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Analyticka senzitivita — CSF

Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci (limit senzitivity) byl pro sadu artus VZV QS-RGQ uren na

zakladé VZV pozitivnich klinickych vzorkd v kombinaci s extrakci na pfistroji QIAsymphony® SP.

Analyticky limit detekce s ohledem na izolaci sady artus VZV QS-RGQ byl uréen fadou fedéni virového
materialu VZV (kmen Ellen) od 1420 do nominalné 4,5 kopie/ml VZV smiSené v klinickych vzorcich CSF.
Tyto vzorky byly podrobeny izolaci DNA pomoci sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini
v kombinaci s protokolem Cellfree200_DSP (extrakéni objem: 0,2 ml, eluéni objem: 60 pl). Kazdé fedéni
z celkové 8 bylo za uziti sady artus VZV QS-RGQ analyzovano ve 3 bézich ve 3 riznych dnech formou
jedenactinasobnych uréeni. Vysledky byly zjiStény probitovou analyzou. Grafické znazornéni probitové
analyzy naleznete na obrazku 1. Mez analytické detekce, kdyZz se vezme v Gvahu izolace sady
artus VZV QS-RGQ v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene Q, je 80,67 kopie/ml (p = 0,05). To znamena,
Ze bude s 95% pravdépodobnosti detekovano 80,67 kopie/ml.
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Obréazek 1. Probitova analyza: CSF, VZV (Rotor-Gene Q). Analyticka senzitivita s ohledem na izolaci (sada QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Mini) sady artus VZV QS-RGQ na pfistroji Rotor-Gene Q.
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Specificita — CSF

Specificita sady artus VZV QS-RGQ je v prvni fadé zarucena vybérem primer( a sond, jakoz i volbou
nejpfisnéjSich reakénich podminek. Primery a sondy byly na zakladé sekvencni analyzy pfezkouSeny na
eventudlni homologie se vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach. Detekovatelnost vSech

relevantnich genotypl byla takto zajisténa.

Specificita byla navic validovana pomoci 30 riznych vzorkd CSF negativnich na VZV. Ty negenerovaly

zadné signaly s VZV specifickymi primery a sondami, které jsou za¢lenény do masteru VZV RG.
Potencialni kfizova reaktivita sady artus VZV QS-RGQ byla testovdna pomoci kontrolni skupiny uvedené

v tabulce 1. Zadny z testovanych plivodc(i nebyl reaktivni. PFi smigenych infekcich se nevyskytly Zadné

kfizové reaktivity.

Tabulka 1. Testovani specificity diagnostické sady pomoci potencialné kiizové reaktivnich patogenti (CSF)

vzv Interni kontrola
Kontrolni skupina (Cycling Green) (Cycling Orange)
Lidsky herpesvirus 1
(Herpes simplex virus 1)

Lidsky herpesvirus 2
(Herpes simplex virus 2)

- +

Lidsky herpesvirus 4 (virus Epsteina a Barrové) - +

Lidsky herpesvirus 5
(cytomegalovirus)

Lidsky herpesvirus 6A -
Lidsky herpesvirus 6B -
Lidsky herpesvirus 7 -

Lidsky herpesvirus 8
(herpesvirus asociovany s Kaposiho sarkomem)

Virus hepatitidy A -
Virus hepatitidy B -
Virus hepatitidy C -
Virus lidské imunodeficience 1 =
Lidsky virus leukémie T-bunék 1 -
Lidsky virus leukémie T-bunék 2 -

+

|
+

Enterovirus -
Parvovirus B19 -
Virus zapadonilské horecky -

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
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Linearni oblast kvantifikace — CSF

Line&rni oblast kvantifikace s ohledem na izolaci sady artus VZV QS-RGQ byla uréena analyzou fady
Fed&ni materialu standardu ATCC® VR-1367 VZV kmenu Ellen v rozsahu od 1,00 x 108 kopii/ml do
5,00 x 10" kopii/ml. Izolace byla provedena v replikatech (n = 4 pro koncentrace = 1,00 x 10’ kopii/ml;
n=28 pro koncentrace < 1,00 x 10’ kopii/ml) za uziti sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini
v kombinaci s protokolem Cellfree200_DSP (extrakéni objem: 0,2 ml, eluéni objem: 60 ul). VSechny
vzorky byly analyzovany pomoci sady artus VZV QS-RGQ. Linearni oblast kvantifikace s ohledem na
izolaci sady artus VZV QS-RGQ se vztahuje na koncentrace od 5,00 x10° kopii/ml do 1,00 x 10° kopii/ml
(obrazek 2).
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Obrézek 2. Linearni rozsah sady artus VZV QS-RGQ (CSF). Vypocet linearni oblasti kvantifikace. Pfimka byla stanovena linearni
regresi z logyo vypoc&itanych koncentraci a z log;o nominalnich koncentraci. Rovnice regresnich pfimek je souc¢asti obrazku.
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Robustnost — CSF

