Sada EZ1® DSP Virus Kit

Funkeéni vlastnosti sady EZ1 DSP Virus Kit byly stanoveny ve studiich hodnoticich funkéni
vlastnosti pomoci plazmy, séra, likvoru, moci, piné krve, stolice, pfepravnich médii, suchych stéra
a respiracnich alikvotl pro izolaci virovych nukleovych kyselin a bakterialni DNA. Testovani bylo
provedeno podle protokold popsanych v aktualni verzi 4 pfirucky EZ1 DSP Virus.

Uginnost sady v8ak neni pro kazdy druh viru nebo bakterie garantovana a musi byt validovana.
Kazdy uzivatel je zodpovédny za validaci funkénich vlastnosti systémi u vSech postupu
pouzivanych v dané laboratofi, které nejsou zahrnuty ve studiich hodnoticich funkéni vlastnosti
vyrobkl QIAGEN.

Funkéni charakteristiky

Sérum a plazma

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla hodnocena pro viry HCV
a HIV-1 RNA a virus HBV DNA. Testy byly provedeny s fedénimi kvalifikovanych virovych panelQ
vytvorenych v HBV, HCV a HIV-1 negativni lidské plazmé &i séru. Testovany byly fady fedéni se
Sesti rlznymi virovymi titry, pfiCemz v kazdém bylo 12 replikatd. Linearni oblast kvantifikace
postupu pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla stanovena pro HBV, HCV a HIV-1 pomoci analyz virové
zatéze Abbott RealTime (Tabulka 1, Obrazek 1). Pfed extrakci byly do kazdého alikvotu HIV-1
nebo HCV pfidany pfimo interni kontroly RealTime (kazda po 17 pl). Pro RealTime HBV byly u
kazdého alikvotu smichany 3,4 pl interni kontroly RealTime HBV s nosiCovou RNA. Virové
nukleové kyseliny byly extrahovany ze 400 pl alikvotd a eluovany v 90 ul elu¢niho pufru (AVE).
PCR byla provadéna na Abbott m 2000rt.

Tabulka 1. Zdroj alikvotu a nasledné analyzy pouzivané pro stanoveni linearni oblasti
kvantifikace vytézka pomoci protokolu EZ1 DSP Virus

Virus  Zdroj Nasledna Pouzita analyticka

analyza prirucka

HIV-1 BBI (Boston Biomedica, Inc., Boston,  Abbott RealTime Abbott RealTime
USA) defektni HIV, rekalcifikovana HIV-1 (Abbott HIV-1
plazma BBI Molecular Inc.)

HCV ProMedDx (ProMedDx LLC Norton, Abbott RealTime Abbott RealTime

MA, USA), alikvot od pacienta, HCV (Abbott HCV
sdruzené normalini lidské sérum Molecular Inc.)

HBV  Teragenix (Teragenix Coporate, Abbott RealTime Abbott RealTime
Ft. Lauderdale, FL, USA), alikvot od HBV (Abbott HBV

pacienta, rekalcifikovana lidska plazma  Molecular Inc.)

QIAGEN®

Sample & Assay Technologies
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Obrazek 1. Linearni oblast kvantifikace vytézkl pri pouziti protokolu EZ1 DSP Virus.
Linearni oblast kvantifikace protokolu EZ1 DSP Virus byl stanoven pomoci fady fedéni virt

a analyz Abbott RealTime (Tabulka 1) [ pro HIV-1, E pro HCV a (@ pro HBV.
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Presnost

Smérodatné odchylky a koeficienty variaci (Coefficient of Variation, CV) byly stanoveny pro fady
fedéni HIV-1, HCV a HBV v linearni oblasti kvantifikace pfisluSnych navazujicich analyz. Pro
analyzu pfesnosti byly pouZity stejné nasledné analyzy jako pro stanoveni linearni oblasti
kvantifikace (Tabulka 1). Udaje o pfesnosti mezi analyzami jsou uvedeny v tabulkach 2—4. Pro
kazdy prvek panelu bylo na pracovni stanici BioRobot EZ1 DSP extrahovano 12 replikat( ve
12 samostatnych cyklech. PCR byla provedena ve 2 cyklech po 6 replikatech na zafizeni
Abbott m 2000rt.

