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Mez detekce (LOD)

Mez detekce (LOD) s ohledem na izolaci (limit senzitivity) byl pro soupravu artus HCV QS-
RGQ Kit uréen na zakladé HCV pozitivnich klinickych vzorkd v kombinaci s extrakci na pfistroji
QIAsymphony® SP.

LOD, kdyz se vezme v uUvahu ¢isténi sady artus HCV QS-RGQ, byla stanovena pomoci fady
fedéni standardu pro HCV od Acrometrix® (standard byl kalibrovan podle 2. mezinarodniho
standardu WHO) od 150 po jmenovitych 0,316 HCV IU/ml s pfidavkem v klinickych vzorcich
plazmy. Tyto vzorky byly podrobeny izolaci RNA pomoci sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
v kombinaci s protokolem Cellfree1000 (extrakéni objem: 1 ml, elu¢ni objem: 60 ul). Kazdé fedéni
z celkové 8 bylo za uziti sady artus HCV QS-RGQ analyzovano ve 4 bézich ve 4 rdznych dnech
formou 15nasobnych urceni. Hodnota LOD byla stanovena probitovou analyzou a ovéfena
pfidatnymi Sarzemi sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen a sadou artus HCV QS-RGQ pfi
20 IU/ml (analyzovano ve 4 bézich ve 4 rdznych dnech formou 15nasobnych uréeni na béh).
Hodnoty uspésnosti probitového experimentu a ovéfovaciho experimentu jsou zachyceny v
tabulce 1. LOD, kdyz se vezme v Uvahu Cisténi sady artus HCV QS-RGQ, v kombinaci s
pFistrojem Rotor-Gene Q vyuZzivajicim probitovou analyzu je 21 IU/ml (p = 0,05, 95% interval
spolehlivosti 16—33 IU/ml). To znamena, ze bude s 95% pravdépodobnosti detekovano 21 1U/ml.
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Tabulka 1. Analyza miry Uspésnosti pro studii HCV LOD (data byla pouzita pro probitovou
analyzu a ovérovaci studii)

Celkovy pocet Procentualni
Celkovy pocet pozitivnich podil pozitivnich
Titr HCV (IU/ml) replikata vysledku vysledkl
Probitova analyza
150 12 12 100
100 12 12 100
50 12 12 100
30 32 32 100
20 60 59 98
15 60 51 85
5 60 40 67
0,316 57 3 5
Ovéreni
20 60 57 95,00
Specificita

Specificita sady artus HCV QS-RGQ Kit je v prvni fadé zaruena vybérem primer( a sond, jakozZ i
volbou nejpfisnéjSich reakénich podminek. Primery a sondy byly na zakladé sekvenéni analyzy
prezkouseny na eventualni homologie se vSemi sekvencemi publikovanymi v genovych bankach.
Detekovatelnost vSech relevantnich genotypd tak byla zajiSténa sladénim databaze a pomoci
bé&hu PCR na pfistrojich Rotor-Gene s nasledujicimi genotypy (viz tabulka 2).

Specificita byla navic validovana pomoci 100 rlznych vzorkG plazmy HCV negativnich. Ty
negenerovaly zadné signaly s HCV specifickymi priméry a sondami, které jsou zac¢lenény do Hep.
C Virus RG Mastery.

Potencialni kfizova reaktivita sada artus HCV QS-RGQ byla testovana pomoci kontrolni skupiny
uvedené v tabulce 3 (strana 4). Zadny z testovanych plvodci nebyl reaktivni. Pfi smigenych
infekcich se nevyskytly zadné kfizové reaktivity.
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Tabulka 2. Testovani specificity relevantnich genotypu

HCV (Cycling Interni kontrola
Virus Genotyp Zdroj Green) (Cycling Orange)
Virus NIBSC, HemacCare,
1 + +
hepatitidy C University of Essen
Virus 9 NIBSC, HemaCare,
+ +
hepatitidy C University of Essen
Virus NIBSC, HemaCare,
- 3 ) . + +
hepatitidy C University of Essen
Virus NIBSC, HemaCare,
» 4 ] ; + +
hepatitidy C University of Essen
Virus NIBSC, HemaCare,
. 5 . i + +
hepatitidy C University of Essen
Virus 5 NIBSC, HemaCare,
+ +
hepatitidy C University of Essen

* National Institute for Biological Standards and Control (Narodni Ustav pro biologické standardy a
kontroly), Hertfordshire.
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Tabulka 3. Testovani specificity diagnostické soupravy pomoci potencialné krizové
reaktivnich patogent