Pfezkou$eni robustnosti slouzi k stanoveni celkové Cetnosti chyb sady artus VZV QS-RGQ. Za timto
ucelem bylo 30 VZV negativnich vzorkli CSF smiseno se 300 kopiemi/ml materialu obsahujiciho VZV
(cca trojnasobna koncentrace analytického limitu senzitivity). Po izolaci pomoci sady QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Mini v kombinaci s protokolem Cellfree200_DSP (extrakéni objem: 0,2 ml, eluéni objem:

60 pl), byly tyto vzorky analyzovany pomoci sady artus VZV QS-RGQ.

Robustnost interni kontroly byla pfezkou$ena izolaci a analyzou 30 smisenych vzork( CSF. Inhibice
nebyly pozorovany. Robustnost sady artus VZV QS-RGQ ¢ini tedy >99 %.

Rusivé latky — CSF

Erytrocyty a genomovd DNA predstavuji dvé endogenni latky, které mohou svou pfitomnosti v CSF
naru$ovat prabéh analyzy. Abychom posoudili tento rusivy Gcinek, vyhodnotili jsme vliv téchto latek na
vykon analyzy ve vzorcich CSF s obsahem VZV, jehoZz koncentrace byla zhruba 10nasobkem limitu
detekce (LOD; 1 000 kopii/ml). U hodnocenych latek se neprokazal zadny ruSivy u€inek na reagencie
sady artus VZV QS-RGQ (viz tabulka 2).

Tabulka 2. RuSivé latky ve vzorcich CSF

Cracyis — Crao
Koncentrace Rusiva latka Crcy Kontrola
VZV (kopie/ml) Polozka Koncentrace Primérné C. SD CV (%) Absolutni hodnota
Erytrocyty - 23,45 0,06 0,24 0,13
1000 gDNA 10 000 23,51 0,02 0,09 0,07
gDNA 100 000 23,78 0,11 0,45 0,20
Kontrola - 23,58 0,06 0,26 -

CV: koeficient variace; IC: interni kontrola; IS: rusiva latka; SD: standardni odchylka.
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Klinické hodnoceni — CSF

Klinicky vykon sady artus VZV QS-RGQ byl vyhodnocen na zakladé testu celkem 163 upravenych
vzork(l a porovnani nalezu s vysledky komparativni metody ziskanymi v nezavislé klinické laboratofi.
Vysledky byly analyzovany ve dvou fazich: prvni faze spocivala v analyze shody v néasledujicich
kategoriich: mira pozitivni shody (Positive Percent Agreement; PPA), mira negativni shody (Negative
Percent Agreement; NPA) a celkovAd mira shody (Overall Percent Agreement (OPA); druha faze
zahrnovala analyzu vysledkd celkem 75 vzorkll CSF, které s vyuzitim Demingovy a Passingovy-
Bablokovy regresivni analyzy spadaly do dynamického rozsahu spoleéného rozboru, v porovnani

s vysledky uréenymi z odpovidajiciho prise¢iku a smérnice pfimky (viz tabulka 3 a obrazek 3).

Tabulka 3. Udaje ze studie klinického vykonu u vzorkii EDTA plazmy

Mira shody Frekvence Procentni shoda Dolni mez 95% Horni mez 95%
Clopperova- Clopperova-
Pearsonova Pearsonova
oboustranného oboustranného
intervalu intervalu
spolehlivosti spolehlivosti
zalozeného na zalozeného na
binomickém binomickém
(pFfesném) rozlozeni (pFesném) rozlozeni
Celkova mira shody 163/163 100,00 97,76 100,00
Mira pozitivni shody 100/100 100,00 96,38 100,00
Mira negativni shody 63/63 100,00 94,31 100,00
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Deming $y, pilisedik: érnice: 1,027
Passing Bablok Dy Pédsesik: &rnid

Logio kopii/ml: Sada arfus VZV QS-RGQ
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Obréazek 3. Graf regrese s Passingovou-Bablokovou a bemingovou primkou u vzorkti CSF. Do analyzy byly zahrnuty vzorky,
které se nachazeji mezi dolnim a hornim limitem kvantifikace pro obé sady.
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Blanduv-Altmanav graf na obrazku 4 ukazuje, ze primérny stfedni logaritmicky rozdil zjistény mezi
obéma sadami &ini 0,22 a Ze tento rozdil neni ovlivnén koncentraci pouzitou pfi testovani.