Tabulka 2. Pfesnost stanoveni mezi zkouSskami u protokolu EZ1 DSP Virus pomoci analyzy
Abbott RealTime HIV-1

Prvek Log SD (log
panelu n Kopie/ml CV (%) kopii/ml kopii/ml)
1 12 148 40 2,17 0,17
2 12 426 26 2,63 0,13
3 12 1082 14 3,03 0,06
4 11 11 506 14 4,06 0,06
5 12 116 145 15 5,07 0,07
6 12 1 300 669 16 6,11 0,08

Tabulka 3. Presnost stanoveni mezi zkouSkami u protokolu EZ1 DSP Virus pomoci analyzy
Abbott RealTime HCV

Prvek SD (log
panelu n 1U/ml CV (%) Log IU/ml IU/ml)
1 12 39 56 1,59 0,27
2 12 122 22 2,09 0,10
3 12 2331 16 3,37 0,08
4 11 51 582 12 4,71 0,05
5 12 357 547 23 5,55 0,11
6 12 5505 964 24 6,74 0,10
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Tabulka 4. Presnost stanoveni mezi zkouSkami u protokolu EZ1 DSP Virus pomoci analyzy
Abbott RealTime HBV

Prvek Log SD (log
panelu n Kopie/ml CV (%) kopii/ml kopii/ml)
1 12 22 60 1,34 0,34
2 12 357 16 2,55 0,07
3 12 2835 7 3,45 0,03
4 11 280 221 10 5,45 0,05
5 12 3311311 12 6,52 0,05
6 12 40 040 547 14 7,60 0,06

Mez detekce

Mez detekce byla stanovena 95% probitovou hodnotou pro systém EZ1 DSP Virus pomoci
mezinarodniho virového standardu HIV-1 WHO 97/656, mezinarodniho virového standardu HBV
WHO 97/746 a kvantifikovaného supernatantu bunééné kultury CMV. Mez detekce byla
stanovena zpracovanim fady fedéni pfislusnych vird. Viry byly zfedény ve smési HIV, HBV a CMV
negativni normalni lidské EDTA plazmy. Kazdy krok fedéni byl pfipraven v alespori 3 nezavislych
cyklech s alesponi 6 replikaty na jedno fedéni. Pro pfipravu alikvotu na pracovni stanici BioRobot
EZ1 DSP s eluci v 60 pl bylo pouzito 400 pl plazmy.

K detekci HBV DNA byly pouzity sady artus® HBV PCR Kit a k detekci CMV DNA byly pouzity
sady artus® CMV PCR Kit. Alikvoty byly analyzovany na pfistrojich LightCycler® 1.2 Instrument
(Roche), Rotor-Gene® 3000 (Corbett Research) a ABI PRISM® 7000 SDS (Applied Biosystems).
K detekci HIV RNA byl pouzit test COBAS® Amplicor® HIV-1Monitor® (verze 1.5) za pouziti
analyzatoru COBAS Amplicor. Kombinovana data pro vSechny alikvoty byla vyhodnocena pomoci
probitové analyzy. Data jsou uvedena v tabulkdch 5-6 s reprezentativnimi probitovymi grafy na
obrazcich 2-3.
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Tabulka 5. Mez detekce HBV a CMV DNA pomoci systému EZ1 DSP Virus a sad artus® PCR Kit

Zasahy Zasahy Zasahy
Virus Vstupni titr (LightCycler) (Rotor-Gene) (ABI PRISM)
HBV 95% probitova
45,7 14,4 13,2
hodnota (IU/ml)
Interval spolehlivosti
28-102 9,5-26,5 9,0-23,1
(1U/ml)
CMV 95% probitova
. 67,2 21,8 38,3
hodnota (kopie/ml)
Interval spolehlivosti
. 41,8-142 14,5-44,1 21,5-89,8
(kopie/ml)
1-
95% .
0.8 1 1,33829 ~ 21,8 kopie/ml (95 %)
0,61 §
) :
= :
= :
O :
= 4]
0,2 ]
i
< #“"/0/
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Log (davka)

Obrazek 2. Probitovéa analyza pro detekci CMV DNA pomoci systému EZ1 DSP Virus a sady
artus® CMV RG PCR Kit. Virové nukleové kyseliny byly purifikovany s pouzitim systému
EZ1 DSP Virus a pro detekci CMV DNA na pristroji Rotor-Gene 3000 byla pouzita sada
artus® CMV PCR RG Kit. 95% probitova hodnota byla 21,8 kopii/ml.
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Tabulka 6. Mez detekce HIV RNA pomoci systému EZ1 DSP Virus a COBAS Amplicor HIV-1
Monitor Test, verze 1.5

Vstupni titr (IU/ml) Zasahy

95% probitova hodnota (1U/ml) 1145

Interval spolehlivosti (IU/ml) 82,9-194,3

0,8

0,6

0,4

Méritko

0,2

0,0

L 2

Log (davka)

Obréazek 3. Probitova analyza pro mez detekce HIV RNA pomoci systému EZ1 DSP Virus a
COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test, verze 1.5. Virové nukleové kyseliny byly purifikovany
za pouziti systému EZ1 DSP Virus, se vstupem alikvotu 400 pl a s eluci 60 pl. K detekci HIV
RNA na analyzatoru COBAS Amplicor v ultrasenzitivnim rezimu byl pouzit COBAS
Amplicor HIV-1 Monitor Test. 95% probitova hodnota byla 114,5 IU/ml.

