °C la umiditate ambianta 18 saptdmani

< 37 °C la umiditate ambianta 12 saptamani
< 45 °C la umiditate ambianta 8 saptamani
< 38 °C la umiditate ridicata (< 85 %) 4 saptamani
intre -25 “C i -15 °C la umiditate ambianta 18 saptdmani

-70 °C sau o temperatura mai scazuta la
umiditate ambianta

18 saptamani

Transportul probelor
Expediati probele conform temperaturii si duratei de timp recomandate pentru



depozitare mentionate in sectiunea Prelevarea si depozitarea probelor de
mai sus. in ceea ce priveste expedierile pe plan national si international,
probele trebuie ambalate si etichetate in conformitate cu reglementarile de
stat, federale si internationale aplicabile care acopera transportul probelor
clinice, de diagnosticare sau biologice.

PROCEDURA ABBOTT REALTIME HCV FOR DBS

Materiale necesare, dar care nu sunt furnizate

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (Ref. 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (Ref. 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (Ref. 4J86-80)

Pentru suprafata de pregatire a probelor cu instrumentul
Abbott m2000sp

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (Ref. 09N02-001)
e Abbott m2000sp instrument (Ref. 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 instrumente de pregatire)
(Ref. 04J70-24)

e Pipete de precizie calibrate capabile sa livreze intre 20 si 1 000 pL (este
posibil sa fie nevoie de pipete de precizie calibrate capabile sa livreze
<20 pL daca utilizati UNG.)

e Varfuri de pipete cu barierd pentru aerosoli pentru pipete cu o capacitate
intre 20 si 1 000 pL (este posibil sa fie nevoie de varfuri de pipete cu
bariera pentru aerosoli capabile sa livreze <20 pL daca utilizati UNG.)

e Vortex Mixer

e Master Mix Tube (Ref. 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (Ref. 04J71-30)

e 5 mL Reaction Vessels (Ref. 04J71-20)

e 200 mL reagent vessels (Ref. 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (Ref. 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (Ref. 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (Ref. 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (Ref. 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (Ref. 01L69-040 sau mai recentd)

e m2000 System 13mm DBS-PoST Set (Ref. 09N03-001)

e 1.4 mL Micro Vial 15mm Caps (Ref. 03N20-01) optional

e Uracil N-Glycosylase (UNG)? (Ref. 6L87-02)

aDacé este nevoie, conform sectiunii Contaminarea cauzata de produsul

amplificat extern cu dU din aceste instructiuni de utilizare.

Pentru suprafata de amplificare cu instrumentul Abbott m2000rt

e Abbott m2000rt instrument (Ref. 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (CD-ROM-ul aplicatiei combinate pentru sistemul ROW)

(Ref. 01L69-040 sau mai recentd)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (kit cu calibratori optici)

(Ref. 04J71-93)

Alte materiale

e Dulap de siguranta biologica aprobat pentru lucrul cu materiale
infectioase

e Punga etansabila pentru fisa DBS

e Pliculet cu agent deshidratant pentru fisa DBS

e Fisa de hartie Ahlstrom-Munktell TFN si/sau Whatman 903

* Punga de plastic etangabila pentru eliminarea plécii de reactie cu 96 de
godeuri

e Apa fara ARNeaze (Eppendorf sau un echivalent)®

e Tuburi pentru micro-centrifuga de uz biologic molecular de 1,7 mL (Dot
Scientific, Inc. sau un echivalent)?

e Aplicatoare cu varf de bumbac (Puritan sau un echivalent)®

bNota: Aceste trei articole sunt utilizate pentru procedura de monitorizare

a laboratorului privind prezenta contaminarii. Consultati sectiunea

PROCEDURI CONTROL DE CALITATE din prospectul testului Abbott

RealTime HCV (Ref. 4J86).

Masuri de precautie procedurale

e Cititi aceste instructiuni de utilizare inainte de a prelucra probele.

* Reactivii de amplificare si controlul intern pot fi utilizate cel mult de doua
ori, asa cum s-a descris in aceste instructiuni de utilizare. Recipientele
cu Abbott RealTime HCV Calibrators, Negative Control, Low Positive
Control si High Positive Control sunt de unica folosinta si trebuie aruncate
dupa utilizare.

e Utilizati varfuri de pipete cu barierd de aerosoli sau pipete de unica
folosinta, cate una pe rand, atunci cand pipetati probele sau Cl. Pentru a
preveni contaminarea capului cilindric al pipetei in timpul pipetarii, avei
grija s& evitati atingerea capului cilindric al pipetei la interiorul tubului sau

7

recipientului cu proba. Se recomanda utilizarea de véarfuri de pipete cu
barierd de aerosoli extinsa.

* Procedurile de monitorizare a prezentei produselor de amplificare se
regédsesc in sectiunea PROCEDURI CONTROL DE CALITATE.

e Pentru a reduce riscul de contaminare cu acid nucleic, curaati
si dezinfectati scurgerile de probe cu ajutorul unui dezinfectant
tuberculocid, cum ar fi 1,0 % hipoclorit de sodiu sau alti dezinfectanti
adecvati.

e Abbott RealTime HCV Calibrators si Controls trebuie pregatite impreuna
cu probele de testat. Utilizarea Abbott RealTime HCV Controls si
Calibrators este parte integrantd din performanta testului Abbott RealTime
HCV. Consultati sectiunea PROCEDURI CONTROL DE CALITATE.

¢ Protocolul Abbott m2000sp Master Mix Addition trebuie initializat Tn
decurs de o ora de la finalizarea pregatirii probei.

e Daca renuntati la protocolul Abbott m2000sp master mix addition, atunci
aruncati reactivii de amplificare care au fost utilizati pentru a doua oara.
Pachetele noi cu reactivi care se utilizeaza pentru prima data pot fi
pastrate si depozitate pentru o utilizare ulterioara, asa cum s-a descris in
prezentul manual.

e Initializafi protocolul Abbott m2000rt in decurs de 50 de minute de
la initializarea protocolului Master Mix Addition. Dacéa nu ati initializat
testarea cu instrumentul Abbott m2000rt in decurs de 50 de minute sau
aceasta este intrerupta sau anulata, etansati placa de reactie cu 96 de
godeuri Abbott intr-o pungé de plastic etansabila si eliminati-o conform
manualului de operare a Abbott m2000rt impreuna cu manusile utilizate
la manipularea placii.

IMPORTANT: Reactivii de amplificare care vor fi utilizati pentru a
doua oaré trebuie depozitati la -10 °C sau o temperaturé mai scazuta
in decurs de 50 de minute de la initializarea protocolului Master Mix
Addition.

PROTOCOL DE TESTARE: PROBE DBS CU
INSTRUMENTELE ABBOTT m2000sp S| ABBOTT m2000rt

Pentru o descriere detaliatd a modului in care se efectueaza un protocol

cu instrumentul Abbott m2000sp si Abbott m2000rt, consultati sectiunea

Instructiuni de operare din manualul de operare a Abbott m2000sp si Abbott

m2000rt. Protocolul DBS necesita Abbott m2000sp Software Version 6.0

sau mai recentd. Respectati manualul de operare a Abbott m2000sp

(Ref. 09K20 versiunea 6 sau mai recenta).

in cadrul fiecérei testari se poate procesa un numar total de 96 de probe.

Fiecare testare include un Abbott RealTime HCV Negative Control,

Low Positive Control, si High Positive Control, prin urmare, se permite

prelucrarea unui numar maxim de 93 de probe DBS per testare atunci cand

calibratorii nu sunt inclusi. Prelucrati calibratorii si serurile de control direct ca
probe lichide; pasii de la 1 la 5 sunt numai pentru DBS. Nu prelucrali probele
de plasma sau ser in cadrul testarilor in care se utilizeaza protocolul DBS.

Pentru fiecare proba DBS, utilizati un singur Abbott Master Mix Tube pentru

intreaga procedurd de prelucrare a probelor. Asigurati-va ca probele DBS

sunt etichetate pe durata intregii prelucrari.

1. Umpleti Abbott Master Mix Tube cu 1,3 mL de solutie tampon mDBS din
Abbott mSample Preparation system DBS Buffer Kit (Ref. 09N02-001).
NOTA: Nu utilizati mLysis Buffer sau alti reactivi pentru acest pas

2. Tineti fisa de hartie DBS perforatd deasupra Abbott Master Mix Tube.

3. Tmpinge;i cercul DBS din fisa cu ajutorul unui varf de pipeta curat, un
cerc DBS per Abbott Master Mix Tube. Fiecare DBS trebuie sa aiba un
diametru de aproximativ un tol si jumatate (12 milimetri).

NOTA: UTILIZATI UN VARF DE PIPETA NOU PENTRU FIECARE PROBA
DBS PENTRU A PREVENI CONTAMINAREA INCRUCISATA.
in mod alternativ, din hartia DBS neperforats, taiati un DBS fintreg (un
diametru de aproximativ un tol si jumatate) pentru fiecare specimen si
transferati pe un Abbott Master Mix Tube (tub cu amestec principal).
NOTA: Evitati contactul direct al probelor DBS cu suprafata de taiere.
Decontaminati instrumentul utilizat pentru a taia DBS intre probe, daca
este cazul, conform bunelor practici de laborator.

4. Asigurati-va ca cercul DBS este complet scufundat in mDBS Buffer
(solutie tampon DBS) apasand tubul sau utilizdnd varful de pipeta pentru
a mpinge DBS in solutia tampon.
NOTA: Daca utilizati un varf de pipeta pentru a impinge DBS in solutia
tampon, asigurati-va ca varful pipetei nu face ca solutia tampon DBS
sé isi piarda din volum din cauza retinerii lichidului in varf si/sau
absorbtiei solutiei tampon de ctre filtrul varfului.

5. Agitati sau rotiti manual tuburile cu prob&. Nu supuneti probele unei
miscari de turbionare. Incubati timp de 30 de minute(+2 minute) la
temperatura ambianta.



6. intre timp, decongelati serurile de control si controlul intern (Cl) pentru
test la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C sau intre 2 °C si 8 °C.
Decongelati calibratorii la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C sau
intre 2 °C si 8 °C numai dacé efectuali o testare a calibrarii.

NOTA: Odati decongelate, serurile de control pentru test, Cl si
calibratorii pot fi depozitate la o temperatura cuprinsa intre 2 a°C si
8 °C timp de pana la 24 de ore inainte de utilizare.

7. Supuneti fiecare calibrator si ser de control de test unei migcéri de
turbionare de trei ori timp de 2—-3 secunde inainte de fiecare utilizare.
Asigurati-va astfel incat continutul fiecarui recipient sa fie in partea
inferioara atingand recipientele de bancul de lucru pentru a aduce
lichidul la baza recipientului. Asigurati-va ca nu se formeaza bule sau
spuma; dacé este cazul, scoateti cu un varf de pipeta steril, utilizand un
varf nou pentru fiecare recipient.

8. Decongelafi reactivii de amplificare la o temperatura cuprinsa intre 15 “C
i 30 °C sau intre 2 °C si 8 °C si depozitati la o temperaturéa cuprinsa
intre 2 °C si 8 °C panéa cand aveti nevoie de acestia pentru procedura
master mix de amplificare.

9. Selectati pachetele noi si/sau partiale cu reactivi de amplificare de
utilizat in cadrul testarii. Consultati sectiunea Instructiuni de operare din
manualul de operare a Abbott m2000sp
(Ref. 09K20 versiunea 6 sau mai recenta), pentru instructiuni privind
gestionarea inventarului pachetelor cu reactivi de amplificare. Pachetele
cu reactivi de amplificare trebuie sa aiba acelasi
numar de lot.

Decongelati reactivii de amplificare noi la o temperatura cuprinsa intre
15 °C i 30 °C sau intre 2 °C si 8 "C si depozitati-i la o temperatura
cuprinsa intre 2 °C si 8 °C pana cand aveti nevoie de acestia pentru
procedura master mix de amplificare.

NOTA: Odata decongelati, reactivii de amplificare noi pot fi depozitati
la o temperatura cuprinsa intre 2 °C si 8 °C timp de cel mult 24 de ore,
daca nu ii utilizati imediat. NU depozitati pachetele partiale cu reactivi
de amplificare care se utilizeaza pentru a doua oara la o temperatura
cuprinsa intre 2 °C si 8 °C inainte de utilizare. Acestea trebuie pastrate
la 10 °C sau o temperatura mai scazuta pana cand devin necesare
pentru master mix addition. Odata scoase din congelator, expunerea
cumulativa la temperatura camerei nu trebuie sa depaseasca 25 de
minute, inclusiv momentele in care pachetele sunt scoase de la
depozitare, insa nu sunt utilizate. Daca se depasesc cele 25 de
minute, aruncati pachetele partiale cu reactivi de amplificare.

Urmatorul tabel specifica numarul de recipiente cu reactivi si control intern

pentru pregétirea probei necesare in functie de numarul de reactii.

Cerinte privind reactivii si controlul intern pentru pregétirea probei

intre 1 intre 25 intre 49 intre 73
si 24 de si 48 de si 72 de si 96 de
Reactiv reactii reactii reactii reactii
mMicroparticles 1 sticla 2 sticle 2 sticle 2 sticle
(microparticule)
mLysis (lizd) 1 sticla 2 sticle 3 sticle 4 sticle
mWash 1 (clatire 1) 1 sticla 2 sticle 3 sticle 4 sticle
mWash 2 (clatire 2) 1 sticla 2 sticle 3 sticle 4 sticle
mElution Buffer 1 sticla 2 sticle 3 sticle 4 sticle
(solutie tampon de
elutie)
Control intern@ 1 recipient 1 recipient 2 recipiente 2 recipiente
nou sau nou sau noi sau noi sau
1 recipient 2 recipiente 3 recipiente 4 recipiente
partial partiale partiale partiale

2 Se poate utiliza o combinatie de recipiente noi si partiale cu controale interne.

10. Inversati usor sticlele Abbott mSample Preparation pentru a asigura
o solutie omogena. Daca se observa cristale in oricare din sticlele cu
reactivi la deschidere, lasati reactivul s se stabilizeze la temperatura
camerei pana cand cristalele dispar. Nu utilizati reactivii pana cand
cristalele nu sunt dizolvate.

