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Uso previsto

L'arfus CMV RG PCR Kit & un test in vitro per I'amplificazione degli acidi nucleici utilizzato
per quantificare il DNA del citomegalovirus (CMV) nel plasma umano. Questo kit di test
diagnostico utilizza la reazione a catena della polimerasi (PCR) ed & configurato per gli
strumenti Rotor-Gene Q.

L'artus CMV RG PCR Kit & destinato all’'uso in combinazione con marker di manifestazione
clinica e altri marker di laboratorio per la gestione dell’infezione da CMV in pazienti a rischio

di malattia da CMV.

I risultati dell’arfus CMV RG PCR Kit devono essere interpretati nel contesto di tutti i risultati
clinici e di laboratorio pertinenti.

L'arfus CMV RG PCR Kit non deve essere utilizzato come test di screening per la presenza di
CMV nel sangue o negli emoderivati o come test diagnostico per confermare la presenza di

un’infezione da CMV.
Descrizione e principio

L'arfus CMV RG PCR Kit & un sistema pronto all’uso per la rilevazione del DNA di CMV tramite
reazione a catena della polimerasi (Polymerase Chain Reaction, PCR) sugli strumenti Rotor-
Gene Q MDx. Il CMV RG Master contiene reagenti ed enzimi per I"amplificazione specifica
di una regione di 105 bp del gene Major Immediate Early (MIE) nel genoma di CMV (I'esame
& in grado di rilevare i genotipi CMV gB1-gB4), nonché per il rilevamento immediato

dell’amplicone specifico nel canale di fluorescenza Cycling Green per Rotor-Gene Q MDx.

L'artus CMV RG PCR Kit contiene anche un secondo sistema di amplificazione eterologa per
verificare una possibile inibizione della PCR. Tale inibizione viene rilevata come controllo
interno (Internal Control, IC) nel canale di fluorescenza Cycling Yellow del Rotor-Gene Q MDx.
Il kit contiene controlli positivi esterni (CMV QS 1-4) che consentono di determinare la quantita

di DNA virale. A tale proposito consultare il paragrafo “Quantificazione”, pag. 22.
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Informazioni sull'agente patogeno

Il citomegalovirus umano (CMV) & presente nel sangue, nei tessuti e in quasi tutte le secrezioni
di soggetti infetti. La trasmissione pud avvenire per via orale, sessuale, intrauterina o
perinatale, tramite trasfusione di sangue o trapianto d’organo (1-4). Il test della carica virale
per il CMV & un ausilio importante per valutare il rischio di malattia, diagnosticarla e

monitorare la risposta alla terapia (5).

L'infezione da CMV produce spesso uno stato asintomatico, accompagnato da una persistenza
del virus nell’organismo per tutta la vita. In caso di manifestazione dei sinfomi, sia nei ragazzi sia
negli adulti, & evidente una somiglianza con la mononucleosi, con febbre, lieve epatite e malessere
generale (6). Sono stati osservati decorsi gravi dell'infezione da CMV, soprattutto nei soggetti

infettati per via intrauterina e nei pazienti immunodeficienti (4,7).
Principio della procedura

La rilevazione dell’agente patogeno tramite reazione a catena della polimerasi (Polymerase
Chain Reaction, PCR) si basa sull'amplificazione delle regioni specifiche del genoma
dell'agente patogeno. Nella realtime PCR la rilevazione richiede |'impiego di coloranti
fluorescenti, di solito legate a sonde oligonucleotidiche, che si legano in modo specifico al
prodotto di amplificazione. La rilevazione dell’intensita di fluorescenza durante la realtime
PCR consente di identificare e quantificare il prodotto interessato senza dover riaprire le

provette di reazione al termine della PCR (8).

6 artus CMV RG PCR Kit  03/2021



Materiali

in dotazione

Contenuto del kit

Numero di catalogo
Numero di reazioni

artus CMV RG PCR Kit

(24)
4503263
24

(96)
4503265
96

Blu

Yellow

Red

Red

Red

Red

Green

White

CMV RG Master (Taq 0,1 U/pl)

CMV Mg-Sol*

CMV QS 11 (1 x 104 copie/pl)
CMV QS 21 (1 x 103 copie/pl)
CMV @S 31 (1 x 102 copie/}l)
CMV @S 41 (1 x 101 copie/pl)
CMV RG IC*

Water (Acqua) (grado PCR)

Istruzioni per |'uso

Mg-Sol
Qs
Qs
Qs
Qs

IC

BH

2 x 12 reazioni

600
200
200 I
200
200 pl
1000 pl

1000 pl

* Soluzione di magnesio
t Standard di quantificazione

# Controllo interno
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Materiali necessari ma non in dotazione

Reagenti

e Kit di isolamento del DNA (vedere “Isolamento del DNA”, pag. 12)

Materiali di consumo

® Puntali per pipette sterili con filtri
e Strip Tubes and Caps, 0.1 ml, da usare con 72-Well Rotor (n. cat. 981103 o 981106)
® In alternativa: PCR tubes, 0.2 ml, da usare con 36-well rotor (n. cat. 981005 o 981008)

Strumentazione

e Pipette (regolabili)”

® Miscelatore vortex”

e Centrifuga da banco™ con rotore per provette di reazione da 2 mlL

® Strumenti Rotor-Gene Q MDx" con canali di fluorescenza per Cycling Green e
Cycling Yellow

e Software Rotor-Gene Q versione 2.3.5 o successiva

® Blocco di raffreddamento (Loading Block 72 x 0.1 ml Tubes, n. cat. 9018901 o Loading
Block 96 x 0.2 ml Tubes, n. cat. 2018905)

" Prima dell'uso, assicurarsi che gli strumenti siano stati revisionati e calibrati secondo le raccomandazioni del produttore.
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Avvertenze e precauzioni

Informazioni sulla sicurezza

Durante la manipolazione di sostanze chimiche, & opportuno indossare sempre un camice da
laboratorio, guanti monouso e occhiali protettivi. Per maggiori informazioni, consultare le
schede tecniche di sicurezza (Safety Data Sheets, SDS) appropriate. Le schede sono
disponibili online nel formato PDF, pratico e compatto, sul sito www.qiagen.com/safety, dove

& possibile cercare, visualizzare e stampare la scheda SDS di ogni kit e di ogni componente

dei kit QIAGEN.

Smaltire i campioni e i materiali di scarto dell’esame secondo le disposizioni locali in materia

di sicurezza.
Precauzioni
L'utente deve prestare sempre attenzione alle seguenti precauzioni:

e Utilizzare puntali per pipette sterili con filtri.

e Conservare ed estrarre i materiali positivi (campioni, controlli positivi e ampliconi)
separatamente da tutti gli altri reagenti e aggiungerli alla miscela di reazione in un
ambiente fisicamente separato.

® Prima dell'inizio dell'esame scongelare tutti i componenti a temperatura ambiente
(15-25 °C).

® Dopo lo scongelamento, miscelare i componenti (pipettando pit volte su e gib o agitando
in vortex ad impulsi) e centrifugare brevemente.

e Operare rapidamente tenendo i componenti in ghiaccio o nel blocco di raffreddamento

(blocco di caricamento a 72/96 pozzetti).
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Conservazione e manipolazione dei reagenti

| componenti dell’artus CMV RG PCR Kit devono essere conservati a una temperatura
compresa tra -30 °C e -15 °C e sono stabili fino alla data di scadenza riportata sull’etichetta.
Evitare ripetuti scongelamenti e congelamenti (piu di due volte), perché cid potrebbe ridurre
la sensibilita dell’esame. Se si prevede un uso intermittente dei reagenti, congelarli in aliquote.
La conservazione a 2-8°C non deve superare un periodo di 5 ore.

Conservazione e manipolazione dei campioni

Nota: tutti i campioni devono essere frattati come materiale potenzialmente infettivo.

Nota: Gli studi analitici condotti per verificare le prestazioni di questo kit indicano il plasma
EDTA come il materiale campione piu adatto per il rilevamento del CMV. Raccomandiamo
pertanto |'impiego di questo materiale con I'arfus CMV RG PCR Kit.