2 3 4 5 [ 7

Logo kopii/ml: sada artus VZV QS-RGQ a logio kopii/ml: komparativni sada

Logio kopii/ml: sada arfus VZV QS-RGQ a logio kopii/ml: komparativni sada

Obrazek 4. Blandtv-Altmanuiv graf (plazma). Horizontalni referen¢ni pfimky maji hodnotu —0,22, —0,42 a —0,03 a oznaduji stfedni
rozdil (log;o kopii/ml: sada artus VZV QS-RGQ — log; kopii/ml: komparativni sada) a jim odpovidajici 95% predpovédni interval. Do
analyzy byly zahrnuty vzorky, které se nachazely mezi dolnim a hornim limitem kvantifikace pro obé sady.

Analyticka senzitivita — plazma

Pro plazmu byla stanovena analyticka senzitivita s ohledem na purifikaci sady artus VZV QS-RGQ
pomoci fady fedéni virového materidlu pfidaného do lidské plazmy od 100 do 0,316 kopie/ml.

Tyto vzorky byly podrobeny izolaci DNA pomoci sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi
v kombinaci s protokolem Cellfree1000_DSP (extrakéni objem: 1 ml, eluéni objem: 60 pl). Kazdé fedéni
z celkové 8 bylo za uziti sady artus VZV QS-RGQ analyzovano ve 4 bézich ve 4 riznych dnech formou
jedenactinasobnych uréeni. Vysledky byly zjistény probitovou analyzou.
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Grafické znazornéni probitové analyzy naleznete na obrazku 5. Mez analytické detekce pro VZV, kdyz
se vezme v Uvahu izolace sady artus VZV QS-RGQ v kombinaci s pfistrojem Rotor-Gene Q, je
12,725 kopie/ml (p = 0,05). To znamen4, Ze bude s 95% pravdépodobnosti detekovano 12,725 kopie/ml.
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Obréazek 5. Probitova analyza: plazma, VZV (Rotor-Gene Q). Analyticka senzitivita s ohledem na izolaci (za uziti sady QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi) sady artus VZV QS-RGQ na pfistroji Rotor-Gene Q.

Linearni oblast kvantifikace — plazma

Linearni oblast kvantifikace s ohledem na izolaci sady artus VZV QS;-RGQ byla uréena analyzou fady
fedéni virového materialu v plazmé v rozsahu od 6,92 x 10° kopii/ml do 1,0 x 10* kopii/ml. 1zolace byla
provedena v replikdtech (n=4 pro koncentrace 21,00 x 10° kopii/ml; n=8 pro koncentrace
< 1,00 x 10° kopii/ml) za uziti sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi v kombinaci s protokolem
Cellfree1000_DSP (extrakéni objem: 1 ml, eluéni objem: 60 ul). V8echny vzorky byly analyzovany
pomoci sady artus VZV QS-RGQ.

V plazmé se linearni oblast kvantifikace s ohledem na izolaci sady artus VZV QS-RGQ pro material VZV
vztahuje na koncentrace od 127 kopii/ml do 6,92 x 10° kopii/ml (obrazek 6).
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Obrazek 6. Linearni rozsah sady artus VZV QS-RGQ (plazma). Vypocet linearni oblasti kvantifikace. Pfimka byla stanovena linearni
regresi z log vypocitanych koncentraci a z log,, nominalnich koncentraci. Rovnice regresnich pfimek je zahrnuta v obrazku.

Robustnost — plazma

Pfezkou$eni robustnosti v plazmé slouzi ke stanoveni celkové Eetnosti chyb sady artus VZV QS-RGQ.
Za timto ucelem bylo 30 VZV negativnich vzorkd plazmy smiseno se 38,175 kopie/ml materiélu
obsahujiciho VZV (cca trojndsobna koncentrace analytického limitu senzitivity). Po izolaci pomoci sady
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi v kombinaci s protokolem Cellfree1000_DSP (extrakéni objem:
1 ml, eluéni objem: 60 ul) byly tyto vzorky analyzovany pomoci sady artus VZV QS-RGQ. Pokud jde o
robustnost pfi cilovém testovani VZV, 100 % (30/30) vzork( bylo detekovano jako pozitivni na VZV.