11. Supuneti fiecare Cl unei migcari de turbionare de trei ori timp de
2-3 secunde inainte de fiecare utilizare.

12. Utilizati o pipeta de precizie calibrata DEDICATA NUMAI UTILIZARII CU
CONTROLUL INTERN pentru a adauga 500 pL de Cl in fiecare sticla
mLysis Buffer. Amestecati inversand usor recipientul de 5 pana la 10 ori
pentru a minimiza producerea spumei. Recipientele partiale cu Cl pot
fi acoperite din nou cu capac si depozitate la -10 °C sau o temperatura
mai scazuta pentru o a doua utilizare.

13. Asezati serurile de control slab si intens pozitive, serurile de control
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20.

21.
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22.

23.

24,

negative si calibratorii, daca este cazul, in rafturile pentru probe Abbott
m2000sp.

. Dupa finalizarea incubatiei, agitati sau rasuciti manual tuburile cu probe

DBS, apoi introduceti-le in rafturile pentru probe Abbott m2000sp.

NOTA: Asigurati-va ca rafturile pentru probe Abbott m2000sp au fost
calibrate mai ales pentru procedura Abbott RealTime HCV for DBS.

. Tncérca;i rafturile pentru probe cu atentie pentru a evita stropirea. Daca

utilizati codurile de bare de pe etichetele tuburilor, acestea trebuie sa fie

orientate corect pentru scanare. Asigurati-va céa fiecare tub este introdus

fix in raftul pentru probe, astfel incat partea inferioara a tubului sa ajunga
in partea inferioara din interiorul raftului.

X Tncérca;i rafturile pentru probe pline in Abbott m2000sp in pozitii

consecutive ale rafturilor pentru probe, primul raft fiind in extrema
dreapta a mesei de lucru, iar orice raft suplimentar venind in partea
stanga a primului raft.

. Introduceti 5 mL Reaction Vessels (vase de reactie de 5 mL) in suportul

pentru sub-sistemul de 1 mL Abbott m2000sp.

. incérca;i reactivii pentru Abbott mSample Preparation System si Abbott

96 Deep-Well Plate pe masa de lucru Abbott m2000sp asa cum s-a
descris in sectiunea Instructiuni de operare din manualul de operare a
Abbott m2000sp.

. De pe ecranul Protocol, selectati fisierul aplicatiei DBS cu ARN HCV.

Initializati protocolul de extractie a probei asa cum s-a descris in sectiunea
Instructiuni de operare din manualul de operare a Abbott m2000sp.

Introduceti valorile specifice calibratorului (necesar, daca nu ati stocat

o curba de calibrare pe Abbott m2000rt) si lotului de control in campurile
Sample Extraction (Extractie proba): Worktable Setup (Configurare masa
de lucru), Calibrator si Control (Ser de control). Valorile specifice loturilor
sunt specificate in fiecare Abbott RealTime HCV Calibrator si Control

Kit Card.

Initializati protocolul Abbott m2000sp Master Mix Addition (pasul 28) in
decurs de o ora de la finalizarea pregatirii probei.

NOTA: Schimbati manusile inainte de a manipula reactivii de amplificare.
Tncércagi reactivii de amplificare si Master Mix Tube (tub cu amestec
principal) (daca este cazul) pe masa de lucru Abbott m2000sp dupa
finalizarea pregatirii probei. Urmatorul tabel indica numarul de pachete
cu reactivi de amplificare necesare in functie de numarul de reacfii.
Daca se utilizeaza numai un pachet cu reactivi de amplificare, nu este
nevoie de Master Mix Tube (tub cu amestec principal).

Cerinte privind Amplification Reagent Pack®

intre 1 si intre 25 si intre 49 si intre 73 si
24 de reactii 48 de reactii 72 de reactii 96 de reactii
1 daca este 2 daca sunt 3 daca sunt 4 pachete noi
nou; pana la noi; pana la noi; pana la sau partiale
4 cu pachete 4 cu pachete 4 cu pachete

partiale partiale partiale

2 Consultati manualul de operare a Abbott m2000sp (Ref. 09K20 versiunea
6 sau mai recent&) pentru instructiuni privind gestionarea inventarului pentru
a determina numéarul maxim de reactii care pot fi testate cu pachetele
partiale selectate.

e Pachetele partiale cu reactivi de amplificare pot fi utilizate numai pe
acelasi instrument Abbott m2000sp utilizat pentru pregatirea inifiald a
pachetului cu reactivi. Utilizarea unui pachet cu reactivi de amplificare
pentru a doua oard pe un alt instrument va conduce la o eroare care
poate intarzia testarea.

e Pachetele partiale si noi cu reactivi de amplificare pot fi
utilizate Tmpreuna.

IMPORTANT: Pachetele partiale cu reactivi de amplificare trebuie

depozitate la -10 °C sau la temperaturi mai scazute pana in momentul

celei de-a doua utilizari. Confirmati daca master mix s-a decongelat
inainte de a aseza pachetele partiale pe masa de lucru Abbott
m2000sp. Odata scoase de la depozitarea la -10 °C sau o temperatura
mai scazuta, pachetele partiale cu reactivi de amplificare care sunt
utilizate pentru a doua oara trebuie utilizate in decurs de 25 de
minute sau aruncate. Acest lucru se aplica expunerii cumulative la
temperatura camerei, inclusiv momentele in care pachetele sunt
scoase de la depozitare, fara a fi utilizate.

Asigurati-va astfel incat continutul pachetelor noi cu reactivi de

amplificare sa se afle in partea inferioara a recipientelor, inainte de a

deschide reactivii de amplificare atingand recipientele aflate in pozitie

verticald de bancul de lucru de 5 pana la 10 ori.

¢ Nu atingeti pachetele partiale cu reactivi de amplificare care se
utilizeaza pentru a doua oara. Atingerea poate conduce la pierderea
volumului master mix prin capac.

Scoateti capacele. Dacé se depoziteazd un pachet nou cu reactivi

de amplificare pentru o a doua utilizare, atagaii din nou capacele la



recipiente pentru depozitare. Daca intentionali sa refolositi capacele

originale pentru a atasa din nou capacele la recipientele cu reactivi,

pastrati capacele originale. Daca intentionati s& utilizati capace noi
pentru a atasa din nou capacele la recipientele cu reactivi, puteti arunca
capacele originale.

Daca se utilizeaza Uracil N-Glicozilaza (UNG) pentru controlul

contaminarii, urmati instructiunile de mai jos.

Utilizati o PIPETA DEDICATA NUMAI UTILIZARII DE REACTIVI pentru a

adauga un volum specificat de 1 U/uL UNG (Ref. 6L87-02) in recipientul

cu reactivi din pozitia 3 a pachetelor noi si partiale cu reactivi de
amplificare. Amestecati manual pipetand usor in sus si in jos pentru
toate pachetele partiale. Nu amestecati pachetele noi.

e Utilizati tabelul de mai jos pentru a determina volumul de UNG de
addugat la recipientul cu reactiv aflat in pozitia 3 din pachetele noi si
partiale cu reactivi de amplificare. Recipientul cu reactiv aflat in pozitia
3 dintr-un pachet nou cu reactiv contine enziméa de polimeraza rTth
termostabila. Recipientul cu reactiv aflat in pozitia 3 dintr-un pachet
partial cu reactiv contine master mix.

25.

Volumul UNG de adaugat in recipientul cu reactiv aflat in pozitia 3 din
fiecare pachet cu reactivi de amplificare

Testele ramase in pachet Adaugati acest volum de UNG (pL)

1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26

24 (pachet nou) 27

NOTA: Volum UNG adiugat in recipientul cu reactiv aflat in pozitia

3 depinde de numarul de teste ramase in pachetul cu reactivi si nu de
numarul de probe care se ruleaza. Consultati manualul de operare a
Abbott m2000sp pentru instructiuni privind gestionarea inventarului
pachetelor cu reactivi de amplificare si modul in care puteti determina
numarul de teste ramase intr-un pachet cu reactiv.

Pachetele partiale de amplificare sunt incarcate in partea stangé a
pachetelor noi cu reactivi de amplificare pe masa de lucru Abbott m2000sp.
Asigurati-va ca pachetele cu reactivi de amplificare sunt agezate ferm pe
instrument.

Selectati placa corectd cu godeuri adanci care se potriveste cu extractia
corespunzatoare de pregatire a probei. Initiatializati protocolul Abbott
m2000sp Master Mix Addition. Urmati instructiunile aga cum s-a descris
in sectiunea Instructiuni de Operare din manualul de operare a Abbott
m2000sp.

NOTA: Operatorul nu trebuie sa umple manual godeurile goale/

neumplute din Abbott 96-Well Optical Reaction Plate.

e Dupa finalizarea extractiei probei, Abbott m2000sp umple automat
orice godeu gol din Abbott 96-Well Optical Reaction Plate mElution
(elutie) atunci cand se prelucreaza mai mult de 48 de probe in cadrul
unei testari. Placa nu se umple pentru testari care contin 48 de probe
sau mai putine.

26.

27.

28.
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29.

30.

31.

32.

33.

34.

e Daca instrumentul trimite mesaje, suportul pentru reactivi 2 trebuie
sa ramana in loc, continand cel putin vasul cu reactivi pentru solutia
tampon mElution (elutie) (Suport pentru reactivi 2, locatia 6). Daca ati
descarcat acest vas cu reactivi, introduceti un vas nou cu reactivi cu
eticheta solutiei tampon mElution (elutie) in suportul pentru reactivi
2, pozitia 6. Lichidul din sistem va fi addugat in vasul cu reactivi si
utilizat pentru a umple godeurile goale. De indata ce acest proces este
finalizat, sistemul va continua cu Master Mix Addition.
NOTA: Instructiunile de utilizare din sistem pentru caracteristica de
umplere automata a placii se regasesc in sectiunea 5, Instructiuni
de operare din manualul de operare a Abbott m2000sp(Ref. 09K20
versiunea 6 sau mai recenta), modul de inchidere la extractia probei.
e |Inifializa{i protocolul Abbott m2000rt (pasul 33) in decurs de 50 de
minute de la initializarea protocolului Master Mix Addition (pasul 28).
NOTA: Dac3 renuntati la testare din orice motiv dupé pasul 28, trebuie
sé utilizati o noua placé de reactie opticd cu 96 de godeuri Abbott
daca protocolul Abbott m2000sp Master Mix Addition (pasul 28)
trebuie repetat.
Porniti si initializati instrumentul Abbott m2000rt de pe suprafata de
amplificare.

NOTA: Instrumentul Abbott m2000rt necesiti 15 minute pentru a se
incalzi.

NOTA: Scoateti manusile inainte de a reveni in zona de pregitire a
probei.

Etansati placa de reactie optica cu 96 de godeuri Abbott dupa ce
instrumentul Abbott m2000sp a terminat de adaugat probele si master
mix conform sectiunii Instructiuni de operare din manualul de operare a
Abbott m2000sp.

Asezati placa de reactie opticé etansata in Abbott Splash-Free Support
Base (bazé suport cu protectie impotriva stropirii) pentru transferul cétre
instrumentul Abbott m2000rt.

Daca se utilizeaza Uracil-N-Glicozilazd (UNG), urmati instructiunile de
mai jos:

Transferati placa opticd etansatéd in Abbott Splash-Free Support Base
(baza suport cu protectie impotriva stropirii) si incubati la temperatura
camerei (intre 15 °C si 30 °C) timp de 10 minute. Dupa incubarea la
temperatura camerei, transferati placa de reactie optica cu 96 de godeuri
Abbott pe Abbott Splash-Free Support Base (baz& suport cu protectie
impotriva stropirii) din instrumentul m2000rt.

Asezati Abbott 96-Well Optical Reaction Plate in instrumentul Abbott
m2000rt. De pe ecranul Protocol, selectati fisierul aplicatiei DBS cu ARN
HCV. Initializati protocolul asa cum s-a descris in sectiunea Instructiuni
de operare din manualul de operare a Abbott m2000rt.

NOTA: Se recomanda transferul comenzii de testare prin intermediul
utilizérii CD-ROM-ului sau al conexiunii la retea, cu caracteristici de
import si export al software-ului m2000sp si m2000rt. Daca se creeaza
manual o comanda de testare Abbott m2000rt introduceti ID-urile
probelor in locatiile tavilor PCR corespunzétoare, conform grilei ,,Wells
for Selected Plate” (Godeuri pentru placa selectatd), care se regaseste
pe ecranul detaliat ,,PCR Plate Results” (Rezultatele placii PCR) de

pe Abbott m2000sp. Consultati sectiunea 5 din manualul de operare
Abbott m2000sp.

Daca se va utiliza un pachet partial cu reactivi de amplificare pregatiti
pentru a doua oaré, atagali capacele pastrate sau noi ale celor trei
recipiente cu reactivi (Ref. 3N20-01) si depozitati rapid reactivii la -10 “C
sau o temperaturd mai scazutd, intr-un loc ferit de lumina si in pozitie
verticald. Aruncati orice pachet cu reactivi de amplificare care s-a
terminat sau a fost utilizat de doua ori.

IMPORTANT: Reactivii de amplificare care vor fi utilizati pentru a
doua oaré trebuie depozitati la -10 °C sau o temperaturd mai scazuta
in decurs de 50 de minute de la initializarea protocolului master mix
addition.