La convalida dell’artus CMV RG PCR Kit & stata eseguita con campioni di plasma umano
trattato con EDTA. Non sono stati convalidati altri materiali come campioni. Usare solo il kit
di isolamento dell’acido nucleico raccomandato (vedi “Isolamento del DNA”, pag. 12) per la
preparazione dei campioni.

Quando si usano determinati materiali campione, per il prelievo, la conservazione e il
trasporto osservare assolutamente le seguenti precauzioni.

Prelievo dei campioni

Ogni prelievo di sangue causa una lesione dei vasi sanguigni (arterie, vene o capillari). Per
questo devono essere utilizzati solo materiali innocui e sterili. Per il prelievo di sangue devono
essere disponibili articoli monouso idonei. Non utilizzare aghi capillari troppo softili per la
puntura delle vene. Il prelievo di sangue venoso deve essere eseguito in punti appropriati,
nella piega del gomito, nell’avambraccio o sul dorso della mano. Il sangue va prelevato con
provette di raccolta standard (tappo rosso, Sarstedt® o provette simili di altri produttori).
Prelevare un volume di 5-10 mL di sangue in una provetta con EDTA. Dopo il prelievo le
provette dovrebbero essere miscelate capovolgendole piu volte (8x, senza agitarle).

Nota: Non utilizzare campioni eparinizzati.
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Conservazione dei campioni

Il sangue intero deve essere separato in plasma e componenti cellulari mediante
centrifugazione per 20 minuti a 800-1600 x g entro 6 ore (2,10). Il plasma separato viene
trasferito in provette in polipropilene sterili. La sensibilitt dell’esame pud risultare ridotta se si

congelano i campioni di routine o li si conserva per un periodo di tempo maggiore.
Trasporto dei campioni

In linea di principio, i campioni devono essere trasportati in un contenitore idoneo infrangibile.
Si evita cosi il pericolo potenziale d'infezione dovuto a perdite. | campioni devono essere
spediti nel rispetto delle disposizioni locali e statali vigenti per il trasporto di materiali

potenzialmente patogeni.”

| campioni devono essere spediti entro 6 ore. E preferibile non conservare i campioni nello
stesso luogo in cui sono stati prelevati. E possibile una spedizione tramite posta. Devono perd
essere osservate le disposizioni legali. Si consiglia di effettuare il trasporto dei campioni per
corriere. | campioni di sangue vanno spediti refrigerati (2-8 °C) e il plasma separato surgelato

(30/-15 °C).

" International Air Transport Association (Associazione del trasporto aereo internazionale) (IATA). Dangerous Goods
Regulations (Regolamenti relativi alle merci pericolose).
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Procedura

Isolamento del DNA

| kit QIAGEN riportati nella Tabella 1 sono convalidati per la purificazione del DNA virale
da vari tipi indicati di campioni umani da usare con I'artus CMV RG PCR Kit. Eseguire la

purificazione del DNA virale rispettando le istruzioni riportate nei rispettivi manuali dei kit.

Tabella 1. Kit di purificazione convalidati per I'uso con I'artus CMV RG PCR Kit

Materiale Quantita di  Kit di isolamento degli acidi

campione campione  nucleici Numero di catalogo  RNA trasportatore
Plasma trattato 500 pl QIAamp® DSP Virus Kit 60704 Incluso

con EDTA

Plasma trattato 400 pl EZ1® DSP Virus Kit (48) 62724 Incluso

con EDTA

Nota: I'aggiunta di RNA trasportatore & di fondamentale importanza per I'efficacia
dell’estrazione e, quindi, per la resa del DNA/RNA. Per oftenere una maggiore stabilité
dell'RNA trasportatore in dotazione con il QlAamp DSP Virus Kit, seguire le indicazioni
contenute nel manuale d'uso per la ricostituzione e la conservazione dell'RNA trasportatore

(“Preparazione dei reagenti e dei tamponi” del Manuale QIAamp DSP Virus Kit.

Nota: il Controllo interno dell’artus CMV RG PCR Kit pud essere impiegato direttamente nella
procedura di isolamento. Accertarsi di aggiungere un campione di plasma negativo durante
la procedura di isolamento. Il corrispondente segnale del controllo interno costituisce la base

per valutare |'isolamento (vedi “Controllo interno” di seguito).
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Controllo interno

Il kit include un controllo interno (CMV RG IC). In questo modo |'utente pud controllare la procedura
di isolamento del DNA e verificare la possibile inibizione della PCR. Per questa applicazione,
aggiungere durante |'isolamento il controllo interno in un rapporto di 0,1 pl per 1 pl di volume di
eluizione. Per esempio, se si utilizza il QIAamp DSP Virus Kit, il DNA viene eluito in 60 pl di
tampone di eluizione (AVE). Inizialmente, si devono aggiungere quindi 6 pl del controllo interno.

La quantita di controllo interno impiegato dipende solo dal volume di eluizione.

Nota: Il controllo interno e I'RNA trasportatore (vedi “Isolamento del DNA”, pag. 12) devono
essere aggiunti esclusivamente alla miscela di tampone di lisi e di campione o direttamente al

tampone di lisi.

Il controllo interno non deve essere aggiunto direttamente al campione. Se aggiunta al
tampone di lisi, la miscela di controllo interno e di tampone di lisi/RNA trasportatore va usata
immediatamente dopo la sua preparazione (la conservazione della miscela a temperatura
ambiente o in frigorifero pud portare gid dopo poche ore a un’anomalia del controllo interno

e quindi a una minore efficacia della procedura di estrazione).
Nota: non aggiungere il controllo interno e I'/RNA trasportatore direttamente al campione.

Si considera riuscita una purificazione del DNA se il valore Cr del controllo interno di un campione
di plasma negativo sottoposto a purificazione (QlAamp DSP Virus Kit) & pari a 27 + 3 (soglia:
0,03) usando strumenti Rotor-Gene Q (vedi pagina 25 per ulteriori informazioni). La dispersione
indicata & dovuta allo strumento e alla purificazione. Uno scarto maggiore indica problemi nella
purificazione. In questo caso la purificazione deve essere verificata ed eventualmente convalidata

di nuovo. In caso di dubbi o problemi contattare i servizi tecnici QIAGEN.

In via opzionale, il controllo interno pud essere utilizzato esclusivamente per verificare una possibile
inibizione della PCR. Per questa applicazione, aggiungere il controllo interno direttamente a CMV
RG Master e CMV Mg-Sol, come descritto nella fase 2b del protocollo (pag. 15).
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Protocollo: PCR e analisi dei dati

Punti importanti prima di iniziare

Dedicare il tempo necessario ad acquisire familiarita con lo strumento Rotor-Gene Q prima
di avviare il protocollo. Vedere il rispettivo manuale utente dello strumento per maggiori
informazioni.

Accertarsi che in ogni PCR siano inclusi ameno uno standard di quantificazione e almeno
un controllo negativo (acqua, grado PCR). Per generare una curva standard, utilizzare tutti
i 4 standard di quantificazione forniti (CMV QS 1-4) per ogni PCR.

Ulteriori accorgimenti prima di iniziare

Verificare che il blocco di raffreddamento (accessorio dello strumento Rotor-Gene Q) sia
stato preraffreddato a 2-8 °C.

Prima di ogni utilizzo, tutti i reagenti devono essere scongelati completamente, miscelati
(pipettandoli ripetutamente su e giv o agitandoli rapidamente su vortex) e centrifugati

brevemente.

Procedura

1.

Inserire il numero desiderato di provette per PCR negli adattatori del blocco di

raffreddamento.

. Se si usa il controllo interno per monitorare la procedura di isolamento del DNA e per

verificare la possibile inibizione della PCR, seguire la fase 2a. Se si usa il controllo interno

esclusivamente per controllare I'inibizione della PCR, seguire la fase 2b.