Vylouéeni prenosu mezi alikvoty

Bylo provedeno devét cyklu na pfistrojich BioRobot EZ1 DSP, EZ1 Advanced a EZ1 Advanced XL,
aby se vyhodnoatilo riziko kfizové kontaminace béhem postupl EZ1 DSP Virus a mezi nimi. Testy byly
provedeny za pouziti kvantifikovaného alikvotu od pacienta s parvovirem B19. Virové zatizeni
pozitivnich alikvott pouzitych pro testy pfenosu bylo 1,0 x108 IU/ml. Pro fedéni pozitivnich alikvot(l a
alikvotli coby negativni kontroly byla pouzita smés negativni EDTA plazmy s lidskym parvovirem B19.

K detekci pfenosu mezi alikvoty byly na kazdém pfistroji se stfidavym Sachovnicovym nastavenim
negativnich a vysoce pozitivnich alikvotl provedeny 2 cykly. Kazdy tfeti cyklus byl proveden
pomoci v8ech negativnich alikvotll za u&elem monitorovani mozného pfenosu mezi jednotlivymi
cykly. Toto nastaveni alikvotu bylo opakovano tfikrat, coz vedlo k celkem deviti cyklim pro kazdy
pristroj. Parvovirus B19 DNA byl detekovan a kvantifikovan pomoci sady artus® Parvo B19 RG
PCR Kit se znatenym CE-IVD na pfistroji Rotor-Gene 3000. Analyticka mez detekce sady

Charakteristika funk&nich vlastnosti pro sadu EZ1 DSP Virus Kit

strana 6 z 24



artus® Parvo B19 RG PCR Kit byla stanovena 0,2 1U/ul v eluatu (p = 0,05). To oznacuje, Ze s 95%
pravdépodobnosti bude v eluatu detekovano 0,2 1U/pl.

V8echny vysoce pozitivni alikvoty byly detekovany pozitivni pomoci sady artus® Parvo B19 RG
PCR Kit. VSechny negativni alikvoty, v S8achovnicovych cyklech i ve vSech negativnich cyklech,
byly nereaktivni (Tabulka 7 ukazuje vysledky na pracovni stanici BioRobot EZ1 DSP). Tyto
experimenty prokazuji, ze protokol EZ1 DSP Virus zajisStuje, ze za téchto podminek nedochazi

k zadnému pfenosu mezi alikvoty.

Tabulka 7. Nastaveni testu na kfizovou kontaminaci a hodnoty Cr pro detekci DNA
parvoviru B19 na pracovni stanici BioRobot EZ1 DSP

Pozice
Cyklus 1 2 3 4 5 6
1 15,47 X 15,41 X 15,36 X
2 X 15,48 X 15,53 X 15,32
3 X X X X X X
4 15,35 X 15,2 X 15,27 X
5 X 15,21 X 15,13 X 15,43
6 X X X X X X
7 15,62 X 15,48 X 15,23 X
8 X 15,31 X 15,83 X 15,62
9 X X X X X X

Primérna hodnota Cr vSech alikvott = 15,40 £0,18 (CV = 1,14 %)

X: Po 45 cyklech PCR nereaguje.

Stabilita

Byla stanovena stabilita virové RNA a DNA v eluatech generovanych pomoci sady EZ1 DSP Virus
Kit. Lidska EDTA plasma byla doplnéna 1x103 IU/ml standardnich materiald HCV AcroMetrix
OptiQuant® HCV RNA a Parvo B19 VQC. Pro jeden ¢asovy bod testu a inkubacni podminku bylo
zpracovano 18 replikatl pomoci systému EZ1 DSP Virus. Eluaty obsahujici Parvo B19 DNA a
HCV RNA byly inkubovany az 6 hodin pfi teploté 30 °C, az 14 dni pfi teploté 4 °C, az 12 tydn( pfi
teploté —20 °C a az 9 mésicl pfi teploté —80 °C. Studie stale probiha. Eluaty byly analyzovany s
pouzitim validovaného interniho postupu HCV RT-PCR a artus® Parvo B19 RG PCR. Jedno
selhani u RT-PCR z 18 replikatd bylo pozorovano pro HCV RNA po uchovani pfi teploté 4 °C po
dobu 14 dnl (Obrazek 4).
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Obrazek 4. Stabilita virovych nukleovych kyselin. Byla stanovena stabilita virové RNA a
DNA v eluatech generovanych pomoci sady EZ1 DSP Virus Kit pro [ HCV RNA aE Parvo
B19 DNA.