PROCEDURI ULTERIOARE PRELUCRARII

1

Scoateti Abbott 96 Deep-Well Plate de pe masa de lucru si eliminati in
conformitate cu manualul de operare a Abbott m2000sp.

Introduceti Abbott 96-Well Optical Reaction Plate intr-o pungé de plastic
etansabila si eliminati in conformitate cu manualul de operare Abbott
m2000rt impreund cu manusile utilizate la manipularea placii.

Curatati Abbott Splash-Free Support Base inainte de urméatoarea
utilizare, conform manualului de operare a Abbott m2000rt.

PROCEDURI CONTROL DE CALITATE

Calibrarea optica Abbott m2000rt
Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).



Calibrarea testului

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

Pentru testarea DBS cu ajutorul Abbott m2000sp si Abbott m2000rt: De

indata ce calibrarea Abbott Heal'l'lmg HCV este acceptata si stocatd, aceasta

poate fi utilizatd timp de sase luni. In aceasta perioada de timp, toate

probele ulterioare pot fi testate fara alte calibréri, cu exceptia cazului in

care:

e Se utilizeazd un Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit cu un
numar de lot nou.

e Se utilizeaza un Abbott mSample Preparation System (instrumente de
pregétire 4 x 24) cu un numar de lot nou.

e S-ainstalat un figier nou al aplicatiei Abbott RealTime HCV RNA DBS.

Detectia inhibarii

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

Seruri de control pozitive si negative

Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

Monitorizarea laboratorului privind prezenta contaminarii
Consultati prospectul testului Abbott RealTime HCV (Ref. 4J86).

REZULTATELE PROBELOR DBS

Rezultatul raportat privind concentratia probei DBS din testarea protocolului
Abbott m2000rt DBS reprezintd concentratia virald HCV din plasma
specimenului de sange total din care s-a obtinut specimenul DBS.
Instrumentul Abbott m2000rt raporteaza automat rezultatele pe statia de lucru
Abbott m2000rt. Rezultatele testelor pot fi raportate in unitati internationale
IU/mL, sau Log IU/mL.

Interpretarea rezultatelor

Rezultat Interpretare

Nu este detectat Tinta nu este detectata
< 2,66 Log IU/mL? Detectata

intre 2,66 si 8,00 Log IU/mL

> 8,00 Log IU/mL >ULQP

2462 IU/mL
b ULQ = limita superioara a determinarii cantitative

LIMITARILE PROCEDURII

e PENTRU DIAGNOSTICUL IN VITRO

e Performanta optima a acestui test impune recoltarea, depozitarea si
transportul corespunzétor al probelor la unitatea de testare (consultati
sectiunea PRELEVAREA, DEPOZITAREA $I TRANSPORTUL PROBELOR
LA UNITATEA DE TESTARE din acest prospect).

* Probele de sange total recoltate in tuburi EDTA pot fi utilizate pentru a
genera DBS care sunt testate cu Abbott RealTime HCV assay for DBS.
Utilizarea de alte anticoagulante nu au fost validate cu Abbott RealTime
HCV assay for DBS.

e Utilizarea Abbott RealTime HCV assay for DBS este limitata la personalul
care a fost instruit privind procedurile de pregatire si prelucrare prealabila
a DBS, testul de diagnosticare moleculara si sistemul Abbott m2000.

® Procedurile asociate instrumentelor si testului reduc riscul de
contaminare cu produsul de amplificare. Cu toate acestea, contaminarea
cu acid nucleic din calibratori, serurile de control pozitive sau probe
trebuie sa fie controlatad prin intermediul bunelor practici de laborator si
cu atenta respectare a procedurilor specificate in acest prospect.

e Asa cum se intdmpla in cazul testelor de diagnosticare, rezultatele
generate de Abbott RealTime HCV assay for DBS trebuie interpretate
n raport cu alte constatari clinice sau de laborator. Un specimen cu un
rezultat ,Not Detected” (Nedetectat) nu poate fi presupus a fi negativ
privind ARN-ul HCV.

e Recoltarea, uscarea, depozitarea si manipularea incorecta a fiselor DBS
pot conduce la rezultate ale testelor neconforme cu realitatea.

e Se pot utiliza fise DBS Ahlstrom-Munktell TFN si Whatman 903.
Utilizarea altor fise nu a fost validata cu Abbott RealTime HCV assay.

CARACTERISTICILE SPECIFICE DE PERFORMANTI\
PENTRU PROBELE DBS

Limita de detectie (LoD)

LoD a Abbott RealTime HCV assay este de 462 IU/mL cu tipul de proba DBS.

LoD a fost determinat testand probele DBS pregatite cu o serie de dilutie din
standardul international al OMS pentru ARN-ul virusului hepatitei C diluat in
séngele total negativ pentru HCV. Testarea fiecarei concentratii ARN HCV a
fost efectuatd cu patru loturi de reactivi de amplificare in decurs de trei zile.
Rezultatele reprezentative ale performantei sensibilitaii analitice ale Abbott
RealTime HCV assay for DBS sunt rezumate in tabelul 1.
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Tabelul 1. Limita detectiei (LoD) a Abbott RealTime HCV for DBS
ARN HCV (IU/mL)

Numar testat Numar detectat Procent detectat

500 84 83 99
400 84 80 95
350 84 75 89
300 84 73 87
150 84 54 64
50 84 26 31

Analiza privind unitatea de probabilitate a datelor a determinat o concentratie
a ARN-ului HCV detectata din picatura uscata de sange cu o probabilitate de
95 % de 462 IU/mL (95% Cl intre 381 si 593 IU/mL).

Interval liniar

Limita superioara a determinarii cantitative (ULQ) pentru Abbott RealTime
HCV assay este de 100 milioane IU/mL, iar limita inferioara a determinarii
cantitative este echivalenta cu LoD (462 IU/mL) pentru revendicarea DBS.
S-a pregatit un panel DBS cu sapte membri cu HCV Armored RNA diluat in
concentratii cuprinse intre 200 de milioane IU/mL si 316 IU/mL in s&ngele
total negativ pentru HCV. Rezultatele reprezentative ale liniaritatii Abbott
RealTime HCV assay for DBS sunt prezentate in figura 1.

Figura 1. Liniaritatea Abbott RealTime HCV Assay for DBS

y=1,03 x -0,08
r = 0,999

n =283

RealTime HCV DBS (Log IU/mL)

Concentratie tinta (Log 1U/mL)

Abbott RealTime HCV assay for DBS s-a dovedit a fi liniar in intregul interval
de concentratii de ARN HCV testate (intre 316 si 200 de milioane IU/mL, intre
2,5 si 8,3 Log IU/mL).

Specificitate

Specificitatea tintd a Abbott RealTime HCV assay for DBS este mai mare de
sau egald cu 99,5 %. Specificitatea a fost determinata prin analizarea a 119
probe sero-negative HCV, in cadrul a doua loturi de reactivi de amplificare.
Specificitatea generald a fost de 100 % (119/119).

Precizie

Precizia a fost evaluata prin testarea a unui panel DBS din gsase membri tinta
pentru a acoperi intervalul de concentratie a ARN-ului HCV cuprins intre 316
IU/mL si 200 de milioane IU/mL. Membrii panelului cu concentratii mai mici

de 5 Log IU/mL (100.000 IU/mL) au fost pregatiti cu probe clinice pozitive

HCV diluate in sénge total negativ pentru HCV, in timp ce membrii panelului

cu concentratii mai mari de 5 Log IU/mL (100.000 IU/mL) au fost pregatiti cu
HCV Armored RNA diluat in sénge total negativ pentru HCV. Fiecare membru al
panelului a fost testat in cinci retestari, o data pe zi, timp de cinci zile, in cadrul
a trei perechi Abbott m2000sp/rt a cate trei loturi de reactivi de amplificare.
Abaterile standard (SD) au fost determinate in cadrul aceleiasi masuratori, intre
masuratori si intre teste (in cadrul aceleiagi masurétori si intre masurétori).
Abbott RealTime HCV assay for DBS a fost proiectat pentru a obtine o abatere
standard (SD) de la un test la altul mai mica de sau egala cu 0,25 Log IU/mL
de ARN HCV pentru probele care contin concentratii de HCV cuprinse intre
10.000 si 100 de milioane IU/mL. Rezultatele reprezentative ale preciziei Abbott
RealTime HCV assay for DBS sunt rezumate in tabelul 2.



Tabelul 2. Precizia Abbott RealTime HCV Assay for DBS

Componenta SD

Concentratie medie Concentratie medie in cadrul aceleiasi Componenta SD Componenta SD intre
Membri panel N (IU/mL) (Log IU/mL) masuratori®® intre masuratori?  SD intre teste®® loturi/instrumente 2 Total®®
1 634 420 2,62 0,26 0,07 0,27 0,00 0,27
2 75 1.435 3,16 0,23 0,00 0,23 0,09 0,25
3 75 13.211 4,12 0,06 0,04 0,07 0,05 0,09
4 75 395.427 5,60 0,04 0,03 0,05 0,02 0,05
5 75 14.008.770 7,15 0,12 0,04 0,13 0,05 0,14
6 75 316.713.566 8,50 0,04 0,03 0,05 0,05 0,07

2 Deviatia standard (SD) este exprimata in Log IU/mL.
bintre teste contine componente in cadrul aceleiasi masuratori si intre masuratori.
¢ Total include componente in cadrul aceleiasi masuratori, intre masurétori si intre loturi/instrumente.

d Concentratia medie a membrului panelului 1 este sub LOD. Estimérile preciziei se bazeaza pe retestarile care sunt determinate

cantitativ.

¢ 8D in cadrul aceleiasi masuratori, denumita si repetabilitate. SD total, denumita si reproductibilitate.

Repetabilitatea si reproductibilitatea pentru membrul panelului 1 (aproape LLoQ) au fost de 0,26 Log IU/mL si respectiv, 0,27 Log IU/mL, iar pentru membrul
panelului 2 (aproape LLoQ) au fost de 0,23 Log IU/mL si respectiy, 0,25 Log IU/mL. Repetabilitatea si reproductibilitatea pentru membrul panelului 5 (aproape

ULoQ) au fost de 0,12 Log IU/mL si respectiv, 0,14 Log IU/mL, iar pentru membrul panelului 6 (aproape ULoQ) au fost de 0,04 Log IU/mL si respectiv,

0,07 Log IU/mL.
Corelatie

Determinarea cantitativa a ARN-ului HCV a fost comparatd cu Abbott RealTime HCV assay care utilizeaza picaturi uscate de sange si testul comparativ marcat

cu CE, testul Abbott RealTime HCV care utilizeazé plasma umana. Plasma si probele DBS provenite de la un numar total de 346 de subiecii (recoltate si testate

in Georgia, Camerun si Grecia) au fost incluse in analiz&. Atat DBS pregatit cu sdnge venos, cat si DBS pregatit cu snge capilar (punctie din deget) au fost
testate cu Abbott RealTime HCV assay for DBS. Rezultatele cantitative ale probelor care s-au incadrat in intervalele dinamice ale testelor au fost analizate prin
metoda de regresie liniara cu cele mai putine patrate si metoda Bland-Altman pentru bias (DBS capilar versus plasma N = 346, DBS venos versus plasma

N = 346 si DBS capilar versus DBS venos N = 345). In ceea ce priveste corelarea DBS capilar cu plasma, coeficientul de corelatie a fost de 0,843, panta a fost

de 0,91 (95% CI cuprins intre 0,85 si 0,97), iar segmentul a fost de 0,48 Log IU/mL (95% CI cuprins intre 0,12 si 0,84)(Figura 2). in ceea ce priveste corelarea

DBS venos cu plasma, coeficientul de corelatie a fost de 0,840, panta a fost de 0,94 (95% CI cuprins intre 0,88 si 1,00), iar segmentul a fost de 0,31 Log IU/mL
(95% ClI cuprins intre -0,07 si 0,69)(Figura 3). In ceea ce priveste corelarea DBS capilar cu DBS venos, coeficientul de corelatie a fost de 0,943, panta a fost de

0,91 (95% CI cuprins intre 0,87 si 0,94), iar segmentul a fost de 0,53 Log IU/mL (95% CI cuprins intre 0,33 si 0,72)(Figura 4). In plus, diagramele Bland-Altman
pentru aceleasi comparatii sunt prezentate in Figura 5, Figura 6 si Figura 7. Diferenta de bias mediu dintre DBS capilar si plasma a fost de -0,05 Log IU/mL.
Diferenta de bias mediu dintre DBS venos si plasma a fost de -0,04 Log IU/mL. Diferenta de bias mediu dintre DBS capilar si DBS venos a fost de

-0,02 Log IU/mL.

Bias-ul estimat intre DBS capilar si plasma a fost evaluat la niveluri tintd LLoQ si ULoQ. in plus, bias-ul estimat intre DBS venos si plasma a fost evaluat la

niveluri tinta LLoQ si ULoQ. Consultati tabelul 3 privind rezumatul bias-ului estimat.

Tabelul 3. Bias estimat intre DBS (capilar sau venos) si plasma la LLoQ si ULoQ

Nivel tinta sarcina virala Bias estimat

Comparatie Nivel (Log 1U/mL) (Log 1U/mL)
DBS capilar versus plasma LLoQ 2,66 0,24
uLoQ 8,00 -0,26
DBS venos versus plasma LLoQ 2,66 0,15
uLoQ 8,00 -0,17
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Figura 2. DBS capilar si plasma

Determinarea cantitativa a DBS capilar Abbott HCV

(Log IU/mL)
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©

r=0,843

1n =346

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
i Abbott RealTime HCV

Determi itativa a
(Log IU/mL)

Figura 5. DBS capilar versus plasma

Diferenta: (DBS capilar Abbott HCV - Plasméa Abbott
RealTime HCV)
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Figura 3. DBS venos si plasma
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Figura 6. DBS venos versus plasma
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Figura 4. DBS capilar si DBS venos

Figura 7. DBS capilar versus DBS venos
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ASISTENTA TEHNICA

in ceea ce priveste asistenta tehnica, contactati Abbott Technical Services la
numarul 1-800-553-7042 (pe teritoriul SUA) sau la numarul

+49-6122-580 (in afara teritoriului SUA) sau vizitati site-ul web Abbott pe
www.molecular.abbott.