Nota: Si raccomanda vivamente di aggiungere il controllo interno a CMV RG Master e
CMV Mg-Sol utilizzati per gli standard di quantificazione. Per gli standard di
quantificazione, aggiungere il controllo interno direttamente a CMV RG Master e CMV
Mg-Sol, come descritto nella fase 2b del protocollo, e utilizzare questa miscela master per
ogni standard di quantificazione (CMV QS 1-4).
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2a. |l controllo interno & gid stato aggiunto all’isolamento (vedere Controllo interno, pagina
13). In questo caso, preparare una miscela master secondo la Tabella 2 (pagina
successival).
La miscela di reazione contiene tipicamente tutti i componenti necessari per la PCR, ad

eccezione del campione.

Tabella 2. Preparazione della miscela master (controllo interno usato per controllare I'estrazione del DNA e verificare
I'inibizione della PCR)

Numero di campioni 1 12
CMV RG Masfer 25 pl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 0yl 0yl
Volume totale 30l 360 pl

2b. Il controllo interno deve essere aggiunto direttamente alla miscela di CMV RG Master
e CMV Mg-Sol. In questo caso, preparare una miscela master secondo la Tabella 3.
La miscela di reazione contiene tipicamente tutti i componenti necessari per la PCR,

ad eccezione del campione.

Tabella 3. Preparazione della miscela master (controllo interno usato esclusivamente per verificare l'inibizione della PCR)

Numero di campioni 1 12
CMV RG Masfer 25yl 300 pl
CMV Mg-Sol 5l 60 pl
CMVRG IC 2.4l 24yl
Volume totale 32 pl* 384 pl*

*'aumento di volume determinato dall’aggiunta del controllo interno durante la preparazione della PCR ¢& irrilevante.
Non viene compromessa la sensibilita del sistema di rilevazione.

3. Pipettare 30 pl di miscela master in ogni provetta PCR, quindi aggiungere 20 pl di DNA
campione eluito (vedi Tabella 4). A questo punto, & necessario utilizzare 20 pl di almeno
uno degli standard di quantificazione (CMV QS 1- 4) come controllo positivo e 20 pl di

acqua (acqua, grado PCR) come controllo negativo.
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Tabella 4. Preparazione dell’'esame PCR

Numero di campioni 1 12
Miscela master 30l 30 pl ciascuno
Campione 20 ¢l 20 pl ciascuno
Volume totale 50 pl 50 pl ciascuno
Numero di campioni 1 12

4. Chiudere le provette per PCR. Assicurarsi che I'anello di bloccaggio (accessorio dello
strumento Rotor-Gene) sia montato esattamente sopra il rotore, in modo da impedire che

le provette si aprano accidentalmente durante il ciclo.

5. Per l'individuazione del DNA di CMV, creare un profilo termico con le seguenti

operazioni.
Impostazione dei parametri generali dell’'esame Figura 1, Figura 2 e Figura 3
Attivazione iniziale dell'enzima hot-start Figura 4
Amplificazione del DNA (touchdown PCR) Figura 5

Regolazione della sensibilita dei canali di fluorescenza  Figura 6

Awvio del processo Figura 7

Tutte le specifiche sono relative al software del Rotor-Gene Q versione 2.3.5 o successive. Per
ulteriori informazioni sulla programmazione degli strumenti Rotor-Gene consultare il relativo
manuale utente. Nelle figure, queste impostazioni sono evidenziate da un riquadro nero in

grassetto. Sono incluse le illustrazioni per gli strumenti Rotor-Gene Q.

6. Aprire la finestra di dialogo New Run Wizard (Procedura guidata nuovo processo)
(Figura 1, pagina successiva). Selezionare la casella Locking Ring Attached (Anello di

bloccaggio collegato) e fare clic su Next (Avanti).
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Well to the Ad d Run Wizard!

Rotor Type

36-Well Rotor

72-‘Well Rotor
Gene-Disc 72
Gene-Disc 100

1 [V Locking Ring Attached I

Ota

Figura 1. Finestra di dialogo "New Run Wizard" (Procedura guidata nuovo processo).

7. Selezionare 50 per il volume di reazione della PCR e fare clic su Next (Avanti) (Figura 2).

New Run Wizard ] x|
This screen displays miscellaneous options for the run. Complete the fields, :12"; ::"Eﬂ::i:-\:: i
clicking Next when you are ready to move to the next page. IR BATIES ek

5 g on an item, hover
Operator : IIJ Iagen your mouse over the
Notas: item for help. You

can also click on a
combo box to display
help about its
available settings.

' Reaction I =
Volume (L} el

Sample Lapout : I 1.2.3,.. j

SkipWizad | <<Back |i Next >> i

Figura 2. Impostazione dei parametri generali dell’esame.
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8. Fare clic sul pulsante Edit Profile (Modifica profilo) nella successiva finestra di dialogo New

Run Wizard (Procedura guidata nuovo processo) (Figura 3) e programmare il profilo

termico come mostrato dalla Figura 3 alla Figura 5.

New Run Wizard I o

Temperature Profile :

Channel Setup :

|_Name | Source | Detector | Gain | Create New... I
Green  470nm  510nm 5 Edit ]
Yellow  530nm  555nm 5 =
Orange  585nm  B10nm 5 Edit Gain... I
Red 625hm  BE0hm 5

Crimson  680nm  710hp 7 Remove I

Reset Defaults |

x|

This box displays

help on elements in
the wizard. For help
on an item, hover
your mouse over the
item for help. You
can also click on a
combao box to display
help about its
available settings.

SkipWizad | ¢<cBack f  News> |

Figura 3. Modifica del profilo.

8 Edit Profile X

7z . @ H @
MNew Open Save As Help
The un will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be perfoimed :

cycle below to modify it :

Insert after...
Insert before...
Remave

Hold Temperature: g5 1 deg.

Hold Time : 10 |mins 0 |secs
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Figura 4. Attivazione iniziale dell’enzima hot-start.

¥ Edit Profile 3

2 .8 || e

New Open Save As Help
The run will take approximately 109 minute(s) to complete. The graph below represents the run to be performed :

Click on a cycle below to modify it :

Insert after...
1 Insert befare...
Remove

This cycle repeats time(s).
2 - Click on one of the stabs below to modify it, or press + of - to add and remove steps for this cycle.

95 deg. for 15 secs

72 deqg. for 20 secs / 5

65 deg. for 30 secs

Touchdown(10 cyc 1
2 deg] I 4

L 6

Figura 5. Amplificazione del DNA. Accertarsi di attivare la funzione di touchdown per 10 cicli nella fase di annealing.

B
T
|

9. Il range di rilevazione dei canali di fluorescenza deve essere determinato in base
allintensitd della fluorescenza nelle provette per PCR. Fare clic su Gain Optimisation
(Ottimizzazione gain) nella finestra di dialogo New Run Wizard (Procedura guidata nuovo
processo) (vedi Figura 3, pagina precedente) per aprire la finestra Auto-Gain Optimisation
Setup (Setup oftimizzazione auto-gain). Impostare la temperatura di calibrazione su 65 °C
per farla coincidere con la temperatura di annealing del programma di amplificazione

(Figura 6, pagina seguente).
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Auto-Gain Optimisation Setup

i~ Dptimisation :
& Auto-Gain Optimisation will read the fluoresence on the inserted sample at
[% different gain levels until it finds one at which the fluorescence levels are

acceptable. The range of fluorescence you are looking for depends on the
chemistry you are performing.

Set temperature tg IBS %‘I degrees. 1
Optimise All I Optimise Acquiring |

[~ Peifarm Optimisation Before 1st Acquisition
I~ Perform Optimisation At 65 Degrees At Beginning Of Run

: Channel Settings : 1
| - b |

Name | Tube Position | Min Reading l Max Reading | Min Gain | Max Gain Edi... |

Green 1 5FI 10FI -10 10

Yelow 1 5F| 10FI 10 10 _ Bemove |
Remove All |

< >

2 "I Start I Manual... ] Close | Help |

Figura 6. Regolazione della sensibilita dei canali di fluorescenza.