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost byla stanovena pomoci 3 pracovnich stanic BioRobot EZ1 DSP bézicich ve 3
raznych dnech (viz Tabulka 8, dal$i strana). Pro kazdy test (A—G) bylo zpracovano 12 replikatt ve
2 cyklech na pracovni stanici BioRobot EZ1 DSP. Lidska EDTA plasma byla dopinéna 1x10* IU/ml
AcroMetrix OptiQuant HCV RNA a 1x10° IU ml AcroMetrix OptiQuant HBV DNA. HBV DNA byla
stanovena pomoci sady artus® HBV RG PCR Kit a HCV RNA byla stanovena pomoci validované
interni analyzy HCV RT-PCR.
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Automatizovany postup je vysoce reprodukovatelny, coz dokazuji srovnatelné vysledky z
purifikace virovych nukleovych kyselin na 3 rliznych pracovnich stanicich BioRobot EZ1 DSP ve 3
rdznych dnech (Obrézek 5).

Tabulka 8. Nastaveni testu reprodukovatelnosti

Nastaveni testu Den 1 Den 2 Den 3

BioRobot EZ1 DSP | Test A Test D Test F

BioRobot EZ1 DSP Il TestB Test E

BioRobot EZ1 DSP I TestC Test G

40

38

36

Cr

HBV HCV

Obrazek 5. Reprodukovatelnost. Reprodukovatelnost byla stanovena na tfech raznych

pracovnich stanicich BioRobot EZ1 DSP ve trech riiznych dnech.
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Mo¢

Uginnost sady EZ1 DSP Virus Kit pro pouziti u alikvotd modi byla hodnocena porovnanim s
plazmou za pouziti kvantifikovanych virovych paneld CMV (DNA virus) a HCV (RNA virus)
zfedénych v pfislusném materialu alikvotu. Alikvoty moci a plazmy byly upraveny podle pfiru¢ky
EZ1 DSP Virus Kit a ekvivalentni objemy alikvotd byly extrahovany pomoci sady EZ1 DSP Virus
Kit. Virové nukleové kyseliny byly detekovany pouzitim sady artus® CMV RG PCR a artus® HCV
RG RT-PCR Kit. Hodnoceni U€innosti sady EZ1 DSP Virus Kit srovnavajici mo¢ a plazmu ukazalo
nesrovnalost jak u CMV, tak u HCV pouze cca 2 % (na zakladé hodnot Cr) (Tabulka 9).

Tabulka 9. Porovnani postupu EZ1 DSP Virus pro pouziti s alikvoty mo¢i a plazmy

Pomér Pomér
Hodnota moc/plazma moc/plazma

Typ vzorku n CT (hodnota CT) Kopie/ml (kopie/ml)

CMV
Mo¢ 4 31,60 6 250

0,98 1,51
Plazma 5 32,17 4130

HCV
Mo¢& 4 37,83 278

1,02 0,77
Plazma 5 37,25 363
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PIna krev

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla hodnocena pomoci EBV jako DNA
viru. Testy byly provedeny s fedénimi kvantifikovanych virovych panelt vytvofenych v EBV
negativni lidské pIné krvi. Testovany byly fady fedéni se Sesti rdznymi virovymi titry, pfi¢emz v
kazdém byly 4 replikaty. Virové nukleové kyseliny byly extrahovany z 200 pl pIné krve (smichano
s 200 pl Bufferu ATL*) a eluovany v 60 pl eluéniho pufru (AVE). Linearni oblast kvantifikace
postupu sady EZ1 DSP Virus Kit byla stanovena pro EBV s artus® EBV RG PCR na pfistroji
Rotor-Gene Q (Obrazek 6).

*QIAGEN GmbH, kat. ¢. 939016
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Obrazek 6. Linearni oblast kvantifikace vytézka pfi pouziti protokolu EZ1 DSP Virus v
kombinaci s analyzou artus® EBV RG PCR pro extrakci EBV z pIné krve.
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Presnost

Smérodatné odchylky a koeficienty variaci (Coefficient of Variation, CV) pro plnou krev byly
stanoveny pro CMV pomoci sady artus® CMV RG PCR Kit na pfistroji Rotor-Gene Q. Udaje
0 pfesnosti stanoveni mezi zkouSkami jsou uvedeny v Tabulka 10. PIna krev ziskana od 13 darc
krve byla testovana v 5 replikatech v samostatnych cyklech na pfistroji EZ1 Advanced XL. Virové
nukleové kyseliny byly extrahovany z 200 pl pIné krve (smichano s 200 pl Bufferu ATL*) a
eluovany v 120 ul elu¢niho pufru (AVE).