HCV Interni kontrola

Kontrolni skupina (Cycling Green) (Cycling Orange)
Virus lidské imunodeficience 1 - +
Virus hepatitidy A - +
Virus hepatitidy B - +
Lidsky herpesvirus 1 (Herpes simplex virus 1) - +
Lidsky herpesvirus 2 (Herpes simplex virus 2) - +
Lidsky herpesvirus 3 (Varicella zoster virus) - +
Lidsky herpesvirus 5 (cytomegalovirus) - +
Virus lidské T-bunécné leukémie typ 1 a typ 2 - +
Lidsky herpesvirus 6A - +
Lidsky herpesvirus 6B - +
Lidsky herpesvirus 8 (herpesvirus asociovany

s Kaposiho sarkomem) - *
Enterovirus = +
Parvovirus B19 - +
Hore¢ka dengue - +
Zluta zimnice - +
Aspergillus flavus = +
Aspergillus fumigatus - +
Candida albicans - +
Chlamydia trachomatis - +
Cryptosporidium parvum - +
Filobasidiella neoformans - +

Tabulka pokracuje na dalSi strané
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Tabulka 3. Pokrac¢ovani

HCV Interni kontrola
Kontrolni skupina (Cycling Green) (Cycling Orange)
Mycoplasma pneumoniae - +
Pneumocystis cariniie = +
Staphylococcus sp. - +
Streptococcus agalactiae = +
Staphylococcus aureus - +
Streptococcus pyogenes - +

Linearni rozsah

Linearni oblast kvantifikace s ohledem na izolaci sady artus HCV QS-RGQ byla uréena analyzou
fady fedéni materialu standardu Acrometrix HCV v rozsahu od 1,77 x 10" IU/ml  do
2,50 x 10" IU/ml. Izolace byla provedena v replikatech (n = 4 pro koncentrace 21,00 x 10° 1U/ml;
n =8 pro koncentrace <1,00 x 10° IU/ml) za uziti sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen v
kombinaci s Cellfree1000 protokolem (extrakéni objem: 1 ml, eluéni objem: 60 ul). VSechny vzorky
byly analyzovany pomoci sady artus HCV QS-RGQ. Linearni oblast kvantifikace s ohledem na
izolaci sady artus HCV QS-RGQ se vztahuje na koncentrace od 3,50 x10" 1U/ml do
1,77 x 107 1U/ml.

Presnost

Udaje o piesnosti sady artus HCV QS-RGQ umoziuji stanoveni celkové variability testovaciho
systému. Tato celkova variabilita se sklada z intraassay variability (variabilita vysledkd vzorkud
stejné koncentrace v ramci jednoho pokusu), z interassay variability (variabilita vysledkd rozboru
generovanych na rdznych pfistrojich stejného typu a provedenych rliznymi osobami v jedné
laboratofi) a z interbatch variability (variabilita vysledk( rozboru za uziti riznych Sarzi). Ziskana
data byla pouzita k vypocitani standardni odchylky, variance a koeficientu variace jak pro
specifickou PCR plivodce, tak i pro PCR interni kontroly.

Analytické udaje o pFesnosti sady artus HCV QS-RGQ (bez ohledu na izolaci) byly stanoveny

provedeny formou osminasobnych uréeni. Data o pfesnosti byla vypocitana na zakladé C+ hodnot
amplifikaénich kfivek (Cr: prahovy cyklus, viz tabulka 4). Udaje o presnosti pro kvantitativni
vysledky v IU/ul byly uréeny pomoci odpovidajicich Cr hodnot (tabulka 5, strana 7). Na zakladé
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téchto vysledku cini celkovy statisticky rozptyl libovolného vzorku uvedené koncentrace 1,52 %
(Cy) resp. 25,71 % (koncentrace), a 0,75 % (Cr) pro prikaz interni kontroly. Tyto hodnoty se

zakladaji na souhrnu vSech dil¢ich hodnot zjisténych variabilit.