REZUMAT PRIVIND SIGURANTA S| PERFORMANTA

Un rezumat privind siguranta si performanta (SSP) pentru acest
dispozitiv este disponibil pe https://ec.europa.eu/tools/eudamed.
Aceasta este locatia SSP dupa lansarea Bazei de Date Europene pentru
Dispozitive Medicale. Cautati acest dispozitiv utilizand UDI-DI furnizat pe
exteriorul ambalajului dispozitivului.
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ANEXA 1. PREZENTAREA GENERALA A CARACTERISTICII DE UTILIZARE PRELUNGITA A REACTIVILOR DE
AMPLIFICARE ABBOTT REALTIME HCV

Caracteristica de utilizare prelungita a reactivilor de amplificare permite utilizarea unui pachet cu reactivi de amplificare si a unui control intern (Cl) de cel mult
doud ori. Pachetele cu reactivi de amplificare care nu au fost inca utilizate pentru a pregati master mix sunt denumite pachete noi cu reactivi de amplificare.
Pachetele cu reactivi de amplificare care au fost utilizate o singura daté si care contin master mix pregatit sunt denumite pachete partiale cu reactivi de
amplificare. Consultati instructiunile furnizate in prezentul manual pentru detalii suplimentare.

Conditii de depozitare (Amplification Reagent Pack si recipiente cu control intern)

Tip de pachet Temperatura de depozitare Durata de depozitare
Pachete noi -10 °C sau o temperaturd mai scazuta Pana la data afisata pe eticheta
Cl nou -10 °C sau o temperatura mai scazuta Pana la data afisata pe eticheta
Pachete partiale -10 °C sau o temperaturd mai scazuta Pana la 14 zile dupa utilizarea initiala

(ferite de lumina)

Cl partial -10 °C sau o temperatura mai scazuta Pana la 14 zile dupa utilizarea initiala

e Daca utilizati UNG pentru procedura de control al contaminérii, consultaii protocolul de testare, pasul 25-32 pentru instructiuni specifice.

Selectati combinatia de pachete noi
sifsau partiale necesare pentru

Pachet(e) nou (noi) rulare. Pachet(e) partial(e)

Scoateti pachetul(e) nou
-10°C (noi) de la congelator
/Y (£-10°C).
Decongelati la 2°C-8°C
sau 15°C-30°C.

Y

8°C Odata decongelat,
/H/ depozitati intre 2°C si 8°C
2°C

timp de < 24 de ore, inainte
de utilizare.

Finalizati extractia probei.

A

Scoateti capacele. (<10 °C). Confirmati daca

master mix s-a decongelat
! ¢ inainte de utilizare.

Incarcati pachetul(e):
T Asezati ferm toate pachetele;
" achetele partiale la stanga H
< 60 de minute P part 9

Scoate;li1 pac hetulge) partial(e) 10°C
: {

incércagi Master Mix Tube (tub cu < 25 de minute
amestec principal) daca utilizati mai

Initializati Abbott multe pachete.

1
1
1
: .
1 1
m2000rt. 1 I
¥ v v

- Initializati protocolul master mix.

Protocol master mix finalizat.

1
1
1
[
T Etansati placa PCR. -

£50 df minute Y < 50 de minute

' Reintroduceti !
1 capacele pachetelor 7 :
1 partiale dupa prima -
| utilizare. Transferati placa PCR !
| in Abbott m2000rt. :
| ¥ 1 !

10"0: Depozitati pachetul(e) partial(e) !
== =p la=-10°C, in pozitie verticala Initializati protocolul €---- ,'

si intr-un loc ferit de lumina. Abbott m2000rt. v

Aruncati pachetele goale
si pachetele partiale dupa
cea de-a doua utilizare.

e Pachetele cu reactivi de amplificare eligibile pentru utilizarea prelungita trebuie s& aiba un numér de serie format din sase cifre deasupra codului de bare.

e Pachetele partiale cu reactivi de amplificare pot fi utilizate pentru a doua oarad numai pe acelasi instrument utilizat initial. Utilizarea acestora pe un alt
instrument va genera o eroare de prelucrare care poate intéarzia testarea.

e Pachetele partiale si noi cu reactivi de amplificare pot fi utilizate impreuna. Toate pachetele cu reactivi de amplificare utilizate pe instrument pentru o
testare trebuie sa aiba acelasi numar de lot.
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Abbott RealTime HCV

Supplement for Dried Blood Spot (DBS)
]

04J86-010

51-608440/R3
MARKUS: Muudatused on esile téstetud.

Kasutatud tahiste selgitused

GTIN Globaalne kaubandustoote kood

Viitenumber

In vitro diagnostika meditsiiniseade

Maksimaalne lubatud aeg

Temperatuuri Glempiir

Temperatuuripiirang

Volitatud esindaja Euroopa Uhenduses/Euroopa
Liidus

L~ GiYg

Tootja

RAHVUSVAHELINE KLIENDITEENINDUS: VOTKE
UHENDUST LAHIMA ABBOTTI VOLITATUD ESINDAJAGA
Lugege see pakendi infoleht enne kasutamist hoolikalt I&bi.

Infolehes toodud juhiseid tuleb vastavalt jargida. Anallilsitulemuste
usaldusvaérsus ei ole tagatud, kui esineb mis tahes korvalekaldeid
pakendi infolehes esitatud juhistest.

See pakendi infoleht on lisa anallilisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86)
pakendi infolehele kuiva verepleki (Dried Blood Spot, DBS) proovitiiibi
jaoks.

TEADE KASUTAJALE

Selle seadmega seotud tosistest vahejuhtumitest tuleb teavitada tootjat
ja padevat asutust liikmesriigis, kus kasutaja ja/voi patsient asub. Tootja
teavitamiseks vajaliku kontaktteabe leiate selle juhendi klienditeeninduse
Vvoi tehnilise toe jaotistest.

NIMETUS
Abbott RealTime HCV

KASUTUS DBS-I PUHUL

Analiilis Abbott RealTime HCV on mdeldud in vitro pédérdtranskriptsiooni
polimeraasi ahelreaktsiooni (RT-PCR) analulsina C-hepatiidi viiruse
RNA (HCV RNA) kvantitatiivseks maéramiseks veres, mis on voetud
kuiva verepleki meetodil (DBS) (st saadud venipunktuuri voi kapillaarvere
kaudu) HCV-infektsiooniga isikutelt. Anallilis Abbott RealTime HCV on
ette ndhtud kasutamiseks viirusevastast ravi saavatel HCV-infektsiooniga
patsientidel. Analliis Abbott RealTime HCV ei ole ette nahtud vere,
plasma, seerumi voi kudede doonorite HCV séeluuringuks ega
diagnostiliseks testiks HCV-infektsiooni olemasolu kinnitamiseks.

ETTENAHTUD KASUTAJA

Analliusi Abbott RealTime HCV ettendhtud kasutajateks on
laboritéotajad.

TESTI KOKKUVOTE JA SELGITUS

C-hepatiidi viirus (HCV) on liks peamisi maksahaiguse pdhjuseid.
Hinnanguliselt umbes 1.1% elanikkonnast pdeb kroonilist C-hepatiiti’
ja ligikaudu 700 000 inimest sureb igal aastal C-hepatiidiga seostuvate
maksahaiguste tagajarjel2. HCV on positiivse ahelaga RNA viirus, mis
kandub edasi peamiselt intravenoosse narkootilise aine kasutamise

ja veretoodete kaudu. Umbes 55 kuni 85% HCV-infektsiooniga isikutel
areneb valja krooniline hepatiit, kusjuures kuni 30% krooniliselt
nakatunud isikutest areneb vélja tsirroos.! Tsirroosiga patsientidel on
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hepatotsellulaarse kartsinoomi esinemissagedus 2 kuni 4% aastas.’

HCV RNA taseme kvantitativne mddtmine perifeerses veres on
osutunud oluliseks parameetriks erinevate anti-HCV ravimeetodite
puhul.813 Otsetoimeliste viirusevastaste raviskeemide kasutamisel on
HCV-infektsiooni ravi oluliselt edasi arenenud. Anti-HCV ravi eesmark

on saavutada pusiv viroloogiline ravivastus (SVR), mis on esitatud
tuvastatava HCV RNA jatkuva puudumisena.25 HCV-viiruskoormuse
modtmisi on kasutatud ravi kestuse ja ravivastuse alusel juhitava ravi
individualiseerimiseks vdi viirusevastase ravi pusiva voi mittepUsiva
viroloogilise ravivastuse madramiseks ja prognoosimiseks.2

Enamasti esineb lGlemaailmselt valdavalt ronkem HCV-d madala ja
keskmise sissetulekuga riikides.'* Aktiivse HCV-infektsiooniga patsientide
tuvastamise voimalused on nendes vdheste ressurssidega piirkondades
véga piiratud. DBS-i meetodil kogutud téisverd vdib kasutada
alternatiivina seerumile voi plasmale HCV RNA testimiseks. DBS-i
meetod on teostatav alternatiiv, mille korral puuduvad paljud logistilised
ja tehnilised piirangud, mis on seotud seerumi voi plasma kogumise,
tootlemise, ladustamise ja saatmisega. Maailma Terviseorganisatsiooni
(WHO) suunised C-hepatiidi testimise kohta sisaldavad soovitusi

DBS-i meetodi kasutamiseks HCV viroloogiliseks testimiseks piiratud
ressurssidega piirkondades.™

DBS-i anallilis Abbott RealTime HCV kasutab pddrdtranskriptsiooni
polimeraasi ahelreaktsiooni (RT-PCR) tehnoloogiat koos homogeense
reaalajas fluorestseeruva madramisega HCV RNA kvantitatiivseks
maéramiseks DBS-is. HCV genoomi konserveerunud regiooni valik ndeb
ette genotllpide 1 kuni 6 avastamise. Anallilis on standarditud vastavalt
C-hepatiidi viruse RNA teisele WHO rahvusvahelisele standardile
(NIBSC kood 96/798)' ja tulemused on esitatud rahvusvahelistes
moo6tihikutes/mL (IU/mL) v6i nende kiimnendlogaritmekvivalendis.

PROTSEDUURI BIOLOOGILISED POHIMOTTED

DBS-i analiitis Abbott RealTime HCV nduab kolme reaktiivikomplekti:

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit

e Abbott RealTime HCV Control Kit

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit

DBS-i analliiis Abbott RealTime HCV kasutab RT-PCR-i inimese

DBS-i proovidest voetud HCV RNA genoomist amplifitseeritud toote
genereerimiseks. DBS-i anallilis Abbott RealTime HCV koosneb
analulsieelsest DBS-i to6tlusest, proovide ettevalmistamisest, RT-PCR-i
koostust, amplifikatsioonist, madramisest ja tulemuste aruandlusest.
Analulsieelne DBS-i td6tlus toimub puhvrikomplekti Abbott mSample
Preparation System DBS Buffer Kit abil enne proovi laadimist slisteemi
Abbott m2000sp. Kdik analiiisieelsele DBS-i todtlusele jargnevad etapid
viiakse slsteemides Abbott m2000sp ja Abbott m2000rt I&bi automaatselt.
Tapsemat teavet proovi ettevalmistamise, RT-PCR-i koostu,
amplifikatsiooni ja madramise kohta leiate anallilsi Abbott RealTime
HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehest.
AMPLIFITSEERIMISREAKTIIVI PIKENDATUD
KASUTUSAEG

Valikulise amplifitseerimisreaktiivi pikendatud kasutusaeg voimaldab
kasutada amplifitseerimisreaktiivi pakendeid ja sisekontrolle kokku 2
korda. Ettevalmistatud master mixi sisaldavaid amplifitseerimisreaktiivi
pakendeid voib enne teistkordset kasutamist séilitada —10 °C juures

voi kiilmemal temperatuuril korgiga kaetult ja valguse eest kaitstult kuni
14 péeva. Sisekontrolle (IC) voib enne teistkordset kasutamist séilitada
—10 °C juures voi kilmemal temperatuuril korgiga kaetult kuni 14 paeva.
Teisel kasutuskorral ei tohi llletada reaktiivi aegumistahtaega.

Selle omaduse Ulevaade on esitatud pakendi infolehe 1. lisas.
Kasutamata (esimest korda kasutatavaid) amplifitseerimisreaktiivi
pakendeid ja sisekontrolle nimetatakse pakendi infolehes uuteks ampli-
fitseerimisreaktiivi pakenditeks ja sisekontrollideks. Uks kord kasutatud ja
master mixi sisaldavaid amplifitseerimisreaktiivi pakendeid nimetatakse
poolikuteks amplifitseerimisreaktiivi pakenditeks. Uks kord kasutatud
sisekontrolli viaale nimetatakse poolikuteks sisekontrolli viaalideks.



NUKLEIINHAPPEGA SAASTUMISE VALTIMINE
Vt analliisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

REAKTIIVID
Vt analliisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD

Kasutamiseks in vitro diagnostikas.

Kuiva verepleki (DBS) anallilis Abbott RealTime HCV ei ole ette néhtud
vere, plasma, seerumi voi kudede doonorite HCV sbeluuringuks ega
diagnostiliseks testiks HCV-infektsiooni olemasolu kinnitamiseks.