*QIAGEN GmbH, kat. €. 939016

Tabulka 10. Pfesnost stanoveni mezi zkouskami u protokolu EZ1 DSP Virus v kombinaci s
analyzou artus® CMV RG PCR Kit pro extrakci CMV z pIné krve

SD (log
Darce Kopie/ml CV (%) log kopii/ml kopii/ml)
1 5 7 209 13 3,86 0,06
2 5 7 404 24 3,87 0,10
3 5 7 313 14 3,86 0,06
4 5 7185 17 3,86 0,08
5 5 7 803 28 3,89 0,12
6 5 7 257 39 3,86 0,17
7 5 7870 20 3,90 0,08
8 5 7 583 26 3,88 0,12
9 5 8571 24 3,93 0,10
10 5 7177 30 3,86 0,13
11 5 8294 24 3,92 0,11
12 5 7790 21 3,89 0,10
13 5 7627 27 3,88 0,13
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Stolice

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla hodnocena pomoci adenoviru 5 jako
DNA viru. Testy byly provedeny se sériovym 10nasobnym fedénim supernatantu buné&cné kultury
ve stolici negativni na adenovir. Testovany byly fady fedéni s péti rdznymi fedénimi viru, pfi¢emz
v kazdém bylo 10 replikatd. Virové nukleové kyseliny byly extrahovany z 200 pl alikvotd
(resuspendovanych 1 :10 v Bufferu ASL*) a eluovany ve 120 pl eluéniho pufru (AVE). Linearni
oblast kvantifikace postupu EZ1 DSP Virus byla stanovena v kombinaci s analyzou Adenovirus R-
Gene™ PCR (Argene SA, Francie, ref. 96-010B) na pfistroji Rotor-Gene Q ve srovnani s
referenéni metodou extrakce (Obrazek 7).

*QIAGEN GmbH, kat. €. 19082
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Obrazek 7. Linearni oblast kvantifikace vytézka pfi pouziti protokolu EZ1 DSP Virus v
kombinaci s analyzou Adenovirus R-Gene™ PCR pro extrakci adenoviru 5 ze stolice.

Presnost

Smeérodatné odchylky a koeficienty variaci (Coefficient of Variation, CV) pro stolici byly stanoveny
pro adenovirus 5 pomoci analyzy Adenovirus R-Gene™ PCR (Argene SA, Francie, ref. 96-010B)
na pfistroji Rotor-Gene Q. Stolice negativni na adenovirus byla doplnéna supernatantem bunécné
kultury adenoviru 5 a virova DNA byla extrahovana z 200ul alikvotd (resuspenze 1 : 10 v Bufferu
ASL*) a eluovana ve 120 ul eluéniho pufru (AVE). Ve tfech dnech bylo provedeno sedm cyklu
EZ1, kazdy s 9 nebo 10 replikaty, s pouzitim tfech pfistrojd EZ1 Advanced XL a se tfemi
kombinacemi Sarzi EZ1 DSP Virus Kit/Buffer ASL. VSechny alikvoty byly analyzovany ve stejném
cyklu PCR. Udaje o presnosti (Tabulka 11) byly vypodteny s ohledem na vysledky riiznych
pristroja, dn(, Sarzi a vSech cyklll EZ1 dohromady (celkem).

*QIAGEN GmbH, kat. €. 19082
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Tabulka 11. Presnost protokolu EZ1 DSP Virus v kombinaci s analyzou
Adenovirus R-Gene™ PCR pro extrakci adenoviru 5 ze stolice

CV c/ml (%)

Stanoveni 3 EZ1
Log SD (log v ramci Adv. 3 3
Cyklus n Kop/ml kop/ml kop/ml) zkouSky XL dny Sarze Celkem

1 9 3530 3,46 0,22 48 80 59 47 66
2 g 2 955 3,42 0,19 38 - = = -
3 9 2226 3,26 0,35 43 - - - -
4 9 2385 3,35 0,23 54 - = = -
5 9 604 2,69 0,24 54 - - - -
6 9 1214 3,06 0,21 53 - = = -
7 10 1702 3,19 0,26 48 - - - -

Korelacni studie

Byla provedena korelaéni studie pro postup EZ1 DSP Virus ve srovnani s referenéni metodou pro
extrakci norovirové genoskupiny Il ze 66 alikvotl stolice od pacientd. Virové nukleové kyseliny
byly extrahovany z 200 pl alikvotd (resuspendovanych 1 : 10 v Bufferu ASL*) a eluovany ve 120 pl
eluéniho pufru (AVE). Stanoveni bylo provedeno interni analyzou RT PCR proti norovirové
genoskupiné Il (Tabulka 12).