10. | valori del gain determinati con la calibrazione dei canali vengono salvati
automaticamente e sono elencati nell’ultima finestra del menu della procedura di

programmazione (Figura 7, pagina seguente). Fare clic su Start Run (Avvia processo).
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New Run Wizard

Summary :
Setting I Yalue I
Green Gain 4
Yellow Gain 8
Rotar 72well Rotor
Sample Layout 1,235,
Reaction Volume (in microliters) 50

Save Template

Once you've confirmed that your run settings are comect, click Start Run to
beagin the un. Click Save Template to save settings for future runs.

Skip Wizard << Back

Figura 7. Avvio del processo.
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Interpretazione dei risultati

Quantificazione

Gli standard di quantificazione in dotazione (CMV QS 1-4) vengono trattati come campioni
gia purificati, e lo stesso volume di 20 pl viene usato direttamente nella PCR (senza bisogno
di ulteriore estrazione). Per generare una curva standard sugli strumenti Rotor-Gene Q, tutti i
4 standard di quantificazione devono essere utilizzati e definiti nella finestra di dialogo Edit
Samples (Modifica campioni) come standard alle concentrazioni specificate (vedi il manuale

utente del rispettivo strumento).

Nota: Per garantire un’accurata quantificazione si raccomanda vivamente di aggiungere il
controllo interno @ CMV RG Master e CMV Mg-Sol utilizzati per gli standard di
quantificazione. Per questa applicazione, aggiungere il controllo interno direttamente a CMV
RG Master e CMV Mg-Sol, come descritto nella fase 2b del protocollo (pag. 15), e utilizzare

questa miscela master per ogni standard di quantificazione (CMV QS 1-4).

Nota: gli standard di quantificazione sono definiti come copie/pl. Per convertire in copie/mL
di campione i valori determinati mediante la curva standard, & necessario applicare la

seguente equazione:

Risultato (copie) _ Risultato (copie/pl) x Volume di eluizione (pl)

ml Volume campione (ml)

In linea di principio, si deve immettere nell’equazione di cui sopra il volume iniziale del
campione. Occorre tenere conto di cid quando il volume del campione & stato cambiato prima
dell’estrazione dell’acido nucleico (per es. riducendo il volume mediante centrifugazione o

aumentandolo con |'aggiunta al volume richiesto per I'isolamento).
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Nota: Gli standard di quantificazione sono stati calibrati rispetto al 1° standard internazionale
per il citomegalovirus umano (codice NIBSC: 09/162) come stabilito dall’Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS).

Per convertire le copie/mL in Ul/mL in considerazione del QlAamp DSP Virus Kit:

OMS (Ul/ml) = 2,933 x artus CMV (copie/mL)
Nota: Per il flusso di lavoro QlAamp, i campioni quantificati devono essere all’interno
dell’intervallo lineare del QS da 1 x 10" a 1 x 104 copie/pl. La quantificazione non pud

essere garantita al di fuori di questo intervallo.

Per convertire le copie/mL in Ul/mL in considerazione dell’EZ1 DSP Virus Kit sullo strumento
EZ1 Advanced XL:

OMS (Ul/ml) = 0,794 x artus CMV (copie/ml)
Nota: Per il flusso di lavoro EZ1, i campioni quantificati devono rientrare nell’intervallo lineare

da 3,16E+02 a 1,00E+08 copie/mL. La quantificazione non pud essere garantita al di fuori

di questo intervallo.

Risultati

Esempi di reazioni PCR positive e negative sono dati in Figura 8 e in Figura 9,

(pagina seguente).
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Figura 8. Rilevazione degli standard di quantificazione (CMV QS 1-4) nel candle di fluorescenza Cycling Green
(ciclo verde).
NTC: Controllo senza templato (controllo negativo).
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Figura 9. Rilevazione del controllo interno (infernal control, IC) nel canale di fluorescenza Cycling Yellow (ciclo giallo)
con amplificazione contemporanea degli standard di quantificazione (CMV QS 1-4). NTC: Controllo senza templato
(controllo negativo).
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Viene rilevato un segnale nel canale di fluorescenza Cycling Green.
Il risultato dell’analisi & positivo: il campione contiene DNA di CMV.

In questo caso, il rilevamento di un segnale nel canale Cycling Yellow & superfluo, dal
momento che alte concentrazioni iniziali di DNA di CMV (segnale positivo nel canale
Cycling Green) possono dare origine a un segnale di fluorescenza ridotto o assente del

controllo interno nel canale Cycling Yellow (concorrenza).

Non viene rilevato nessun segnale nel canale di fluorescenza Cycling Green. Al tempo

stesso viene rilevato un segnale dal controllo interno nel canale Cycling Yellow.

Nessun DNA di CMV & rilevabile nel campione. Il risultato dell’analisi pud essere quindi

considerato negativo.

In caso di PCR di CMV negativa, il segnale rilevato del controllo interno esclude la possibile
inibizione della PCR.

Non si rileva nessun segnale nei canali Cycling Green o Cycling Yellow.

Non si pud trarre alcun risultato.

Si possono trovare informazioni sulle cause d’errore e relative soluzioni in “Guida alla

risoluzione dei problemi”, pag. 41.
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Controllo di qualita

In conformita con il sistema di gestione per la qualita di QIAGEN certificato 1SO ogni lotto
dell’artus CMV RG PCR Kit & stato testato in base a specifiche prestabilite per garantire la

costante qualitd del prodotto.
Limitazioni
Tutti i reagenti sono solo per uso diagnostico in vitro.

L'utilizzo del prodotto & consentito soltanto a personale dotato delle necessarie conoscenze e

competenze in merito alle procedure diagnostiche in vitro.

Per oftenere risultati ottimali della PCR & necessario attenersi rigorosamente al manuale utente

di ciascuno strumento.

Rispettare le date di scadenza dei singoli componenti, riportate sulla confezione e sulle

etichette. Non utilizzare componenti scaduti.

Sebbene accada raramente, eventuali mutazioni nelle regioni altamente conservate del
genoma virale coperte dai primer /o dalla sonda del kit possono essere causa di una sotto-
quantificazione o perfino della mancata individuazione del virus. La validita e le prestazioni

dell’esame vengono revisionate a intervalli regolari.
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Caratteristiche delle prestazioni

Sensibilitd analitica

Per la convalida dell’artus CMV RG PCR Kit sono stati determinati sia il limite di sensibilita
analitico, sia quello analitico considerando la purificazione (limiti di sensibilita). Il limite di
sensibilitd analitico considerando I'estrazione & stato determinato sulla base di campioni
clinici CMV-positivi e tenendo conto della procedura di purificazione utilizzata. Al contrario,
il limite di sensibilitd analitica & determinato indipendentemente dal metodo di estrazione

selezionato, utilizzando una concentrazione di DNA di CMV.

Per determinare la sensibilitd analitica dell’artus CMV RG PCR Kit, & stata stabilita una serie
di diluizioni di DNA genomico di CMV da 10 a 0,00316 copie/pl nominali, poi analizzate
su strumenti Rotor-Gene in combinazione con I'artus CMV RG PCR Kit. Le analisi sono state
eseguite in 3 giorni diversi su 8 replicati. | risultati sono stati determinati mediante un’analisi
probit. La Figura 10 illustra graficamente |'analisi probit sul Rotor-Gene 6000 (pagina
successiva). Il limite di sensibilita analitico dell’artus CMV RG PCR Kit in combinazione con il
Rotor-Gene Q MDx/Q/6000 e il Rotor-Gene 3000 & pari rispettivamente a 0,36 copie/pl
(p=0,05) e 0,24 copie/pl [p = 0,05). Cid significa che la probabilita di rilevare
0,36 copie/pl 0 0,24 copie/pl & pari al 95%.
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Figura 10. Andlisi probit: CMV (Rotor-Gene 6000). Sensibilita analitica dell’artus CMV RG PCR Kit sul Rotor-Gene 6000.