OHUTUSABINOUD

Vt analliisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte. DBS-i
analliusiks Abbott RealTime HCV kasutatakse ainult seadmeid Abbott
m2000sp ja Abbott m2000rt.

ERIETTEVAATUSABINOUD

Ettevaatus DBS-i proovide kasitsemisel

DBS-i anallilis Abbott RealTime HCV on ette ndhtud kasutamiseks

Uksnes taisvere voi DBS-i proovidega, mida on késitsetud ja

séilitatud vastavalt jaotises PROOVIDE KOGUMINE, SAILITAMINE JA

ANALUUSIKOHTA TRANSPORTIMINE esitatud juhistele.

Vt Abbott RealTime HCV analisi (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

DBS-iga seotud eriettevaatusabindud kéasitsemisel:

e Veenduge, et DBS-i kaardid on enne kuivatusainega kotis hoiustamist
taielikult kuivanud. DBS-i maarimine ning valesti kuivatamine,
séilitamine ja kasitsemine vdib moonutada anallisi tulemusi.

e Ristsaastumise véltimiseks kasutage iga DBS-i proovi pleki
perforeeritud DBS-i kaardilt vélja llikkamisel uut pipetiotsakut.
Perforeerimata DBS-i kaardi kasutamise korral dekontamineerige
pleki véljutamiseks kasutatav tédvahend nii enne kui ka pérast DBS-i
prooviga kokkupuutumist.

Toopiirkonnad

Seadmete Abbott m2000sp ja Abbott m2000rt kasutamise korral
on soovitatav té6tada ainult kahes spetsiaalses alas: proovide
ettevalmistamise ala ja amplifitseerimise ala.

Vt analliusi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.
Aerosooliga saastumine

Vt analliusi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.
Saastumine ja selle tokestamine

Vt analliusi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

Saastumine viélise dU-sisaldusega amplifitseeritud proovist
Laborid, kus kasutatakse v6i on kasutatud HCV amplifikatsioonianallise,
mis holmavad amplifitseeritud proovi PCR-jéargset t66tlemist, voivad olla
saastunud dU-sisaldusega amplifitseeritud tootega. Selline saastumine
voib pbhjustada DBS-i anallilisi Abbott RealTime HCV ebatépseid
tulemusi. Vt analliisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi
infolehe alajaotist Labori jalgimine saaste avastamiseks. Kui negatiivsed
kontrollained on pusivalt reaktiivsed voi kui tdendoliselt on toimunud
saastumine dU-sisaldusega HCV amplifitseeritud tootega, on soovitatav
kasutada uratsiil-N-glikosulaasi (UNG) saastumistorje toimingut, kui labori
dekontamineerimine ei dnnestu.

HOIUSTAMINE
Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (kat-nr 4J86-90)

/H/JO °C o

Uusi ja osalisi Abbott RealTime HCV
amplifikatsioonireaktiivi pakke ja sisekontrolli (IC)
katsuteid tuleb hoiustada —10 °C juures voi madalamal
temperatuuril, kui neid ei kasutata. Otsese kokkupuute
véltimiseks tuleb kasutusel olev Abbott RealTime
HCV amplifikatsioonireaktiivi pakk hoolikalt eraldada
proovidest, kalibraatoritest ja kontrollainetest.

e Osalised amplifikatsioonireaktiivi pakid ja sisekontroll
tuleb séilitada —10 °C juures voi madalamal
temperatuuril ja hoida korgiga, plstasendis ja valguse
eest kaitstuna.

Selliselt hoiustatud osalisi amplifikatsioonireaktiivi
pakke koos valmis master mixiga saab teist korda
kasutada 14 pédeva jooksul parast esmast kasutust.
Sisekontrolli (IC) tohib samuti teist korda kasutada 14
paeva jooksul parast sulatamist, kui seda on hoitud
korgiga —10 °C juures voi killmemas. Parast kahte
kasutuskorda tuleb osalised amplifikatsioonireaktiivi
pakid ja IC &ra visata. Teisel kasutuskorral ei tohi
Uletada reaktiivi aegumistéhtaega.
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Abbott RealTime HCV Control Kit (kat-nr 4J86-80)

/H/JO °C o

Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (kat-nr 4J86-70)

/ﬂ[do °C o

TRANSPORTIMISTINGIMUSED
Vt anallilisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

REAGENTIDE EBASTABIILSUSE VOI HALVENEMISE
ILMINGUD
Vt Abbott RealTime HCV analiiisi (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

TOIMINGUD INSTRUMENTIDEGA

Enne analliusi teostamist tuleb rakenduse fail Abbott RealTime HCV

for DBS paigaldada slisteemidele Abbott m2000sp ja Abbott m2000rt
CD-ROMIilt Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined
Application CD-ROM (kat-nr 01L69-040 véi uuem). Uksikasjalikku teavet
rakenduse failide installimise kohta leiate stusteemide Abbott m2000sp ja
Abbott m2000rt késiraamatute jaost ,Kasutusjuhised”.

PROOVIDE KOGUMINE, SAILITAMINE JA
ANALUUSIKOHTA TRANSPORTIMINE

Proovide kogumine ja sailitamine

e DBS-i valmistamiseks kasutage sdrmest voetud veretilka voi EDTA-
ga taisverd. EDTA-ga taisverd tuleb séilitamise ja transportimise ajal
hoida kontrollitud temperatuuritingimustes (2 °C kuni 8 °C juures kuni
48 tundi voi toatemperatuuril mitte tle 30 °C juures kuni 24 tundi).

e Katsutisse kogutud EDTA-ga taisverd tuleb enne verepleki tegemist
hoolikalt segada, pdorates katsutit ettevaatlikult Gmber. Tilgutage
veri Ahlstrom-Munktell TFN paberkaardi pooletollistele (12 mm)
rongastele voi Whatman 903-le ja veenduge, et kogu rongas on
kaetud. Téieliku katvuse tagamiseks on soovitatav kasutada iga ringi
kohta vahemalt 70 pL verd (ligikaudu 3 kuni 5 veretilka).

e Kuivatage kaarti toatemperatuuril 6hu kdes vahemalt kolm tundi.
Pakkige iga kaart suletavasse kotti koos kuivatusaine pakikestega
(vdhemalt 2-3 kuivatusaine pakikest).

e DBS-i proovidega kaarte saab enne analiilisi teostamist sdilitada
vastavalt allpool toodud tabelis ndidatud tingimustele.

Abbott RealTime HCV negatiivseid ja positiivseid
kontrollaineid tuleb sailitada —10 °C juures voi
kilmemas.

Abbott RealTime HCV kalibraatorit A ja kalibraatorit B
tuleb sdilitada —10 °C juures voi kilmemas.

DBS-i proovikaardi séilitamine

Tingimus Maksimaalne séilitusaeg
2 °C kuni 30 °C keskkonna niiskuse juures 18 nadalat
< 37 °C keskkonna niiskuse juures 12 nadalat
< 45°C keskkonna niiskuse juures 8 nadalat
< 38 °C suure niiskuse juures (< 85%) 4 nadalat
-25 °C kuni -15 °C keskkonna niiskuse juures 18 nadalat
-70 °C voi kilmemas keskkonna niiskuse 18 nadalat

juures

Proovide transportimine

Transportige proove vastavalt soovitatavale séilitamistemperatuurile ja

-ajale, mis on loetletud jaotises Proovide kogumine ja sailitamine.

Riigisisesel ja rahvusvahelisel transportimisel tuleks proovid pakendada

ja mérgistada vastavalt kehtivatele riiklikele, foderaalsetele ja

rahvusvahelistele eeskirjadele, mis holmavad kliiniliste, diagnostiliste voi

bioloogiliste proovide vedu.

ABBOTT REALTIME HCV PROTSEDUUR DBS-I PUHUL

Vajalikud vahendid, mida pole komplektis

e Abbott RealTime HCV Amplification Reagent Kit (kat-nr 4J86-90)

e Abbott RealTime HCV Calibrator Kit (kat-nr 4J86-70)

e Abbott RealTime HCV Control Kit (kat-nr 4J86-80)

Abbott m2000sp Instrument Sample Preparation Area jaoks

e Abbott mSample Preparation System DBS Buffer Kit (kat-nr 09NO2-
001)

e Susteem Abbott m2000sp (kat-nr 09K14-01, 09K14-02)

e Abbott mSample Preparation System (4 x 24 preparaati) (kat-nr
04J70-24)

e Kalibreeritud téppispipetid, millega saab doseerida 20-1000 pL (UNG-
ga voib olla vaja kalibreeritud pipette, millega saab doseerida <20 pL).



e Aerosoolitdkkega pipetiotsakud 20—-1000 pL pipettide jaoks (UNG
kasutamisel voib olla vaja aerosoolitokkega pipetiotsakud, millega
saab doseerida <20).

e \Vorteks

e Master Mix Tube (kat-nr 04J71-80)

e Abbott 96-Deep-Well Plate (kat-nr 04J71-30)

e 5 mL reaktsioonianum (kat-nr 04J71-20)

® 200 mL reaktsioonianum (kat-nr 04J71-60)

e Abbott 96-Well Optical Reaction Plate (kat-nr 04J71-70)

e Abbott Optical Adhesive Covers (kat-nr 04J71-75)

e Abbott Adhesive Cover Applicators (kat-nr 9K32-01)

e Abbott Splash-Free Support Base (kat-nr 9K31-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (kat-nr 01L69-040 v6i uuem)

e m2000 System 13 mm DBS-PoST Set (kat-nr 09N03-001)

e 1.4 mL mikroviaal 15 mm korgiga (kat-nr 03N20-01) valikuline

e Uratsiil-N-glikosiilaas (UNG)? (kat-nr 6L87-02)

aVajaduse korral selle pakendi infolehe jaotise Saastumine vélise dU-d

sisaldava amplifitseeritud saadusega kohaselt.

Abbotti m2000rt instrumendi amplifitseerimisala jaoks

e Instrument Abbott m2000rt (kat-nr 9K15-01)

e Abbott RealTime HCV m2000 ROW System Combined Application
CD-ROM (kat-nr 01L69-040 voi suurem)

e Abbott m2000rt Optical Calibration Kit (kat-nr 04J71-93)

Muud materjalid

e Bioloogilise ohutuse kapp, mis on heaks kiidetud td6tamiseks
nakkusohtlike materjalidega

e DBS-i kaardi suletav kott

e Kuivatusaine pakk DBS-i kaardi jaoks

e Ahlstrom-Munktelli TFN-paberkaart ja/voi Whatman 903

e Suletav kilekott 96 auguga reaktsiooniplaadi kdrvaldamiseks

¢ RNaasita vesi (Eppendorf véi samavééarne)®

e 1.7 mL molekulaarbioloogilise astmega mikrotsentrifuugikatsutid (Dot
Scientific, Inc. véi samavaérne)®

e \Vatiotstega aplikaatorid (Puritan véi samavaarne)®

bMarkus. Koiki 3 kasutatakse laborijarelevalve protseduuris saaste

olemasolu tuvastamiseks. Vt analiiiisi Abbott RealTime HCV analiiisi

(kat-nr 4J86) pakendi infolehe jaotist KVALITEEDIKONTROLLI

PROTSEDUURID.

Protseduurilised ettevaatusabinoud

e Lugege seda pakendi infolehte hoolikalt enne proovide to6tlemist.

* Amplifikatsioonireaktiive ja sisekontrolli saab kasutada kuni 2 korda,
nagu on kirjeldatud selles pakendi infolehes. Kalibraatorid Abbott
RealTime HCV Calibrators Negative Control (negatiivne kontroll),
Low Positive Control (madal positiivne kontroll) ja High Positive
Control (kérge positiivne kontroll) on ette néhtud vaid Uhekordseks
kasutamiseks ning tuleks parast kasutamist korvaldada.

* Proovide voi sisekontrolli pipettimiseks kasutage aerosoolbarjéariga
pipetiotsi voi Uhekordselt kasutatavaid pipette ainult 1 kord.
Pipettimisel pipetitrumli saastumise &rahoidmiseks tuleb olla
ettevaatlik, valtimaks pipetitrumli kokkupuudet proovikatsuti
vOi mahuti sisemusega. Soovitatav on kasutada laiendatud
aerosoolibarjaariga pipetiotsi.

e Amplifikatsioonisaaduse olemasolu jalgimisprotseduurid leiduvad
jaotises KVALITEEDIKONTROLLI PROTSEDUURID.

* Nukleiinhappesaaste ohu vdhendamiseks puhastage ja
desinfitseerige proovide mahaloksumise korral, sealhulgas
kasutage tuberkuloidset desinfitseerimisvahendit, nagu 1.0%
naatriumhipoklorit vm sobiv desinfitseerimisvahend.

e Kalibraatorid ja kontrollained Abbott RealTime HCV tuleb ette
valmistada koos testitavate proovidega. Kalibraatorid ja kontrollained
Abbott RealTime HCV on anallitsi Abbott RealTime HCV toimivuse
seisukohast Uliolulised. Vt jaotist KVALITEEDIKONTROLLI
PROTSEDUURID.

* Abbott m2000sp master mixi lisamise protokolliga tuleb alustada 1
tunni jooksul pérast seda, kui proov on ette valmistatud.

e Kui Abbott m2000sp master mixi lisamise protokoll katkestatakse,
siis korvaldage amplifikatsioonireaktiivid, mida teist korda kasutati.
Uued, esmakordselt kasutatavad reaktiivipakid voib alles hoida ning
sdilitada hiljem kasutamiseks, nagu on selles juhendis kirjeldatud.

e Abbott m2000rt protokolliga tuleb alustada 50 minuti jooksul
master mixi lisamise protokolli alustamisest. Kui instrumendi Abbott
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m2000rt kaitust ei alustata 50 minuti jooksul v6i seda hairitakse voi
katkestatakse, sulgege Abbotti 96 auguga optiline reaktsiooniplaat
(Abbott 96-Well Optical Reaction Plate) suletavasse kilekotti ning
korvaldage see siisteemi Abbott m2000rt kdsiraamatu kohaselt
plaadi késitsemiseks kasutatud kinnastega.