*QIAGEN GmbH, kat. €. 19082

Tabulka 12. Korelace postupu EZ1 DSP Virus s referenéni metodou

Reference
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 34 15 49
EZ1 DSP Virus
Negativni 1 16 17
Celkem 35 31 66
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Prepravni médium

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla hodnocena extrakci HSV-1 a
Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) z média PreservCyt® (Cytyc Corporation, ref. 0200011).
Testy byly provedeny s fedénimi kvantifikovanych virovych paneld vytvofenych v pfepravnim
médiu. Testovany byly fady fedéni se Sesti rdznymi virovymi titry, v kazdém bylo 5 nebo 6
replikatd. Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla stanovena ve srovnani s
referencni metodou s analyzou artus® HSV1/2 TM PCR a artus® C. trachomatis TM PCR
(Obrazek 8). Virové nukleové kyseliny byly extrahovany z 200 pl alikvotld a eluovany v 90 ul
eluéniho pufru (AVE).

8 y = 1,0455x + 2,0074
= 7 R? =0,9925 4
i ;
x 5 ‘
g’ 4 . y =1,069x + 1,827
< R? = 0,9869
> 3 ’
.
g 11 °
o
o 0

0 1 2 3 4 5
Ocekavany log (TCIDs,/0,2ml)
¢ EZ1 DSP Virus A Reference

9
~ 8 y =1,4658x — 1,8787
IS R?=0,9823 ‘
£ 7 '
Q.
o 6
> 5 '
K=y 4
< 4 ) y =1,3501x - 1,3811
S 3 2 R? = 0,9863
3 2 ’
Q 1
o
o 0

2 3 4 5 6 7

Ocekavany log (TCIDs,/0,2ml)
¢ EZ1 DSP Virus A Reference

Obrazek 8. Linearni oblast kvantifikace vytézka pfi pouziti protokolu EZ1 DSP Virus v
kombinaci s analyzou artus® C. trachomatis PCR () a artus® HSV1/2 TM PCR (E) pro
extrakci HSV-1 a C. trachomatis z prepravniho média. Studie byla provedena ve srovnani s
referenéni metodou.
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Presnost

Smérodatné odchylky a koeficienty variaci (Coefficient of Variation, CV) pro pfepravni médium
byly stanoveny na HSV-1 a C. trachomatis pomoci analyzy artus® HSV1/2 TM PCR a artus® C.
trachomatis TM PCR. Virova a bakterialni DNA byla extrahovana ze 400 pl média a eluovana v
60 pl eluéniho pufru (AVE). Pét pfepravnich médii bylo extrahovano ve 12 replikatech, kazdy v
Sesti cyklech EZ1, ve tfech dnech a se tfemi Sarzemi sady EZ1 DSP Virus Kit. VSechny alikvoty
byly analyzovany ve stejném cyklu PCR. Stfedni pfesnost pro C. trachomatis (Tabulka 13) a HSV-
1 (Tabulka 14) byla vypoctena s ohledem na v8echny replikaty jednotlivych pfepravnich médii
(rtzné cykly EZ1, dny a Sarze).

Tabulka 13. Pfesnost protokolu EZ1 DSP Virus v kombinaci se sadou artus® C. trachomatis
RG PCR Kit pro extrakci C. trachomatis z prepravniho média

Stredni
Nominalni presnost
log TCIDso/ Pozorované CV kop/ Pozorovany SD (log

Médium n 0,2 ml kop/ml ml (%) log kop/ml kop/ml)
1QIAGEN

12 3,75 61 623 10 4,79 0,05
STM
’Remel

12 3,75 79 630 10 4,90 0,05
M4RT®
SPreservCyt® 12 3,75 54 749 9 4,74 0,04
“BD

3,75 56 312 18 4,74 0,08

Surepath®
5Copan UTM 12 3,75 76 099 9 4,88 0,04

! QIAGEN GmbH, kat. . 5123-1220; 2 Thermo Fisher Scientific Group, ref. R12505; * Cytyc Corp., ref.
0200011; * Becton, Dickinson and Company, ref. GYN-0001-V; ® Copan Diagnostics Inc., kat. ¢. 330C
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Tabulka 14. Presnost protokolu EZ1 DSP Virus v kombinaci se sadou
artus® HSV1/2 RG PCR Kit pro extrakci HSV-1 z pfepravniho média
Stredni
Nominalni presnost
log TCIDso/ Pozorované CV kop/ml Pozorovany SD (log
Médium n 0,2 ml kop/ml (%) log kop/ml  kop/ml)
1QIAGEN
12 4,25 16 615 47 4,17 0,21
STM
2Remel
12 4,25 17 433 38 4,21 0,20
M4RT®
SPreservCyt® 12 4,25 13 494 41 4,09 0,19
“BD
12 4,25 17 013 58 4,16 0,28
Surepath®
5Copan UTM 12 4,25 15999 39 4,17 0,18