Tabulka 4. Data o presnosti na zakladé hodnot C+

Hep. C Virus RG IC

Smérodatna Koeficient
Hodnota Cr odchylka variace (%)

Variabilita v rdmci
jednoho pokusu: 32,81 0,09 0,28
Hep. C Virus RG QS 4
Variabilita v rdmci 30,04 0,08 0,27
jednoho pokusu:
Hep. C Virus RG IC
Variabilita mezi riznymi
pokusy: 32,14 0,5 1,57
Hep. C Virus RG QS 4
Variabilita mezi rdznymi
pokusy: 30,23 0,22 0,71
Hep. C Virus RG IC
Variabilita mezi riznymi
Sarzemi: 32,56 0,48 1,46
Hep. C Virus RG QS 4
Variabilita mezi rdznymi
Sarzemi: 30,28 0,24 0,78
Hep. C Virus RG IC
Celkova variabilita:

) 32,41 0,49 1,52
Hep. C Virus RG QS 4
Celkova variabilita:

30,29 0,29 0,75

Vykonnostni charakteristiky: artus HCV QS-RGQ Kit

strana6z9



Tabulka 5. Udaje o piesnosti na zakladé kvantitativnich vysledka (v 1U/ul)

Smérodatna Koeficient
odchylka Variance variace (%)
Variabilita v ramci 0,64 0,41 6,34

jednoho pokusu:
Hep. C Virus RG QS 4

Variabilita mezi rdznymi
pokusy: 1,00 1,00 9,93
Hep. C Virus RG QS 4

Variabilita mezi rtznymi
Sarzemi: 3,92 15,34 37,35
Hep. C Virus RG QS 4

Celkova variabilita:

i 2,63 6,93 25,71
Hep. C Virus RG QS 4

Udaje o pFesnosti pfi zvazeni ¢isténi sady artus HCV QS-RGQ byly ziskany pomoci standardniho
materialu Acrometrix HCV o koncentraci 1,00 x 10° IU/ml s pfidavkem v klinickych vzorcich
plazmy. Testovani bylo provedeno pomoci sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi v
kombinaci s protokolem Cellfree1000 (extrakéni objem: 1 ml, eluéni objem: 60 ul). Testovani bylo
provedeno na 36 replikacich pomoci matice rGznych Sarzi sady QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen a sady artus HCV QS-RGQ. Na zakladé téchto vysledkd Cini celkovy statisticky
rozptyl libovolného vzorku uvedené koncentrace 0,95 % (Ct) resp. 20,07 % (koncentrace), a
1,26 % (Cr) pro prlGkaz interni kontroly (tabulky 6 a 7). Tyto hodnoty se zakladaji na souhrnu
vSech dil¢ich hodnot zjisténych variabilit pfi zvazeni Cisténi.

Tabulka 6. Data o presnosti (celkova variance) na zakladé hodnot C+

Smérodatna Koeficient
odchylka Variance variace (%)
Standard Acrometrix HCV (1,00 x
3 0,30 0,09 0,95
107 IU/ml)
Interni kontrola
3 0,43 0,18 1,26
(HCV, 1,00 x 10° IU/ml)
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Tabulka 7. Udaje o piesnosti (celkova variance) na zakladé kvantitativnich vysledku
(v IU/ml)

Smérodatna Koeficient
Pramér odchylka variace (%)
Standard Acrometrix HCV (1,00 x 3 )
3 2,37 x 10 4,76 x 10 20,07
107 IU/ml)
Robustnost

Prezkou$eni robustnosti slouzi k stanoveni celkové &etnosti chyb sady artus HCV QS-RGQ. Za
timto UCelem bylo 100 HCV negativnich vzorkd plazmy smiseno se 110 IU/ml HCV (cca
tfinasobna koncentrace LOD). Po izolaci pomoci sady QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi v
kombinaci s protokolem Cellfree1000_DSP pro plazmu (extrakéni objem: 1 ml, eluéni objem:
60 pl), byly tyto vzorky analyzovany pomoci sady artus HBV QS-RGQ. Robustnost interni kontroly
byla pfezkouSena izolaci a analyzou 100 smisenych vzorkd plazmy. Inhibice nebyly pozorovany.
Robustnost soupravy artus HCV QS-RGQ ¢ini tedy >99 %.

Reprodukovatelnost

Udaje o reprodukovatelnosti jsou pofizovéany za ugelem pravidelného hodnoceni vykonnosti sady
artus HCV 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 prokazana spravnou detekci vSech znamych pozitivnich a

negativnich vzorku ve stfidajicich se pozicich (§achovnicové rozmisténi).
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Aktualni licenéni informace a odmitnuti odpovédnosti specifickd pro vyrobek jsou uvedeny v
prirucce pro sadu QIAGEN nebo pfiru€ce uzivatele. Pfirucky a uzivatelské navody sady QIAGEN
jsou k dispozici na strankadch www.giagen.com nebo si je lze vyzadat u Technickych sluzeb
QIAGEN nebo svého lokalniho distributora.

Ochranné znamky: QIAGEN®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); Acrometrix® (Life Technologies).

Leden-14 HB-0372-D01-003 © 2012-2014 QIAGEN, vSechna prava vyhrazena.
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