La sensibilitd analitica, tenendo conto della purificazione (QlAamp DSP Virus Kit)
dell’artus CMV RG PCR Kit su strumenti Rotor-Gene, & stata determinata utilizzando una serie
di diluizioni del virus CMV da 1000 al valore nominale di 0,316 copie/mL di CMV, aggiunte
a campioni clinici di plasma. Questi sono stati softoposti a estrazione del DNA utilizzando il
QIAamp DSP Virus Kit (volume di estrazione: 0,5 mL, volume di eluizione: 60 pl). Ciascuna
delle 8 diluizioni & stata analizzata con I'arfus CMV RG PCR Kit in 3 giorni diversi su
8 replicati. | risultati sono stati determinati mediante un’analisi probit. La Figura 11 (pagina
seguente) illustra graficamente |'analisi probit. Il limite di sensibilitd analitica in considerazione
della purificazione dell’artus CMV RG PCR Kit in combinazione con il Rotor-Gene 3000 & pari
a 57,1 Ul/mL (p = 0,05). Cid significa che esiste una probabilita del 95% che vengano

rilevate 57,1 copie/mL.
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Figura 11. Andlisi probit: CMV (Rotor-Gene 3000). Sensibilita andlitica in considerazione della purificazione (QlAamp
DSP Virus Kit, QIAGEN) dell’artus CMV RG PCR Kit sul Rotor-Gene 3000.

La sensibilita analitica in considerazione della purificazione con EZ1 DSP Virus Kit (volume di
estrazione: 0,4 ml, volume di elvizione: 60 pl) utilizzando lo strumento EZ1 Advanced XL
dell’artus CMV RG PCR Kit sul Rotor-Gene 6000 & 68,75 copie/ml (p = 0,05). Cid significa

che esiste una probabilita del 95% che vengano rilevate 68,75 copie/mL.

Range lineare della quantificazione

L'intervallo lineare in considerazione della purificazione con EZ1 DSP Virus Kit (volume di
estrazione: 0,4 mL, volume di eluizione: 60 pl) utilizzando lo strumento EZ1 Advanced XL &
stato determinato analizzando da 4 a 6 replicati di materiale virale CMV in una serie di
dilvizioni da 3,16E+01 a 1,00E+08 copie/mL.

La Figura 12 (pagina seguente) illustra graficamente I'analisi probit.
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Figura 12. Regressione polinomiale del set di dati dell’arfus CMV RG PCR Kit in considerazione della purificazione (EZ1

DSP Virus Kit) sullo strumento EZ1 Advanced XL. Sono inclusi modelli di regressione lineare, quadratica e cubica.

Il range lineare dell’artus CMV RG PCR Kit in considerazione della purificazione con EZ1 DSP
Virus Kit (volume di estrazione: 0,4 mL, volume di eluizione: 60 pl) usando lo strumento EZ1
Advanced XL & compreso tra 3,16E+02 e 1,00E+08 copie/mL.

Nota: Il range lineare dell’artus CMV RG PCR Kit, in considerazione della purificazione con
QlAamp DSP Virus Kit (volume di estrazione: 0,4 mlL, volume di eluizione: 60 pl), & da
1,00E+01 a 1,00E+04 copie/pl.

Specificita

La specificita dell’artus CMV RG PCR Kit viene garantita in primo luogo dalla scelta dei primer
e delle sonde, nonché dalle condizioni stringenti di reazione. | primer e le sonde sono stati
controllati per accertare eventuali omologie con tutte le sequenze pubblicate nelle banche
genetiche mediante analisi comparativa delle sequenze. E stata quindi garantita la rivelabilita

di tutti i ceppi rilevanti.
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Inoltre, la specificita & stata convalidata con 100 diversi campioni di plasma CMV-negativi.
99 di questi campioni non hanno generato segnali con i primer e le sonde specifici per CMV
inclusi nel CMV RG Master.

Nota: 1 campione che ha generato un segnale nei primer e nelle sonde specifiche per il CMV
che & risultato positivo al CMV & probabilmente positivo anche nell’artus CMV LC Kit e nel TM
RG PCR Kit. La specificita finale basata sull’analisi di 100 campioni di singoli donatori & stata
verificata come 99,00% (99/100).

E stata rilevata una potenziale cross-reattivita dell’artus CMV RG PCR Kit utilizzando il gruppo
di controllo elencato nella Tabella 5. Nessuno dei patogeni testati & risultato reattivo. Non

sono state riscontrate reattivitd crociate con infezioni miste.

Tabella 5. Andlisi della specificita del kit con patogeni potenzialmente cross-reattivi

CMV (Cycling Green o Controllo interno (Cycling

Gruppo di controllo Cycling A.FAM) Yellow o Cycling A.JOE)
Virus dell’herpes umano 1 (virus dell’herpes simplex 1) - +
Virus dell’herpes umano 2 (virus dell’herpes simplex 2) - +
Virus dell’herpes umano 3 (virus della varicella-zoster) - +
Virus dell’herpes umano 4 (virus di Epstein-Barr) - +
Virus dell’herpes umano 6A - +
Virus dell’herpes umano 6B - +
Virus dell’herpes umano tipo 7 - +

Virus dell’herpes umano 8 (virus dell’herpes associato

al sarcoma di Kaposi) - *
Virus dell’epatite A - +
Virus dell’epatite B - +
Virus dell’epatite C - +

(continua alla pagina seguente)
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Tabella 5 (continuazione dalla pagina precedente)

CMV (Cycling Green o Controllo interno (Cycling
Gruppo di controllo Cycling A.FAM) Yellow o Cycling A.JOE)
Virus dell'immunodeficienza umana tipo 1 - +
Virus umano della leucemia a cellule T 1 - +
Virus umano della leucemia a cellule T 2 - +
Virus del Nilo occidentale - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 _ +
Precisione

| dati sulla precisione dell’artus CMV RG PCR Kit sono stati raccolti mediante gli strumenti Rotor-
Gene e consentono di determinare la varianza totale dell’esame. La varianza totale & composta
dalla variabilita infra-esame (variabilita di risultati multipli di campioni con la stessa concentrazione
in uno stesso esperimento), dalla variabilits interesame (variabilita di risultati multipli dell’esame
generati su strumenti differenti dello stesso tipo da operatori differenti in uno stesso laboratorio) e
dalla variabilita interlotto (variabilita di risultati multipli dell’esame ottenuti con lotti diversi). | dati
offenuti sono stati utilizzati per deferminare la deviazione standard, la varianza e il coefficiente di

variazione per il patogeno specifico e la PCR del controllo inferno.

Questi dati sono stati ottenuti per I'arfus CMV RG PCR Kit sulla base dello standard di
quantificazione alla minima concentrazione (QS 4; 10 copie/pl). | test sono stati effettuati con
8 replicati. | dati sulla precisione sono stati calcolati in base ai valori Cr delle curve di
amplificazione (Cr: ciclo soglia, vedi Tabella 6, pagina successiva). Inolire, i dati di precisione
per i risultati quantitativi in copie/pl sono stati stabiliti utilizzando i corrispondenti valori Cr
(vedi Tabella 7, pagina successiva). Sulla base di questi risultati, lo scarto statistico generale
di un dato campione alla concentrazione menzionata & pari a 1,21% (Cr) o 14,38%
(concentrazione) e a 1,93% (Ci) per il rilevamento del controllo interno. Questi valori si

basano sulla totalitd dei singoli valori delle variabilita stabilite.
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Tabella 6. Dati sulla precisione basati sui valori Cr

interno

Deviazione standard Varianza Coefficiente di variazione (%)

Variabilitd intra-esame: 057
CMV QS 4 0,17 0,03 ,
Variobilik‘:’ intra-esame: 0,31 0,10 1,16
Controllo inferno
Variability inter-esame:

1,27
CMV QS 4 0.38 0.14
Voriubili'ré. inter-esame: 0,47 0,22 1,77
Controllo interno
Variabilita infer-lotto:

1,10
CMV QS 4 0,33 o1
Voriabilifq. inter-lofto: 0,53 0,28 2,02
Controllo inferno
Varianza totale:

1,21
CMV QS 4 0,36 013
Varianza totale: Controllo 0,51 0,26 1,93

Tabella 7. Dati sulla precisione basati sui risultati quantitativi (in copie/pl)

CMV QS 4

Deviazione standard Varianza Coefficiente di variazione (%)
éi/r\i\;ulz;lisfdAintro-esome: 134 1,80 13,30
z?vr\i\;:kgisfd‘tinter-esame: 154 238 15,25
éxi\;]b@ilisfd‘tinter-loﬂo: 1.46 2,12 14,41
Varianza totale: 1,45 2,11 14,38

artus CMV RG PCR Kit  03/2021

33




Sostanze interferenti

Il DNA del CMV & stato addizionato al plasma negativo in diversi sistemi di raccolta del
sangue disponibili in commercio con diversi anticoagulanti. La concentrazione calcolata
(copie/mL, Crmedio, deviazione standard, varianza e CV% sono riportati in Tabella 8. La
deviazione standard e il coefficiente di variazione rientrano nell’ambito del 5% e quindi nel
range di tolleranza. Non & stato identificato alcun impatto significativo sulla PCR dovuto alle

varie sostanze.