OLULINE. Teist korda kasutatavaid amplifikatsioonireaktiive tuleb
hoida temperatuuril —10 °C v6i kiilmemas 50 minuti jooksul alates
master mixi lisamisprotokolli alustamisest.

ANALUUSIPROTOKOLL: DBS-I PROOVID INSTRU-

MENTIDEGA ABBOTT m2000sp JA ABBOTT m2000rt

Instrumendi Abbott m2000sp ja instrumendi Abbott m2000rt protokolli

teostamise Uksikasjaliku kirjelduse leiate ststeemide Abbott m2000sp ja

Abbott m2000rt kdsiraamatute jaost ,Kasutusjuhised“. DBS-i protokoll

nduab Abbott m2000sp tarkvaraversiooni 6.0 voi uuemat versiooni.

Jargige siisteemi Abbott m2000sp késiraamatut (kat-nr 09K20, versioon

6 voi uuem).

lga kéitusega saab toéddelda kokku 96 proovi. Igas kaituses osalevad

negatiivne kontroll Abbott RealTime HCV Negative Control, madal

positiivne kontroll Abbott RealTime HCV Low Positive Control, ja

koérge positiivne kontroll Abbott RealTime HCV High Positive Control,

véimaldades seega kuni 93 DBS-i proovi t&6tlust kdituse kohta

kalibraatoreid arvestamata. Té6delge kalibraatoreid ja kontrollaineid otse
vedelproovidena, etapid 1 kuni 5 on ainult DBS-i jaoks. Arge téddelge
plasma- ega seerumiproove Uhelgi kditusel, kus kasutatakse DBS-i
protokolli. lga DBS-i proovi kohta tuleks kasutada hte katsutit Abbott

Master Mix Tube kogu proovitd6tlusprotseduuri ulatuses. Veenduge, et

DBS-i proovid oleksid kogu tdétluse valtel margistatud.

1. Taitke katsuti Abbotti Master Mix Tube 1.3 mL mDBS-i puhvriga
proovi ettevalmistamissiisteemi Abbott mSample Preparation DBS-i
puhvrikomplektist DBS Buffer Kit (kat-nr 09N02-001).

MARKUS. Arge kasutage selles etapis liiiisipuhvrit mLysis Buffer
ega Uhtegi muud reaktiivi.

2. Hoidke perforeeritud DBS-i paberkaart katsuti Abbotti Master Mix
Tube kohal.

3. Lukake DBS-i rongas kaardist vélja puhta pipetiotsa abil, 1 DBS-i
rongas katsuti Abbott Master Mix Tube kohta. Iga DBS-i Iabimd6t
peaks olema umbes 12 millimeetrit.

MARKUS. KASUTAGE RISTSAASTUMISE ARAHOIDMISEKS IGA
DBS-I PROOVI JAOKS UUT PIPETIOTSA.
Teine voimalus on Idigata perforeerimata DBS-i paberist vélja 1 terve
DBS (umbes 1.30 cm I&bimddduga) iga proovi kohta ja viia see segu
katsutisse Abbott Master Mix Tube.
MARKUS. Viltige 16ikepinna otsest kokkupuudet DBS-i
proovidega. Dekontamineerige DBS-i 16ikeriist vajaduse korral
proovide vahel heade laboritavade kohaselt.

4. Veendumaks, et DBS-i rongas oleks mDBS-i puhvrisse taielikult
kastetud, koputage katsutit pipetiotsaga, et likata DBS puhvrisse.

MARKUS. Kui DBS liikatakse puhvrisse pipetiotsaga, siis
veenduge, et pipetiots ei pohjustaks DBS-i puhvri mahukadu
otsas oleva vedeliku ja/voi puhvri imendumise tottu otsafiltrisse.

5. Loksutage véi keerutage proovikatsuteid kasitsi. Arge segage proove
vorteksil. Inkubeerige 30 minutiks (+2 minutit) Umbritseva keskkonna
temperatuuril.

6. Sulatage vahepeal analisi kontrollainet ja sisekontrolli (IC)
temperatuuril 15 °C kuni 30 °C v6i 2 “C kuni 8 °C. Sulatage
kalibraatoreid temperatuuril 15 °C kuni 30 °C vo6i 2 °C kuni 8 °C ainult
kalibreerimiskéituse tegemisel.

MARKUS. Sulatatuna véib analiiiisi kontrollaineid ja kalibraatoreid
hoida temperatuuril 2 °C kuni 8 °C péarast kasutamist kuni 24 tundi.

7. Segage iga anallisi kalibraatorit ja iga kontrollainet vorteksil enne
kasutamist 3 korda 2 kuni 3 sekundit. Veendumaks, et iga viaali sisu
oleks pohjas, koputage viaale laual, et vedelik laheks viaali pohja.
Veenduge, et ei tekiks mulle ega vahtu. Kui neid esineb, eemaldage
need steriilse pipetiotsaga, kasutades iga viaali jaoks uut otsa.

8. Sulatage amplifikatsioonireaktiivid temperatuuril 15 °C kuni 30 °C voi
2 °C kuni 8 °C ja hoidke neid temperatuuril 2 °C kuni 8 °C, kuni on
master mixi amplifitseerimiseks vajalik.

9. Valige uued ja/voi osalised amplifikatsioonireaktiivi pakid, mida
kéituseks kasutatakse. Amplifikatsioonireaktiivi paki varude
haldamise juhendi kohta vt stisteemi Abbott m2000sp késiraamatu
(kat-nr 09K20, versioon 6 voi uuem) jaost ,Kasutusjuhised”.
Amplifikatsioonireaktiivi pakkidel peab olema sama partiinumber.
Sulatage uued amplifikatsioonireaktiivid temperatuuril 15 °C kuni
30 °C vai 2 °C kuni 8 °C ja hoidke neid temperatuuril 2 °C kuni 8 °C,
kuni master mix on amplifitseerimiseks vajalik.



MARKUS. Sulatatuna véib uusi amplifikatsioonireaktiive

hoida temperatuuril 2 °C kuni 8 °C kuni 24 tundi, kui neid

kohe ei kasutata. Osalise amplifitseerimise reaktiivipakke,

mida kasutatakse teist korda, El TOHI hoida enne kasutamist
temperatuuril 2 °C kuni 8 °C. Neid tuleb hoida temperatuuril

—10 °C voi kiilmemas, kuni neid on vaja master mixi lisamiseks.
Kiilmikust eemaldamise jarel ei tohi neid toatemperatuuril
sailitada kauem kui 25 minutit, sealhulgas juhul, kui pakid
eemaldatakse sailituskohast, kuid neid ei kasutata. Kui 25 minutit
on liletatud, korvaldage osalise amplifitseerimise reaktiivipakid.

Jargmises tabelis on toodud proovide ettevalmistamise reaktiivide ja
sisekontrolli viaalide arv olenevalt reaktsioonide arvust.

Proovi ettevalmistamise reaktiivide ja sisekontrolli n6uded

1kuni24 25kuni48 49 kuni 72 73 kuni 96
Reaktiiv reaktsiooni reaktsiooni reaktsiooni reaktsiooni
mMicroparticles 1 pudel 2 pudelit 2 pudelit 2 pudelit
mLysis 1 pudel 2 pudelit 3 pudelit 4 pudelit
mWash 1 1 pudel 2 pudelit 3 pudelit 4 pudelit
mWash 2 1 pudel 2 pudelit 3 pudelit 4 pudelit
mElution Buffer 1 pudel 2 pudelit 3 pudelit 4 pudelit
Sisekontroll2 1 uus 1 uus 2 uut 2 uut
viaal voi viaal voi viaali voi viaali voi
1 osaline 2 osalist 3 osaline 4 osaline
viaal viaali viaali viaali

@ Kasutada vdib kombinatsiooni uutest ja osalistest sisekontrolli viaalidest.

10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Pddrake pudeleid Abbott mSample Preparation ettevaatlikult Gmber,
et tagada Uhtlane lahus. Kui mis tahes reaktiivipudelis esineb
avamisel kristalle, laske reaktiivil toatemperatuuril selgineda, kuni
kristallid kaovad. Arge kasutage reaktiive enne, kui kristallid on
lahustunud.

Segage iga IC-d vorteksiga 3 korda 2 kuni 3 sekundit.

Kasutage kalibreeritud tappispipetti, MIS ON ETTE NAHTUD AINULT
SISEKONTROLLI JAOKS, ja lisage 500 pL IC-d igasse puhvri mLysis
Buffer pudelisse. Segage anumat ettevaatliku imberpdéramise teel
5-10 korda, et vahutamine oleks voimalikult vdhene. IC osalisi viaale
vOib uuesti sulgeda ning hoida temperatuuril —10 °C vai kilmemas
teise kasutuskorra jaoks.

Viige madal ja kdrge positiivne kontrollaine, negatiivne kontrollaine ja
kalibraatorid (kui need on olemas) Abbott m2000sp proovialustele.

Kui inkubeerimine on valmis, loksutage voi keerutage DBS-i
proovikatsuteid kasitsi ja seejarel viige need Abbott m2000sp
proovialustele.

MARKUS. Veenduge,et Abbott m2000sp proovialused oleksid
kalibreeritud spetsiaalselt Abbott RealTime HCV DBS-i
protseduuriks.

Laadige proovialused ettevaatlikult tais, et valtida pritsimist. Kui
kasutusel on vo6tkoodid, peavad need olema suunatud paremale,
et neid oleks voimalik skannida. Veenduge, iga katsuti oleks
proovialusele paigutatud kindlalt, nii et katsuti alaosa ulatuks aluse
pdhja sisekiiljeni.

Laadige taidetud proovialused sisteemile Abbott m2000sp
jarjestikuses asendis, nii et esimene alus jaéks té6laual paremale
serva ja mis tahes jargmine alus sellest edasi vasakule.

Viige 5 mL reaktsioonianumad suisteemi Abbott m2000sp 1 mL
alamsusteemi kandjale.

Laadige proovide ettevalmistamise siisteemi Abbott mSample
Preparation System reaktiivid Abbotti 96 sligava auguga (Abbott
96 Deep-Well Plate) alusele t66laual Abbott m2000sp, nagu

on kirjeldatud stisteemi Abbott m2000sp kédsiraamatu jaos
»Kasutusjuhised”.

Valige ekraanil Protocol (Protokoll) rakenduse fail HCV RNA DBS.
Kaivitage proovi ekstraheerimise protokoll, nagu on kirjeldatud
slisteemi Abbott m2000sp kdsiraamatu jaos ,Kasutusjuhised”.
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

Sisestage kalibraatori (vajalik, kui kalibreerimiskdverat

pole siisteemis Abbott m2000rt salvestatud) ja kontrollaine
partiispetsiifilised vaartused jaotise Sample Extraction (Proovi
ekstraheerimine) valjadele Worktable Setup (Todlaua seadistamine),
Calibrator (Kalibraator) ja Control (Kontrollaine). Partiispetsiifilised
vaartused on médratud iga Abbott RealTime HCV kalibraatori- ja
kontrollainekomplekti kaardiga.

Abbott m2000sp Master Mix lisamise protokolliga (etapp 28) tuleb
alustada 1 tunni jooksul pérast seda, kui proov on ette valmistatud.

MARKUS. Vahetage enne amplifikatsioonireaktiivide kasitsemist
kindad.
Laadige amplifikatsioonireaktiivid ja (vajaduse korral) master mixi
katsuti slisteemi Abbott m2000sp té6lauale, kui proov on ette
valmistatud. Jargmises tabelis on toodud proovide valmistamise
amplifikatsioonireaktiivide vajalike pakkide arv olenevalt
reaktsioonide arvust. Kui kasutatakse ainult 1 reaktiivipakki, pole
master mixi katsuti vajalik.

Vajalike amplifikatsioonireaktiivi pakkide (Amplification
Reagent Pack) arv?

1 kuni 24 25 kuni 48 49 kuni 72 73 kuni 96
reaktsiooni reaktsiooni reaktsiooni reaktsiooni
1 uus; kuni 2 uut; kuni 4 3 uut; kuni 4 uut voi
4 osaliste osaliste pakki 4 osaliste osalist pakki

pakki pakki

2 Juhised varude haldamiseks, et teha kindlaks testitavate reaktsioonide
maksimumarv valitud osaliste pakkidega, leiate slisteemi Abbott m2000sp
kasiraamatust (kat-nr 09K20, versioon 6 voi uuem versioon).

e QOsalisi amplifitseerimise reaktiivipakke saab kasutada ainult samal
slUisteemil Abbott m2000sp, mida kasutati reaktiivipaki algseks
ettevalmistamiseks. Amplifikatsioonireaktiivide paki teistkordsel
kasutamisel muul instrumendil tekib tdrge, mis voib viia kéituse
viibimiseni.

e Osalisi ja uusi amplifikatsioonireaktiivi pakke voib kasutada koos.

OLULINE. Osalisi amplifikatsioonireaktiivi pakke tuleb hoida

temperatuuril —10 °C véi kiilmemas ja sealt eemaldada

vaid vahetult enne teist kasutust. Kontrollige enne osaliste

pakkide paigutamist Abbott m2000sp t66lauale, et master

mix oleks liles sulanud. Kui teist korda kasutatavad osalised

amplifikatsioonireaktiivi pakid temperatuurilt —10 °C voi

kiilmemalt hoiutemperatuurilt eemaldada, tuleb neid kasutada

25 minuti jooksul v6i need kérvaldada. See kehtib kumulatiivse

toatemperatuuriga kokkupuute kohta, sealhulgas juhud, kui pakid

eemaldatakse sailitukohast, kuid neid ei kasutata.