! QIAGEN GmbH, kat. . 5123-1220; 2 Thermo Fisher Scientific Group, ref. R12505; * Cytyc Corp., ref.
0200011; * Becton, Dickinson and Company, ref. GYN-0001-V; ® Copan Diagnostics Inc., kat. &. 330C
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Klinicka ac€innost (HPV)

Alikvoty DNA purifikované z celkem 108 alikvot(i, zahrnujicich 50 HC2 pozitivnich alikvot
odebranych v STM, 50 HC2 pozitivnich alikvot(i odebranych v PreservCyt® a 8 HC2 negativnich
alikvotll v STM, byly testovany pomoci digene® HPV Genotyping RH Test (kat. ¢. 613413) a
digene® HPV Genotyping LQ Test (kat. ¢. 613215) ve srovnani se systémem Free University
RLB*.

Vysledky byly hodnoceny bud jako identické (100 % odpovidajicich genotypl), kompatibilni
(alesponi jeden spole¢ny genotyp) nebo neshodné (Zzadné odpovidajici genotypy). Rozdily
(vysledky neshodnych genotypl) byly vyfeSeny opakovanim obou analyz a v pfipadé zbyvajicich
nesrovnalosti naslednou analyzou pomoci tfeti citlivé analyzy s detekci HPV a genotypizaci
[SPF10-LiPA25 (verze 1)].

Vysledky ukazaly velmi nizkou hladinu neshodnych alikvotll (2 %) po vyfeSeni pocatecnich

neshodnych alikvot( pro obé analyzy s genotypizaci ve srovnani s referenéni metodou (Tabulka 15).

Tabulka 15. Porovnani testd HPV Genotyping RH (A) a digene HPV Genotyping LQ se
systémem Free University RLB* pomoci postupu EZ1 DSP Virus pro extrakci HPV z
prepravniho média

A B

Typ vysledku % klinického alikvotu % klinického alikvotu

Identické 80 58
Kompatibilni 18 12
Neshodné 2 2

* van den Brule, A. J., Pol R., Fransen-Daalmeije, N., Schouls, L. M., Meijer, C. J., and Snijders, P. J. (2002)
GP5+/6+ PCR followed by reverse line blot analysis enables rapid and high-throughput identification of human
papillomavirus genotypes. J Clin Microbiol 40, 779.
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Klinicka a€innost (Influenza A)

K prokdzani klinické ucinnosti

bylo

vyhodnoceno 102 charakterizovanych

vzorkU

nasofaryngealnich stérd odebranych v UTM (Copan Diagnostics Inc., kat. €. 330C) pomoci sady

EZ1 DSP Virus Kit pro extrakci nukleovych kyselin. Influenza A RNA byla detekovana pomoci
sady artus® Inf. A HIN1 2009 LC RT-PCR Kit a testu Focus Influenza A HIN1 (2009) Real-Time

RT-PCR, schvalenym EUA (Tabulka 16).

Tabulka 16. Porovnani sady artus® Inf. A HIN1 2009 LC RT-PCR Kit s testem Focus
Influenza A HIN1 (2009) Real-Time RT-PCR, schvalenym EUA, pomoci sady EZ1 DSP Virus
Kit pro extrakci viru sezénni chfipky Influenza A a viru 2009 HIN1 Influenza

nasofaryngealnich tampént

4

Sezénni
Infl. A

pozitivni
artus® Inf. A HIN1

2009 LC RT-PCR 2009 HIN1
pozitivni

Negativni

Celkem

Focus Influenza A H1N1 (2009) Real-

Time RT-PCR
Sezdnni
Infl. A 2009 HIN1
pozitivni pozitivni Negativni  Celkem
5 0 2 7
0 27 1 28
0 0 67 67
5 27 70 102
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Suché stéry

Linearni oblast kvantifikace

Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit byla hodnocena extrakci HSV-1 a
Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) z vatovych tampoéna Puritan Cotton Swabs (ref. 25-806
1PC, Puritan Medical Products Co. LLC). Testy byly provadény s fedénimi kvantifikovaného
standardniho materidlu. Lidské negativni sliny byly doplnény patogennim materialem a pfeneseny
do tampénu. Po dehydrataci byly patogeny ze suchého tampénu znovu izolovany
resuspendovanim v 600 pl Bufferu ATL*. Testovany byly fady fedéni se Sesti rGznymi virovymi
titry, v kazdém bylo 5 nebo 6 replikatd. Linearni oblast kvantifikace pro sadu EZ1 DSP Virus Kit
byla stanovena ve srovnani s referenéni metodou s analyzou artus® HSV1/2 TM PCR a artus® C.
trachomatis TM PCR (Obrazek 9). Virové nukleové kyseliny byly extrahovany ze 400 ul alikvott a
eluovéany v 150 pl eluéniho pufru (AVE).