Tabella 8. Sistemi commerciali di raccolta del sangue e dati sugli anticoagulanti

Sostanza Concentrazione G devingione G G
(copie/mL) medio standard Varianza CV (%)

Potassio EDTA, 399,60 31,06 0,11 0,01 0,36

Becton Dickinson®

Potassio EDTA, 350,10 31,26 0,30 0,09 0,97

Sarstedt

Potassio EDTA, 285,00 31,58 0,50 0,25 1,58

Greiner Bio-One®

Potassio EDTA, 310,40 31,40 0,16 0,03 0,52

Springe (riferimento)

Potassio EDTA, 487,20 30,80 0,14 0,02 0,47

Sarstedt (riferimento)

Potassio EDTA 423,30 33,2 0,26 0,07 0,79

(gravidanza)

Sostanze endogene (Tabella 9, pagina successiva) sono stati aggiunte a campioni di plasma
EDTA CMV-positivi a 3 x LOD e 10 x LOD. Tutti i campioni sono stati rilevati con successo, e

nessuna interferenza & stata osservata per i campioni contenenti livelli elevati di inibitori

endogeni (bilirubina, emoglobing, trigliceridi e albumina).
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Tabella 9. Sostanze endogene testate

Sostanze interferenti Concentrazione di sostanze inferferenti
Bilirubina 30 mg/dL

Emoglobina 2 g/dL

Trigliceridi 1g/dL

Albumina 6 g/dL

farmaci comuni utilizzati nei trapianti sono stati testati ad una concentrazione 3 volte
superiore alla concentrazione di picco acuta dopo un trattamento terapeutico con il farmaco,
come raccomandato nelle linee guida CLSI® EPO7-A2 (11) (vedi Tabella 10). Ciascuna di
queste sostanze & stata dosata in campioni CMV-negativi e CMV-positivi che sono stati testati

in 4 replicati.

Tutte le sostanze esogene testate non hanno mostrato alcuna influenza significativa sulle
prestazioni dell’arftus CMV RG PCR kit.

Tabella 10. Elenco dei farmaci festati come sostanze esogene

Sostanze interferenti Concentrazione nel test
Antibiotici

Sulfametossazolo 200 mg/I

Trimetoprim 5,2 mg/I

Claforan® (Cefotaxime) 149/

Tazobac® (Piperacillina+Tazobactam) Piperacillina: 1 g/I

Tazobactam:125 mg/|
Ticarcillina 19/

Augmentin® (Amoxicillina + acido clavulanico) Amoxicillina: 125 mg/I

Acido clavulanico: 25 mg/|

Vancomicina 125 mg/I
Antifungino
Fluconazolo 1 mg/I

Farmaci immunosoppressori
Rapamicina 100 mg/I
Micofenolato sodico 80 mg/I
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Robustezza

Il controllo della robustezza serve per determinare la percentuale totale di errore
dell’artus CMV RG PCR Kit. 100 campioni di plasma negativi al CMV sono stati addizionati
di CMV a una concentrazione finale di 170 copie/ml (circa tre volte la concentrazione del
limite di sensibilita analitica). Dopo estrazione con il QlAamp DSP Virus Kit, questi campioni
sono stati analizzati con I'artus CMV RG PCR Kit. Per tutti i campioni di CMV, il tasso di
fallimento & stato dello 0%. La robustezza del controllo interno & stata ulteriormente verificata
mediante purificazione ed analisi di 100 campioni di plasma CMV-negativi. Pertanto la
robustezza dell’artus CMV RG PCR Kit & risultata pari al >99%.

Riproducibilité

| dati di riproducibilita vengono rilevati per effettuare una valutazione continua delle
prestazioni dell’artus CMV RG PCR Kit e anche per un confronto con altri prodotti. Questi dati

sono ottenuti dalla partecipazione a programmi di valutazione consolidati.

Oltre dlla partecipazione ai programmi di valutazione stabiliti, un pannello CMV di 10 membri
(Tabella 11) & stato testato in 3 laboratori esterni utilizzando I'EZ1 DSP Virus Kit sullo strumento EZ1

Advanced XL per purificare I'acido nucleico e I'artus RG PCR kit per analizzare I'eluito di DNA.

Tabella 11. Riepilogo dei componenti del pannello CMV

2L:p::eifl qurgzltl'n?\glﬁ()) di Componente del pannello Effetto di diluizione
1001 (1) Negativo Pool negativo 1
1002 (1) Negativo Pool negativo 2
1003 (2) Altamente negativo 50% positivo
1004 (2) Altamente negativo 50% positivo
1005 (3) Debolmente positivo 200 copie/mlL
1006 (3) Debolmente positivo 200 copie/mL
1007 (4) Moderatamente positivo 2.000 copie/mlL
1008 (4) Moderatamente positivo 2.000 copie/ml
1009 (5) Altamente positivo 200.000 copie/mL
1010 (5) Altamente positivo 200.000 copie/mL
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Il pannello di 10 componenti & stato festato in duplicato da 2 diversi operatori ogni giorno

per & giorni in ogni sito con 3 lofti di kit reagenti. Quindi, 20 campioni moltiplicati per

2 operatori per 6 giorni in 3 siti equivalgono a 720 punti di dati.

La riproducibilita totale del test arftus CMV RGQ MDx ¢ stato trovato <12% CV per campioni

con una concentrazione compresa tra 200 copie/mL e 200.000 copie/mL (Tabella 12)

Tabella 12. Riepilogo generale (ogni tipo di componente del pannello) - medie osservate

tipo_componente_pannello N.oss. Media Mediana Deviazione standard  Percentuale CV.  Minimo
1 144 0,02 0,00 0,158 849,84 0,00

2 144 0,68 0,83 0,630 92,19 -0,10
3 144 1,91 1,95 0,226 11,83 0,98

4 144 2,96 2,96 0,168 5,68 2,16

5 144 5,03 5,03 0,091 1,80 4,75

Il riepilogo generale della varianza percentuale e della deviazione standard per i valori

log10 Ul/mL per ciascuno dei 5 pannelli considerando lotto, sito, operatore, giorno, inter-

sessione e infra-sessione & presentato in Tabella 13 (pagina successival).
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Tabella 13. Riepilogo generale della varianza e della deviazione standard

Campione 1 2 3 4 5
[tamente
Tivo di . R altamente debolmente moderatamen aliame
'Po €l campione negafivo negativo positivo te positivo positivo
Media osservata log10 Ul/mL 0,02 0,68 1,91 2,96 5,03
N. di test 144 144 144 144 144
Misurazione AT
v D.S.
0 3,10 0 0 3,00
Lotto ‘
0 0,113 0 0 0,016
. 0 0 0 0,90 Y
Sito .
' 0 0 0 0,016 0
4,3 4,6 0 18,8 15,4
Operat 4 ' .
peralore 0,033 0,136 0 0,074 0,037
Corpponenle Giorno 0 0 8,60 6,00 48,10
varianza 0 0 0,067 0,042 0,065
. 0 0 4,40 10,90 7,90
Inter- / :
rersessione 0 0 0,048 0,057 0,026
Intra-sessione 95.7 92,3 87 63,40 ZE0
0,155 0,611 0,212 0,136 0,048
Totdle 100 100 100 100 100
0,158 0,635 0,227 0,171 0,094