Veendumaks, et uute amplifikatsioonireaktiivi pakkide sisu oleks

enne amplifikatsioonireaktiivide avamist viaalide p6hjas, koputage

viaale plstasendis vastu té6lauda 5-10 korda.

o Arge koputage osalisi amplifikatsioonireaktiivi pakke, mida
kasutatakse teist korda. Koputamine voib kaasa tuua master mixi
kadumise korki.

Eemaldage korgid. Kui teiseks kasutamiseks séilitatakse uut

amplifikatsioonireaktiivi pakki, tuleb viaalid sailitamiseks uuesti

sulgeda. Kui kavatsete reaktiiviviaalide uuesti sulgemiseks kasutada
algseid korke, hoidke need alles. Kui kavatsete reaktiiviviaalide uuesti
sulgemiseks kasutada uusi korke, vdib algsed korvaldada.

Kui saastekontrolliks kasutatakse uratsiil-N-gliikosulaasi (UNG),

jargige alltoodud juhiseid.

Lisage AINULT REAKTIIVIDEGA KASUTAMISEKS ETTE NAHTUD

PIPETI ABIL kindlas mahus 1 U/uL UNG-d (kat-nr 6L87-02)

reaktiiviviaali uute ja osaliste amplifikatsioonireaktiivi pakkide asendis

3. Pipettige kdiki osalisi pakke segamiseks ornalt kasitsi lles-alla.

Arge uusi pakke segage.

* Alltoodud tabeli abil saate kindlaks teha UNG mahu, mis tuleb
reaktiiviviaali uute ja osaliste amplifikatsioonireaktiivi pakkide
asendis 3 lisada. Uue reaktiivipaki asendis 3 sisaldab reaktiiviviaal
termostabiilset rTth-polimeraasi ensulimi. Osalise reaktiivipaki
asendis 3 sisaldab reaktiiviviaal master mixi.



Reaktiiviviaali iga amplifikatsioonireaktiivi paki asendis 3 lisatava

UNG maht

Pakki allesjaavad testid Lisage UNG-d selles mahus (uL)
1 5
2 6
3 7
4 8
5 9
6 10
7 11
8 12
9 13
10 13
11 14
12 15
13 16
14 17
15 18
16 19
17 20
18 21
19 22
20 23
21 24
22 25
23 26
24 (uus pakk) 27

26.

27.

28.

MARKUS. Reaktiiviviaali iga amplifikatsioonireaktiivi paki asendis
3 lisatava UNG maht oleneb reaktiivipakki allesjaanud testide
arvust ja mitte analiilisitavate proovide arvust. Juhiste saamiseks
amplifikatsioonireaktiivi paki varude haldamiseks ja reaktiivipakki
allesjaanud testide arvu kindlakstegemise kohta vt siisteemi
m2000sp kasiraamatust.

Osalised amplifikatsioonipakid laaditakse Abbott m2000sp tddlaual
uutest amplifikatsioonireaktiivi pakkidest vasakule.

Veenduge, et amplifikatsioonireaktiivi pakid oleksid instrumendile
kindlalt paigutatud.

Valige sobiv stigavate aukudega plaat, mis vastaks vajalikule proovi
ettevalmistamise ekstraheerimisviisile. Alustage Abbott m2000sp
master mixi lisamise protokolli. Jargige juhiseid, mis on toodud
slisteemi Abbott m2000sp késiraamatu jaos ,Kasutusjuhised*.

MARKUS. Kasutaja ei tohi kasitsi téita iihtegi optilise reaktsiooni-
plaadi Abbott 96-Well Optical Reaction Plate tiihja/tditmata
stivendit.

e Kui proovid on ekstraheeritud, tdidab Abbott m2000sp
automaatselt optilisel reaktsiooniplaadil Abbott 96-Well Optical
Reaction Plate mis tahes tiihjad augud elueerimispuhvriga
mElution Buffer, kui kdituse jooksul toddeldakse ile 48 proovi.
Plaate ei taideta, kui kaitustes on proove 48 voi vdhem.

e Kui instrument sellest mérku annab, peaks reaktiivikandja 2
jaédma paika, sisaldades minimaalselt puhvrit mElution Buffer
(reaktiiviandja 2, asukoht 6). Kui see reaktsioonianum on maha
laaditud, viige reaktiivikandja 2 asukohta 6 uus reaktiivianum
maérgisega mElution Buffer. Reaktiivianumasse lisatakse
susteemivedelik, millega téidetakse tiihjad stvendid. Kui see
toiming on valmis, jatkab slisteem master mixi lisamisega.

MARKUS. Plaatide automaattaitmise funktsiooni kasutamise

siisteemijuhised leiate siisteemi m2000sp kasiraamatu (kat-nr

09K20, versioon 6 vo6i uuem) jaost 5 ,,Kasutusjuhised*, ,,Proovi
ekstraheerimise suletud reziim*.

e Abbott m2000rt protokolliga (etapp 33) tuleb alustada 50 minuti
jooksul master mixi lisamise protokolli alustamisest (etapp 28).
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MARKUS. Kui analiiiis katkestatakse mis tahes pohjusel parast
etappi 28, tuleb kasutada optilist reaktsiooniplaati Abbott 96-Well
Optical Reaction Plate, kui Abbott m2000sp master mixi lisamise
protokolli (etapp 28) on vaja korrata.

Lulitage sisse ja kaivitage Abbott m2000rt instrument
amplifikatsioonialas.

MARKUS. Abbott m2000rt vajab soojenemiseks 15 minutit.
MARKUS. Eemaldage enne proovi ettevalmistamise alasse
naasmist kindad.

Sulgege optiline reaktsiooniplaat Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate, kui Abbott m2000sp instrument on I6petanud proovide ja
master mixi lisamise, nii nagu on kirjeldatud stisteemi Abbott
m2000sp kasiraamatu jaos ,Kasutusjuhised®.

29.

30.

31. Viige suletud optiline reaktsiooniplaat pritsmevabale tugialusele

Abbott Splash-Free Support Base ulekandeks m2000rt instrumendile.

Kui kasutatakse uratsiil-N-gliikosiilaasi (UNG), jargige alltoodud
juhiseid.

Kandke suletud optiline plaat Abbotti pritsmevabalt tugialuselt tle
ja inkubeerige seda toatemperatuuril (15 °C kuni 30 “C) 10 minutit.
Parast inkubeerimist toatemperatuuril viige optiline reaktsiooniplaat
Abbott 96-Well Optical Reaction Plate Abbotti pritsmevaba tugialus
Abbott m2000rt instrumendile.

Asetage optiline reaktsiooniplaat Abbott 96-Well Optical Reaction

32.

33.

Plate Abbott m2000rt instrumendile. Valige ekraanil Protocol (Protokoll)

rakenduse fail HCV RNA DBS. Kaivitage protokoll, mis on toodud
slisteemi Abbott m2000sp késiraamatu jaos ,Kasutusjuhised”.

MARKUS. Soovitatav on testide jarjestuse iilekanne CD-ROM-i
véi vorguiihenduse abil koos m2000sp ja m2000rt tarkvara
ekspordi- ja impordifunktsioonidega. Kui loote Abbott m2000sp
testide jarjestuse kasitsi, sisestage proovi ID-d vastavates
PCR-aluste asukohtades vastavalt tabelile ,,Wells for Selected
Plate“ (Auk valitud plaadi jaoks), mis on toodud Abbott m2000sp
liksikasjaekraanil ,,PCR Plate Results“ (PCR-plaadi tulemused).
Vit siisteemi Abbott m2000sp kasiraamatu 5. jagu.

34.
teist korda, sulgege 3 reaktiiviviaali alleshoitud v6i uute korkidega
(kat-nr 3N20-01) ja ladustage reaktiivid kiiresti temperatuuril —10 °C
voi kiilmemas, kaitstuna valguse eest ja plstasendis. Korvaldage
mis tahes amplifikatsioonireaktiivi pakid, mis on otsas vdi mida on
kasutatud kaks korda.

OLULINE. Teist korda kasutatavaid amplifikatsioonireaktiivid tuleb

ladustada temperatuuril —10 °C v6i kiilmemas 50 minuti jooksul
alates master mixi lisamise protokolli alustamisest.

TOOTLUSJARGSED PROTSEDUURID

1. Eemaldage sligavate aukudega plaadid Abbott 96 Deep-Well Plate
téolaualt ja korvaldage need vastavalt stisteemi Abbott m2000sp
késiraamatule.

2. Pange optiline reaktsiooniplaat Abbott 96-Well Optical Reaction
Plate suletavasse kilekotti ning kdrvaldage see slisteemi Abbott
m2000rt kdsiraamatu kohaselt plaadiga Gmberkaimiseks kasutatud
kinnastega.

3. Puhastage Abbotti pritsmevaba tugialus enne jargmist kasutuskorda
vastavalt slisteemi m2000rt kdsiraamatule.

KVALITEEDIKONTROLLI PROTSEDUURID

Abbott m2000rt optiline kalibreerimine

Vt anallilisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

Anallisi kalibreerimine

Vt anallilisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

DBS-i testide jaoks suisteemidel Abbott m2000sp and Abbott m2000rt

tehke jargmist. Kui Abbott RealTime HCV kalibreerimine on kinnitatud

ja talletatud, saab seda kasutada 6 kuud. Selle aja jooksul voib koiki

jargmisi proove testida ilma téiendava kalibreerimiseta, v.a jargmistel

juhtudel.

e Kasutatakse uue partiinumbriga Abbott RealTime HCV
amplifikatsioonireaktiivi komplekti.

e Kasutatakse uue partiinumbriga stisteemi Abbott mSample
Preparation System (4 x 24 ettevalmistamist).

e |Installitakse uus Abbott RealTime HCV RNA DBS-i rakenduse fail.

Inhibeerimise tuvastamine

Vt anallusi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.
Negatiivsed ja positiivsed kontrollained

Vt analliusi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

Kui ettevalmistatud osalise amplifikatsioonireaktiivi pakki kasutatakse



Labori jalgimine saaste tuvastamiseks
Vt analliisi Abbott RealTime HCV (kat-nr 4J86) pakendi infolehte.

DBS-I PROOVIDE TULEMUSED

Saadud DBS-i proovi kontsentratsiooni tulemus slsteemi Abbott
m2000rt DBS-i protokolli analliusist tdhistab HCV viiruskontsentratsiooni
taisvereproovi plasmas, kust DBS-i proov voeti. Slisteem Abbott
m2000rt valjastab tulemused automaatselt Abbott m2000rt t66jaamas.
Anallitsitulemused saab esitada rahvusvahelistes Uhikutes IU/mL voi
Log IU/mL.

Tulemuste télgendamine

Tulemus Toélgendus

Not Detected (Pole tuvastatud) Sihtmérki ei tuvastatud

< 2.66 Log IU/mL2 Tuvastatud
2.66 to 8.00 Log IU/mL

(2.66 kuni 8.00 Log IU/mL)

> 8.00 Log IU/mL >ULQP

2462 1U/mL
b ULQ = upper limit of quantitation (koguseline tlempiir)

PROTSEDUURI PUUDUJAAGID

e KASUTAMISEKS IN VITRO DIAGNOSTIKAS

e Selle testi optimaalne toimivus eeldab sobiva proovi kogumist,
séilitamist ja transporti analiitisikohta (vt selle pakendi infolehe
jaotist PROOVIDE KOGUMINE, SAILITAMINE JA ANALUUSIKOHTA
TRANSPORTIMINE).

e EDTA-ga katsutitesse voetud téisvereproovidest on voimalik
saada DBS, mida testitakse DBS-i anallilisiga Abbott RealTime
HCV. DBS-i analuiisi RealTime HCV puhul on lubatud ka muude
hilibimisvastaste ainete kasutamine.

e DBS-i anallis Abbott RealTime HCV on kasutamiseks méeldud
ainult tdotajatele, kellel on véljadpe DBS-i valmistamise ja
eeltdétluse, molekulaardiagnostika analilisi ning susteemi Abbott
m2000 alal.

e Instrumendid ja analulsiprotseduurid véhendavad
amplifikatsioonisaadusega saastumise riski. Siiski tuleb
heade laboritavade ning infolehel kirjeldatud protseduuridest
hoolika kinnipidamise teel véltida kalibraatoritest, positiivsetest
kontrollainetest voi proovidest parit nukleiinhapetega saastumist.

e Nagu mis tahes diagnostilise testi puhul, tuleb DBS-i anallilsi
Abbott RealTime HCV tulemusi télgendada koos muude Kiliiniliste
ja laboritulemustega. Proovi, mille tulemus on ,Not Detected“ (Pole
tuvastatud), ei saa lugeda HCV RNA suhtes negatiivseks.

e DBS-i kaartide ebasobiv kogumine, kuivatamine, séilitamine ja
kasitsemine voib muuta testitulemused ebatapseks.

e Kasutada véib DBS-i kaarte Ahlstrom-Munktell TFN ja Whatman
903. Analulsi RealTime HCV puhul on lubatud ka muude kaartide
kasutamine.