Kromé toho byla robustnost interni kontroly pfezkousena po purifikaci a analyze 116 smisenych vzorku
plazmy. Tyto vzorky byly 100% negativni pro VZV a 100% pozitivni pro cilovou interni kontrolu. Inhibice
nebyly pozorovany. Robustnost sady artus VZV QS-RGQ ¢ini tedy >99 %.
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Rusivé latky — plazma

Ukazalo se, ze Ctyfi endogenni latky (bilirubin, hemoglobin, triglycerid a protein albumin) ve zvySenych
koncentracich mohou potencialné interferovat s latkami pfitomnymi ve vzorcich plazmy. Jejich Gg€inky
byly vyhodnoceny v plazmé obsahujici VZV v pfiblizné 10nasobku hodnoty LOD (127,25 kopie/ml). Jako
kontrola byly zafazeny vzorky plazmy s pfimichanym VZV bez pfidavku jakékoliv rusivé latky. VSechny
vzorky, s pfidavkem interferujicich latek nebo bez néj, byly analyzovany ve 4 replikatech pomoci sady
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi v kombinaci s protokolem Cellfree1000_DSP (extrakéni objem:
1 ml, eluéni objem: 60 pl). U vzorkd obsahujicich zvySené hladiny endogennich inhibitord (bilirubin,

hemoglobin, triglycerid a protein albumin) nebyla pozorovany u detekce VZV zadna interference.

Klinické hodnoceni — plazma

Klinicky vykon sady artus VZV QS-RGQ byl vyhodnocen na zakladé testu celkem 161 upravenych
vzork(l a porovnani nalezu s vysledky komparativni metody ziskanymi v nezavislé laboratofi. Vysledky
byly analyzovany ve dvou fazich: prvni faze spocivala v analyze shody v nasledujicich kategoriich: mira
pozitivni shody (Positive Percent Agreement; PPA), mira negativni shody (Negative Percent Agreement;
NPA) a celkova mira shody (Overall Percent Agreement (OPA); druha faze zahrnovala analyzu vysledku
celkem 97 vzork( EDTA plazmy, které s vyuzitim Demingovy a Passingovy-Bablokovy regresivni analyzy
spadaly do dynamického rozsahu spole¢ného rozboru, v porovnani svysledky urenymi
z odpovidajiciho pruseciku a smérnice pfimky (viz tabulka 4 a obrazek 7).

Tabulka 4. Udaje ze studie klinického vykonu u vzork EDTA plazmy

Mira shody Frekvence Procentni shoda Dolni mez 95% Horni mez 95%
Clopperova- Clopperova-
Pearsonova Pearsonova
oboustranného oboustranného
intervalu spolehlivosti intervalu
zaloZzeného na spolehlivosti
binomickém zalozeného na
(pFfesném) rozlozeni binomickém
(pfesném) rozlozeni
Celkova mira shody 161/161 100,00 97,73 100,00
Mira pozitivni shody 101/101 100,00 96,41 100,00
Mira negativni shody 60/60 100,00 94,04 100,00
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Deming 8§y, 2 2sedik: &r0ias:
Passing 8ablok B PoPedik: BrRIR8:

Logio kopii/ml: Sada artus VZV QS-RGQ

2 3 4 5 6 7
Logio kopii/ml: komparativni sada

0 0 0 Data — Passing-Bablok Regression =~ — Deming Regression

Obréazek 7. Graf regrese s Passingovou-Bablokovou a Demingovou pfimkou u vzorka plazmy. Do analyzy byly zahrnuty vzorky,
které se nachazeji mezi dolnim a hornim limitem kvantifikace pro obé sady.

Blandiv-Altmantv graf na obrazku 8 ukazuje, ze primérny stfedni logaritmicky rozdil zjiStény mezi

obé&ma sadami ¢ini —0,10 a Ze tento rozdil neni ovlivnén koncentraci pouzitou pfi testovani.
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Logo kopii/ml: Sada artus VZV QS-RGQ a logio kopii/ml: komparativni sada

2 3 4 5 6 7

Logo kopii/ml: Sada artus VZV QS-RGQ a logio kopii/ml: komparativni sada

Obrézek 8. Blandtiv-Altmantv graf (plazma). Horizontalni referen¢ni pfimky maji hodnotu —0,10, —0,34 a 0,14 a oznacuji stfedni
rozdil (log1o kopii/ml: sada artus VZV QS-RGQ — log o kopii/ml: komparativni sada) a jim odpovidajici 95% pfedpovédni interval. Do
analyzy byly zahrnuty vzorky, které se nachazely mezi dolnim a hornim limitem kvantifikace pro obé sady.