Valutazione diagnostica

L'arfus CMV RG PCR Kit & stato valutato in uno studio che ha confrontato I'artus CMV RG PCR
Kit con il COBAS® AMPLICOR® CMV MONITOR® Test. Sono stati analizzati 156 campioni di
plasma EDTA in modo retrospettivo e prospettico. Tutti i campioni sono stati sottoposti ad
analisi preliminare con il COBAS AMPLICOR CMV MONITOR per la diagnosi di routine e

sono risultati positivi o negativi.
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I DNA di CMV per testare I'artus CMV RG PCR Kit & stato isolato utilizzando il QlAamp DSP
Virus Kit, con il controllo interno dell’arfus CMV RG PCR Kit aggiunto all’isolamento, e I'analisi
& stata effettuata sul Rotor-Gene 3000. | campioni da sottoporre al COBAS AMPLICOR CMV
MONITOR Test sono stati processati e analizzati secondo le istruzioni del produttore riportate

nel corrispondente foglietto illustrativo.

Tutti gli 11 campioni risultati positivi con il COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test sono
risultati positivi anche con I'artus CMV RG PCR Kit. 123 su 145 campioni risultati negativi con
il COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test sono risultati negativi anche con
I'arfus CMV RG PCR Kit. Sono stati oftenuti 22 risultati discordanti(Tabella 14).

Tabella 14. Risultati dello studio di convalida comparativo

COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test

+ - Totale
4 11 22 33
artus CMV RG PCR Kit
- 0 123 123

Assumendo come riferimento i risultati del COBAS AMPLICOR CMV MONITOR Test, la
sensibilitd diagnostica di tutti i campioni dell’artus CMV RG PCR Kit & pari al 100% e la

specificita diagnostica & pari all’84,8%.

L'ulteriore analisi dei 22 campioni discordanti ha confermato i risultati degli artus PCR Kit. Si
pud quindi ipotizzare che la discrepanza sia dovuta ad una maggiore sensibilité

dell’artus CMV RG PCR Kit.
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Guida alla risoluzione dei problemi

Questa guida alla risoluzione dei problemi pud essere utile per risolvere eventuali situazioni
problematiche. Per maggiori informazioni, consultare anche la pagina relativa alle domande
frequenti (Frequently Asked Questions, FAQ) nel nostro servizio di assistenza tecnica:

www.giagen.com/FAQ/FAQList.aspx.

Commenti e suggerimenti

Non viene rilevato nessun segnale con controlli positivi (CMV QS 1-4) nel canale di fluorescenza Cycling Green

a) Il canale di fluorescenza selezionato per Per I'analisi dei dati selezionare il canale di fluorescenza Cycling
I'analisi dei dati PCR non & conforme al Green per la PCR andlitica del CMV e il canale di fluorescenza
protocollo Cycling Yellow per il controllo interno PCR.

b) Programmazione non corretta del profilo Confrontare il profilo termico con il protocollo. Vedere
termico dello strumento Rotor-Gene “Protocollo: PCR e analisi dei dati”, pagina 14.

c) Configurazione errata della PCR Controllare le fasi operative eseguite con lo schema di

pipeftamento e ripetere la PCR se necessario. Vedere “Protocollo:
PCR e andlisi dei dati”, pagina 14.

d) Le condizioni di conservazione per uno o Controllare le condizioni di conservazione e la data di scadenza
pit componenti del kit non sono conformi (vedere |'etichetta del kit) dei reagenti e, se necessario, utilizzare
alle istruzioni fornite nel paragrafo un nuovo kit.

“Conservazione e manipolazione dei
reagenti”, pagina 10)

e) L'artus CMV RG PCR Kit & scaduto Controllare le condizioni di conservazione e la data di scadenza
(vedere |'etichetta del kit) dei reagenti e, se necessario, utilizzare
un nuovo kit.

Segnale debole o assente del controllo interno di un campione di plasma negativo sottoposto a purificazione con il
QlAamp DSP Virus Kit (Cr = 27 * 3; soglia, 0,03) nel canale di fluorescenza Cycling Yellow o e assenza simultanea di
segnale nel canale Cycling Green

a) Le condizioni della PCR non sono conformi  Verificare le condizioni della PCR (vedere sopra) ed eventualmente

al protocollo ripetere la PCR con le impostazioni corrette.
b) La PCR ¢ stata inibita Verificare che sia stata usata la procedura di estrazione
raccomandata e seguire scrupolosamente le istruzioni del
produttore.
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Commenti e suggerimenti

c) DNA perso durante |'estrazione

d) Le condizioni di conservazione per uno o
pit componenti del kit non sono conformi
alle istruzioni fornite nel paragrafo
“Conservazione e manipolazione dei
reagenti”, pagina 10)

e) L'artus CMV RG PCR Kit & scaduto

Se all'estrazione era stato aggiunto il controllo interno, I'assenza di
segnale del controllo interno pud indicare la perdita del DNA
durante |'estrazione. Verificare che sia stata usata la procedura di
estrazione raccomandata (vedere “Isolamento del DNA”, pag. 12)
e seguire scrupolosamente le istruzioni del produttore.

Controllare le condizioni di conservazione e la data di scadenza
(vedere |'etichetta del kit) dei reagenti e, se necessario, utilizzare
un nuovo kit.

Controllare le condizioni di conservazione e la data di scadenza
(vedere |'etichetta del kit) dei reagenti e, se necessario, utilizzare
un nuovo kit.

Segnali con i controlli negativi nel canale di fluorescenza Cycling Green della PCR analitica

a) Si & verificata una contaminazione durante
la preparazione della PCR

b) Si & verificata una contaminazione durante
I'estrazione

Ripetere la PCR in replicati con reagenti nuovi.

Se possibile, chiudere le provette per PCR subito dopo I'aggiunta
del campione da testare.

Accertarsi di avere pipettato i controlli positivi per ultimi.

Assicurarsi che I'area di lavoro e gli strumenti vengano
decontaminati a intervalli regolari.

Ripetere |'estrazione e la PCR del campione da sottoporre a test
con reagenti non ancora utilizzati.

Assicurarsi che I'area di lavoro e gli strumenti vengano
decontaminati a intervalli regolari.
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Simboli
Vo
2

IVD

REF

LOT

COMP
CONT
NUM

JR-§

Contenuto di reagente sufficiente per <N> test

Data di scadenza

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Numero di catalogo

Numero di lotto

Numero di materiale
Componenti
Contenuto

Numero

Codice GTIN

Limite di temperatura

Produttore

Consultare le istruzioni per I'uso
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Informazioni per gli ordini

Prodotto

Contenuto N. cat.

artus CMV RG
PCR Kit (24)

artus CMV RG
PCR Kit (96)

Per 24 reazioni: Master, soluzione di magnesio, 4 4503263
standard di quantificazione, controllo interno, acqua
(grado PCR)

Per 96 reazioni: Master, soluzione di magnesio, 4 4503265
standard di quantificazione, controllo interno, acqua
(grado PCR)

EZ1 DSP Virus Kit, per la purificazione automatica simultanea del DNA e
dell'RNA virale da 1-14 campioni umani di siero, plasma o FCS

EZ1 DSP Virus Kit
(48)

Per 48 preparazioni di acido nucleico virale: cartucce 62724
reagenti preriempite, porta-puntali monouso, puntali

con filtro monouso, provette per campioni, provette per

eluizione, tamponi, RNA trasportatore

QlAamp DSP Virus Kit — per la purificazione degli acidi nucleici virali da
plasma umano per andlisi diagnostiche in vitro