SPETSIIFILISED TOIMIVUSOMADUSED DBS-I
PROOVIDE JAOKS

Avastamispiir (LoD)

Analliisi Abbott RealTime HCV avastamispiiri on DBS-i proovitlbi
korral 462 IU/mL. LoD kindlakstegemiseks testiti DBS-i proove, mis
olid valmistatud WHO rahvusvahelise C-hepatiidi viiruse rahvusvahelise
standardi RNA sarilahjendusega HCV-negatiivses taisveres. Ilga HCV
RNA kontsentratsiooni testid tehti amplifikatsioonireaktiivide 4 partii abil
3 péeva jooksul. Tulemused, mis nditavad DBS-i analtlsi Abbott
RealTime HCV analiditilise tundlikkuse toimivust, on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. DBS-i analuisi Abbott RealTime HCV avastamispiir (LoD)

HCV RNA Testitute Tuvastatud Tuvastatud
(lU/mL) arv arv protsent
500 84 83 99

400 84 80 95

350 84 75 89

300 84 73 87

150 84 54 64

50 84 26 31

Andmete Probit-analiilisiga tehti kindlaks, et 95% tdendosusega kuiva
verepleki testis tuvastatud HCV RNA kontsentratsioon oli 462 1U/mL
(95% CI 381 kuni 593 IU/mL).
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Lineaarne vahemik

Anallitsi Abbott RealTime HCV koguseline Glempiir (ULQ) on 100 miljonit
IU/mL ja koguseline alampiir on vérdne DBS-i tulemuse LoD-ga

(462 IU/mL). 7-osaline DBS-i paneel valmistati HCV-ga Umbritsetud RNA-
ga, mis oli lahjendatud kontsentratsioonini vahemikus 200 miljonit lU/mL
kuni 316 IU/mL HCV-negatiivses taisveres. Tulemused, mis néitavad
DBS-i jaoks ette ndhtud anallilisi Abbott RealTime HCV lineaarsust, on
esitatud joonisel 1.

Joonis 1. DBS-i analliisi Abbott RealTime HCV lineaarsus

y = 1.03x -0.08
r =0.999

n =283

RealTime HCV DBS (Log IU/mL)

Sihtkontsentratsioon (Log IU/mL)

DBS-i analliiis Abbott RealTime HCV néidati olevat kogu HCV RNA
testitud kontsentratsioonivahemike ulatuses lineaarne (316 kuni
200 miljonit IU/mL, 2.5 kuni 8.3 Log IU/mL).

Spetsiifilisus

DBS-i analliisi Abbott RealTime HCV sihtspetsiifilisus on suurem kui
99.5% voi vordne. Spetsiifilisuse kindlakstegemiseks analGusiti 119
HCV seronegatiivset proovi amplifikatsioonireaktiivide 2 partii vahel.
Spetsiifilisus oli kokku 100% (119/119).

Kordustapsus

Kordustdpsuse modtmiseks testiti 6-osalist DBS-i paneeli, mida oli sihitud
HCV RNA kontsentratsioonivahemiku 316 IU/mL kuni 200 miljonit IU/mL
katmiseks. Paneeliosad kontsentratsiooniga alla 5 Log IU/mL

(100,000 IU/mL) valmistati HCV-positiivse kliinilise prooviga, mida oli
lahjendatud HCV-negatiivse tdisverega, samas kui ule 5 Log IU/mL
(100,000 IU/mL) kontsentratsiooniga paneeliosad valmistati HCV-ga
Umbritsetud RNA-ga, mida oli lahjendatud HCV-negatiivse taisverega. Iga
paneeliosa testiti kord pdevas 5 replikaadiga 5 paeva valtel paarides

3 slsteemil Abbott m2000sp/rt koos amplifikatsioonireaktiivide 3 partiiga.
Kaituse sees, kaituste vahel ja analliliside vahel (kdituse sees ja nende
vahel) tehti kindlaks standardhélve (SD). DBS-i analuilisi Abbott RealTime
HCV on vélja té6tatud eesmargiga saavutada anallilisidevaheline
standardhélve (SD), mis on véiksem vo6i vordne 0.25 Log IU/mL HCV
RNA-ga proovide puhul, mille HCV kontsentratsioon on 10,000 kuni

100 miljonit IU/mL. Tulemused, mis naitavad DBS-i anallisi Abbott
RealTime HCV kordustépsust, on esitatud tabelis 2.



Tabel 2. DBS-i jaoks ette ndhtud anallilisi Abbott RealTime HCV kordustipsus

Keskmine Keskmine Partiidevahelise/
kontsentratsioon kontsentratsioon Kaitu i Kai heli: Analiusidevahelii instrumendi
Paneeliosa N (lU/mL) (Log IU/mL) komponentide SD#®  komponentide SD? spab komponentide SD?  Kokku®®
1 6ad 420 2.62 0.26 0.07 0.27 0.00 0.27
2 75 1435 3.16 0.23 0.00 0.23 0.09 0.25
3 75 13,211 4.12 0.06 0.04 0.07 0.05 0.09
4 75 395,427 5.60 0.04 0.03 0.05 0.02 0.05
5 75 14,008,770 7.15 0.12 0.04 0.13 0.05 0.14
6 75 316,713,566 8.50 0.04 0.03 0.05 0.05 0.07

@ Standardhdalve (SD) on Uhikutes Log IU/mL.

b Analiiisidevaheline standardhélve sisaldab kaitusesiseseid ja kaitustevahelisi komponente.

¢ Kogusumma sisaldab kaitusesiseseid, kaitustevahelisi ja partiidevahelisi/instrumendi komponente.

d Paneeliosa 1 keskmine kontsentratsioon on alla LoD. Kordustdpsuse md&tmine phineb testitud replikaatidel.
¢ Kaitusesisest SD-d nimetatakse ka korduvuseks. SD-de kogusummat nimetatakse ka korratavuseks.

Korduvus ja korratavus olid paneeliosal 1 (LLoQ l&éhedane) vastavalt 0.26 Log IU/mL ja 0.27 Log IU/mL ning paneeliosal 2 (LLoQ |&hedane) vastavalt
0.23 Log IU/mL ja 0.25 Log IU/mL. Korduvus ja korratavus olid paneeliosal 5 (ULoQ léhedane) vastavalt 0.12 Log IU/mL ja 0.14 Log IU/mL ning
paneeliosal 6 (ULoQ lahedane) vastavalt 0.04 Log IU/mL ja 0.07 Log IU/m.

Korrelatsioon

HCV RNA kvantifitseerimist vorreldi Abbott RealTime HCV anallisi kuiva verepleki meetodil CE-mérgisega vdrdlusanaliilisiga Abbott RealTime HCV
inimese vereplasmat testides. Analliisi kaasati plasma- ja DBS-i proovid kokku 346 patsiendilt (kogutud ja testitud Gruusias, Kamerunis ja Kreekas).
Testiti nii veeniverest ettevalmistatud DBS-i kui ka kapillaarverest ettevalmistatud DBS-i (ndpuveri) DBS-i anallilisiga Abbott RealTime HCV. Analliiisi
dlnaamilistesse vahemikesse kuuluvate proovide kvantitatiivseid tulemusi anallisiti lineaarse vahimruutude regressioonimeetodi ja Bland-Altmani
anallilsimeetodiga (kapillaarne DBS versus plasma N = 346, venoosne DBS versus plasma N = 346, ja kapillaarne DBS versus venoosne DBS

N = 345). Kapillaarse DBS-i ja plasma vahelise korrelatsiooni korral oli korrelatsioonikoefitsient 0.843, téus oli 0.91 (95% CI 0.85 kuni 0.97) ning
algordinaat oli 0.48 Log IU/mL (95% CI 0.12 kuni 0.84)(Joonis 2). Venoosse DBS-i ja plasma vahelise korrelatsiooni korral oli korrelatsioonikoefitsient
0.840, tous oli 0.94 (95% CI 0.88 kuni 1.00) ning algordinaat oli 0.31 Log IU/mL (95% CI —0.07 kuni 0.69)(Joonis 3). Kapillaarse DBS-i ja venoosse
DBS-i korrelatsiooni korral oli korrelatsioonikoefitsient 0.943, téus 0.91 (95% CI 0.87 kuni 0.94) ning algordinaat oli 0.53 Log IU/mL (95% CI 0.33 kuni
0.72) (Joonis 4). Lisaks on joonistel 5, 6 ning 7 ara toodud samade vordluste Bland-Altmani graafikud. Keskmine erinevus kapillaarse DBS-i ja plasma
vahel oli —0.05 Log IU/mL. Keskmine erinevus venoosse DBS-i ja plasma vahel oli —0.04 Log IU/mL. Keskmine erinevus kapillaarse DBS-i ja venoosse
DBS-i vahel oli —0.02 Log IU/mL.

Kapillaarse DBS-i ja plasma vahelist prognoositud erinevust hinnati LLoQ ja ULoQ sihttasemetel. Lisaks hinnati venoosse DBS-i ja plasma vahel
prognoositud erinevust LLoQ ja ULoQ sihttasemetel. Prognoositud erinevuste vaartuste kokkuvote on esitatud tabelis Tabel 3.

Tabel 3. DBS-i (kapillaarne voi venoosne) ja plasma prognoositav erinevus LLoQ ja ULoQ juures

Viiruskoormuse sih Prog itav erinevus
Voérdlus Tase (Log IU/mL) (Log IU/mL)
Kapillaarne DBS vs plasma LLoQ 2.66 0.24
LLoQ 8.00 —0.26
Venoosne DBS vs plasma LLoQ 2.66 0.15
LLoQ 8.00 —0.17
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Joonis 2. Kapillaarne DBS ja plasma

Abbott HCV Kvantifitseerimine kapillaarses DBS-is (Log IU/mL)
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Joonis 3. Venoosne DBS ja plasma

Abbott HCV kvantifitseerimine venoosses DBS-is (Log IU/mL)
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Joonis 4. Kapillaarne DBS ja venoosne DBS
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Joonis 5.

Kapillaarne DBS vs plasma
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Joonis 6

. Venoosne DBS vs plasma
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Joonis 7. Kapillaarne DBS vs venoosne DBS
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10,000 proovi, 10 000 proovi).

e Punkti kasutatakse kiimnendarvus tédisarvu eraldamiseks arvu
murdosast (ndide: 3.12%).
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LISA 1. ABBOTT REALTIME HCV AMPLIFIKATSIOONIREAKTIIVI LAIENDATUD KASUTUSE ULEVAADE

Amplifikatsioonireaktiivi laiendatud kasutuse funktsioon voimaldab kasutada amplifikatsioonireaktiivi pakki ja sisekontrolli (IC) maksimaalselt kaks
korda. Amplifikatsioonireaktiivi pakki, mida pole veel kasutatud master mixi valmistamiseks, nimetatakse uueks amplifikatsioonireaktiivi pakiks.
Amplifikatsioonireaktiivi pakki, mida on Uhe korra kasutatud ja mis sisaldavad valmis master mixi, nimetatakse osaliseks amplifikatsioonireaktiivi pakiks.
Lisateavet leiate kdesolevas juhendis esitatud juhistest.

Sailitamistingimused (amplifikatsioonireaktiivi pakk (Amplification Reagent Pack) ja sisekontrolli viaalid
(Internal Control Vials))

Paki tiiip Sailitamistemperatuur Séilitamisaeg

Uued pakid —10 °C voi kiilmem Kuni etiketil toodud kuupéevani
Uus IC —10 °C vo6i kiilmem Kuni etiketil toodud kuup&evani
Osalised pakid —10 °C voi kiilmem (valguse eest kaitstuna) Kuni 14 pédeva pérast esmakasutust
Osaline IC —10 °C voi kiilmem Kuni 14 paeva parast esmakasutust

e Kui kasutate saastekontrolli protseduuriks UNG-d, vt konkreetsete juhiste saamiseks etappe 25 ja 32.

Katseks vajalike uute ja/voi poolikute
pakendite valitud kombinatsioon.

Uued pakendid Poolikud pakendid

5 Eemaldage uued
/V'w € | pakendid kiilmikust (< -10°C).

Sulatage temperatuuril
2°C-8°C v6i 15°C-30°C.

Y

8°C Sulanult hoidke enne
kasutamist < 24 tundi
2°C

temperatuuril 2°C-8'C

Y Eemaldage poolikud paken-
< did kiilmikust (< -10°C).

-10°C
Eemaldage korgid. <
! Enne kasutamist veenduge,
' ¢ et master mix on sulanud.

Laadige pakendid: Asetage
T koik pakendid kindlalt kohale;
< 60 minutit poolikud pakendid vasakule. ‘
: v O

1
Rohkem kui 1 pakendi < 25 minutit
kasutamisel laadige
master mixi katsuti.

v v

- - Kaivitage master mixi protokoll.

Seadke Abbott
m2000rt to6valmis.

€ --=-=-=-=-=

Master mixi protokolli 16pp.

1
1
1
-
i Sulgege PCRi plaat. -
< 50 minutit Y < 50 minutit
, Pange poolikute 1
' pall.(endite 'korgid v :
1 parast esimest -
' kasutamist tagasi. Asetage PCRi plaat sead- :
1 + messe Abbott m2000rt. N
; v '
A0c Siilitage poolikuid pakendeid - ,
- =-» temperatuuril <-10°C piistises Kalvitage Abbott 1o _ _ _,
asendis ja valguse eest kaitstult. m2000rt protokoll. Y

Korvaldage tuhjad
pakendid ja teist
korda kasutatud

poolikud pakendid.

e Amplifikatsioonireaktiivi pakkidel, mis sobivad pikemaks kasutamiseks, peab olema v66tkoodi kohal 6-kohaline seerianumber.

e Osalisi amplifikatsioonireaktiivi pakke voib kasutada teist korda ainult algse kasutusega samal instrumendil. Nende kasutamisel muu instrumendiga
voib tekkida to6tlustorge, mis voib kaitust viivitada.

e Osalisi ja uusi amplifikatsioonireaktiivi pakke voib kasutada koos. Kdigil instrumendiga analliisimiseks kasutatavatel reaktiivipakkidel peab olema
sama partiinumber.
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