*QIAGEN GmbH, kat. €. 939016
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Obrazek 9. Linearni oblast kvantifikace vytézki pfi pouziti protokolu EZ1 DSP Virus v
kombinaci s analyzou artus® C. trachomatis PCR (E) a artus® HSV1/2 TM TM PCR (E) pro
extrakci C. trachomatis a HSV-1 z vysusSenych vatovych tamponi. Studie byla provedena
ve srovnani s referenéni metodou.

Presnost

Smérodatné odchylky a koeficienty variaci (Coefficient of Variation, CV) pro suché stéry byly
stanoveny na HSV-1 a C. trachomatis pomoci analyzy artus® HSV1/2 TM PCR a artus® C.
trachomatis TM PCR. Tampény Copan Flocked Swabs (kat. ¢. 502CS0, Copan ltalia S.p.A) a
vatové tampony Puritan Cotton Swabs (ref. 25-806 1PC, Puritan Medical Products Co. LLC) —
suché stéry byly pfipraveny a upraveny pfedem tak, jak je popsano vySe, a virova nebo bakterialni
DNA byla extrahovana z alikvotu o objemu 400 yl a eluovana v 60 pl eluéniho pufru (AVE).
Extrakce byla provedena se tfemi darci slin v 8 nebo 9 replikatech, v Sesti cyklech EZ1, ve tfech
dnech a se tfemi kombinacemi Sarzi EZ1 DSP Virus Kit / Buffer ATL. V8echny alikvoty byly
analyzovany ve stejném cyklu PCR. Stfedni pfesnost pro C. trachomatis (Tabulka 17) a HSV-1
(Tabulka 18) byla vypoétena s ohledem na vSechny replikaty kazdého darce a typ stéru (rdzné
cykly EZ1, dny a Sarze).
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Tabulka 17. Presnost protokolu EZ1 DSP Virus v kombinaci se sadou
artus® C. trachomatis RG PCR Kit pro extrakci C. trachomatis ze suchych stéru

Nominalni Stredni
log presnost
Typ TCIDso/ Pozorované CV kop/  Pozorovany SD (log
stéru Darce n 0,2 ml kop/ml ml (%) log kop/ml kopii/ml)
1 9 1,75 16 782 28 4,22 0,12
Puritan
Cotton 2 9 1,75 15 896 23 4,20 0,09
Swabs
3 9 1,75 16 111 12 4,21 0,05
1 9 1,75 26 486 19 4,42 0,09
Copan
Flocked 2 9 1,75 30 356 17 4,48 0,08
Swabs
3 9 1,75 19 926 18 4,30 0,08

Tabulka 18. Pfesnost protokolu EZ1 DSP Virus v kombinaci se sadou artus® HSV1/2 RG
PCR Kit pro extrakci HSV-1 ze suchych stéra

Nominalni Stredni
log presnost

Typ TCIDso/ Pozorované CV kop/ Pozorovany SD (log
stéru Darce n 0,2 ml kop/ml ml (%) log kop/ml kopii/ml)

1 9 3,75 5843 52 3,77 0,22
Puritan
Cotton 2 8 3,75 13 295 62 4,12 0,20
Swabs

3 8 3,75 10 272 40 4,01 0,16

1 8 3,75 6 215 30 3,79 0,13
Copan
Flocked 2 9 3,75 10 773 24 4,03 0,11
Swabs

g 9 3,75 10 336 24 4,01 0,11
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Respiracni alikvoty (sputum)

Korelacni studie

Byla provedena korelaéni studie pro EZ1 DSP Virus pro extrakci Mycobacterium tuberculosis z
negativniho lidského sputa. Rada fedéni se 4 rliznymi titry viru byla testovana v jednotlivych
replikdtech ve srovnani s referenéni metodou. Bakterialni DNA byla extrahovana z 200 pl sputa,
predem oSetfena cCinidlem Sputasol (Oxoid Limited, ref. SR0233) a lysozymem (Sigma-Aldrich, kat.
€. L6876), jak je popsano v pfiruéce EZ1 DSP Virus, verze 4, a eluovana v 90 pl eluéniho pufru
(AVE). Stanoveni bylo provedeno pomoci analyzy artus® M. tuberculosis RG PCR (Obrazek 10).

Referenéni log kopii/ml

2 3 4 5 6
EZ1 DSP Virus log kopii/ml

Obrazek 10. Korelace postupu EZ1 DSP Virus s referenéni metodou.
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