QlAamp DSP
Virus Kit

Per 50 preparazioni: Colonne spin QlAamp MinElute® 60704
tamponi, reagenti, provette, tubi di estensione e
VacConnectors

Rotor-Gene Q MDx e accessori

Rotor-Gene Q
MDx 5plex

Platform

Rotor-Gene Q

Termociclatore per realtime PCR con 5 canali (verde, 9002022
gic||o, arancio, rosso, cremisi), computer portotile,

software, accessori: include 1 anno di garanzia su parti

di ricambio e manodopera; installazione e training non

inclusi

Termociclatore per realtime PCR con 5 canali (verde, 9002023

MDx 5p|ex gic||o, arancio, rosso, cremisi), computer portotile,
System software, accessori: include 1 anno di garanzia su parti
di ricambio e manodopera, installazione e training
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Prodotto Contenuto N. cat.
Rotor-Gene Q Termociclatore per realtime PCR e analizzatore per 9002032
MDx 5plex HRM fusione ad alta risoluzione a 5 canali (verde, giallo,

Platform arancione, rosso, cremisi) pit canale HRM, computer
portatile, software, accessori: include 1 anno di
garanzia su parti di ricambio e manodopera;
installazione e training non inclusi
Rotor-Gene Q Termociclatore per realtime PCR e analizzatore per 9002033
MDx 5plex HRM  fusione ad alta risoluzione a 5 canali (verde, giallo,
System arancione, rosso, cremisi) piU canale HRM, computer
portatile, software, accessori: include 1 anno di
garanzia su parti di ricambio e manodopera,
installazione e training
Rotor-Gene Q Strumento per realtime PCR con 6 candli (bly, verde, 9002042
MDx 6plex giallo, arancio, rosso, cremisi), computer portatile,
Platform software, accessori: include 1 anno di garanzia su parti
di ricambio e manodopera, installazione e training non
inclusi
Rotor-Gene Q Strumento per realtime PCR con 6 canali (blu, verde, 9002043
MDx 6plex giallo, arancio, rosso, cremisi), computer portatile,
System software, accessori: include 1 anno di garanzia su parti
di ricambio e manodopera, installazione e training
Rotor-Gene Q Termociclatore per realtime PCR a 2 canali (verde, 9002002
MDx 2plex giallo), computer portatile, software, accessori, include
Platform 1 anno di garanzia su parti di ricambio e manodopera;
installazione e addestramento non inclusi
Rotor-Gene Q Termociclatore per realtime PCR a 2 canali (verde, 9002003
MDx 2plex giallo), computer portatile, software, accessori, include
System 1 anno di garanzia su parti di ricambio e manodopera,
installazione e training
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Prodotto Contenuto N. cat.
Rotor-Gene Q Termociclatore per realtime PCR e analizzatore per 9002012
MDx 2plex HRM  fusione ad alta risoluzione a 2 canali (verde, giallo) piv
Platform canale HRM, computer portatile, software, accessori,

include 1 anno di garanzia su parti di ricambio e

manodopera, installazione e training non inclusi
Rotor-Gene Q Termociclatore per realtime PCR e analizzatore per 9002013
MDx 2plex HRM  fusione ad alta risoluzione a 2 candli (verde, giallo) piu
System canale HRM, computer portatile, software, accessori,

include 1 anno di garanzia su parti di ricambio e

manodopera, installazione e training
Loading Block Blocco in alluminio per setup manuale della reazione 9018901
72 x 0.1 ml Tubes  con pipetta a un canale in 72 provette da 0,1 mlL
Loading Block Blocco in alluminio per setup manuale della reazione in - 9018905
96 x 0.2 ml Tubes  una serie standard 8 x 12 con 96 provette da 0,2 mlL
Strip Tubes and 250 strisce di 4 provette e tappi per 1.000 reazioni 981103
Caps, 0.1 ml
(250)
Strip Tubes and 10 x 250 strisce di 4 provette e tappi per 10.000 981106
Caps, 0.1 ml reazioni
(2500)
PCR Tubes, 0.2 ml  1.000 provette a parete sottile per 1.000 reazioni 981005
(1000)
PCR Tubes, 0.2 ml 10 x 1.000 provette a parete sottile per 10.000 981008

(10000)

reazioni

Per informazioni aggiornate sulla licenza e le clausole di esclusione della responsabilita per
i singoli prodotti, consultare il manuale del kit o il manuale utente QIAGEN. | manuali dei kit
e i manuali utente QIAGEN sono disponibili sul sito www.qiagen.com oppure possono essere

richiesti ai servizi tecnici QIAGEN o al proprio distributore locale.
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Cronologia delle revisioni del documento

Revisione Modifiche

R6, marzo 2021 Aggiunta delle sezioni Range lineare della

quantificazione, Sostanze interferenti e Riproducibilita.

Aggiornamenti alle sezioni Uso previsto e
Quantificazione.

Rimozione di riferimenti a strumenti QIAGEN che non
sono pil supportati.

Contratto di licenza limitata per I'artus CMV RG PCR Kit

L'utilizzo di questo prodotto comporta per I'acquirente o I'vtente del prodotto I'accettazione dei seguenti termini:

1.

Il prodotto pud essere utilizzato esclusivamente in conformita ai protocolli forniti insieme al prodotto e al relativo manuale e soltanto con i componenti contenuti
nel rispettivo Kit. QIAGEN non concede alcuna licenza, nell'ambito della sua proprietd intellettuale, per I'vtilizzo o I'integrazione dei componenti di questo kit
con qualsiasi componente non incluso in questo kit, fatta eccezione per i protocolli forniti con il prodotto, il presente manuale e i protocolli aggiuntivi disponibili
sul sito www.giagen.com. Alcuni di questi protocolli aggiuntivi sono stati messi a punto da utenti QIAGEN a beneficio degli utenti QIAGEN. Si tratta di protocolli
che non sono stati collaudati o oftimizzati da QIAGEN. QIAGEN non offre alcuna garanzia in merito a essi né alla violazione da parte di essi di eventuali diritti
di terzi.

A parte le licenze espressamente dichiarate, QIAGEN non fornisce alcuna garanzia che questo kit e/o I'uso o gli usi dello stesso non costituiscano violazione dei
diritti di terzi.

Questo kit e i relativi componenti sono concessi in licenza per un solo utilizzo e non possono essere riutilizzati, rinnovati o rivenduti.

QIAGEN esclude specificamente qualunque altra licenza, espressa o implicita, che non rientri fra quelle espressamente dichiarate.

L'acquirente e I'vtente del kit acconsentono a non intraprendere e a non permettere a nessun altro di intraprendere qualsiasi iniziafiva che possa deferminare o
agevolare qualunque azione di cui si fa divieto sopra. QIAGEN fara valere i divieti di questo Contratto di licenza limitata presso qualsiasi foro e ofterra il
risarcimento di tutte le spese a scopo di indagine e lenza legale, ivi comprese le parcelle degli avvocati, con riferimento a qualsiasi causa legale
intentata per fare rispettare questo Contratto di licenza limitata o qualsiasi altro diritto di proprieta intellettuale correlato a questo kit /o ai relativi componenti.

Per i termini di licenza aggiornati, visitare il sito www.qiagen.com.

Acquistando il presente prodotto si acquisisce il diritto all'uso dello stesso per lo svolgimento di servizi diagnostici nell’‘ambito della diagnostica umana in vitro. L'acquisto
non costituisce concessione di licenze generali o di altre licenze di alcun altro tipo, salvo questo specifico diritto all'uso.
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Marchi commerciali: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAamp®, artus®, EZ1®, MinElute®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); CLSI®, (Clinical Laboratory and Standards, Inc.);
Augmentin® (Glaxo Group Limited); Tazobac® (Pfizer Inc.); AMPLICOR®, COBAS®, MONITOR® (Roche Group); Claforan (Sanofi-Aventis Group); FAM™, JOE™ (Thermo
Fisher Scientific).

HB-0046-008 1123965 R6 03/2021© 2021 QIAGEN, tutti i diritti riservati.
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