Presnost

Udaje o presnosti sady artus VZV QS-RGQ umoziuji stanoveni celkové variability testovaciho systému.
Tato celkova variabilita se sklada z intra-assay variability (variabilita vysledk( vzorkd stejné koncentrace
v ramci jednoho pokusu), z inter-assay variability (variabilita vysledka rozboru generovanych na riznych
pFistrojich stejného typu a provedenych rliznymi osobami v jedné laboratofi) a z inter-batch variability
(variabilita vysledkd rozboru za uziti riznych Sarzi). Ziskana data byla pouzita k vypocitani standardni
odchylky, variance a koeficientu variace jak pro specifickou PCR puvodce, tak i pro PCR interni kontroly.

Analytické udaje o pfesnosti sady artus VZV QS-RGQ (bez ohledu na izolaci) byly stanoveny pomoci
osminasobnych ureni. Data o pfesnosti byla vypocitana na zakladé C+ hodnot amplifikacnich kfivek
(C+: prahovy cyklus, viz tabulka 2). Udaje o pfesnosti pro kvantitativni vysledky v kopiich/ul byly uréeny
pomoci odpovidajicich Ct hodnot (tabulka 3). Na zakladé téchto vysledku &ini celkovy statisticky rozptyl
libovolného vzorku uvedené koncentrace 0,45 % (C+) resp. 8,32 % (koncentrace), a 2,81 % (Ct) pro
prukaz interni kontroly. Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu vSech dil€¢ich hodnot zjiténych variabilit.
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Tabulka 5. Data o presnosti VZV na zakladé hodnot C+

Smérodatna
odchylka Variance Koeficient variace (%)

Variabilita v rdmci jednoho pokusu:
VZV QS 4 0,08 0,01 0,26
Varlaplllta v ramci jednoho pokusu: 0,04 0,002 017
Interni kontrola
Variabilita mezi rznymi pokusy:
VZV QS 4 0,15 0,02 0,50
Varlat}lllta mezi riznymi pokusy: 0.39 0.15 163
Interni kontrola
Variabilita mezi rznymi Sarzemi:
VZV QS 4 0,10 0,01 0,34
Varlatzlllta mezi riznymi Sarzemi: 0,66 043 265
Interni kontrola
Celkova variabilita:
VZV QS 4 0,13 0,02 0,45
Celkoya variabilita: 0,68 047 281
Interni kontrola

Tabulka 6. Udaje o presnosti pro VZV na zakladé kvantitativnich vysledk (v kopii/ml)

Smérodatna
odchylka Variance Koeficient variace (%)
x;:i/agigtiv ramci jednoho pokusu: 0.50 0.25 546
://;(i/agigti mezi riznymi pokusy: 0,85 072 872
x;:i/agigti mezi riznymi Sarzemi: 075 056 767
\C/;I\I;cgg \iariabilita: 081 0,66 8,32
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Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou potizovany za G&elem pravidelného hodnoceni vykonnosti sady
artus VZV QS-RGQ a vykonnostniho srovnani s ostatnimi produkty. Tyto Gdaje jsou ziskavany na

zakladé ucasti v uznavanych programech pro vykonnostni hodnoceni.

Krizové kontaminace

Nepfitomnost kfizovych kontaminaci mezi vzorky po dobu celého pracovniho procesu byla pro
reprezentativni systém artus QS-RGQ prokdzana spravnou detekci vSech znamych pozitivnich a

negativnich vzorku ve stfidajicich se pozicich (§achovnicové rozmisténi).
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Tato stranka byla umysIné ponechana prazdna.
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Souvisejici produkty a informace o moznostech objednavky jsou uvedeny v pfiruéce pro sadu artus VZV
QS-RGQ PCR.

Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specificka pro vyrobek jsou uvedeny v pfislusné
priruc¢ce pro sadu QIAGEN® nebo v pfirucce uzivatele. PFirucky k sadam QIAGEN a pfirucky uzivatele
jsou dostupné na www.giagen.com nebo na pozadani u technického servisu QIAGEN nebo mistniho

distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, Sample to Insight”, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene” (QIAGEN Group); ATCC®, VR-1367™ (American Type Culture Collection).
Registrované nazvy, ochranné znamky atd. pouzité v tomto dokumentu, a to i v pfipadé, Ze takto nejsou vyslovné oznaceny, nejsou povazovany za nechranéné zakonem 10/2015 HB-0401-D01-002
© 2012-2015 QIAGEN, v3echna prava vyhrazena
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