artus® HCV QS-RGQ Kit

Leistungsmerkmale

artus HCV QS-RGQ Kit, Version 1, _REF | 4518363, 4518366

Angaben zur Version

Dieses Dokument sind die artus HCV QS-RGQ Kit Leistungsmerkmale, Version 1, R3.

Prifen Sie vor einer Testausfihrung die Verfigbarkeit neuer elektronischer

Etikettierungsrevisionen im Internet unter

0197

www.giagen.com/products/artushcvrgpcrkitce.aspx.

Nachweisgrenze (LOD)

Die Nachweisgrenze (LOD) unter Beriicksichtigung der Aufreinigung (Sensitivitdtsgrenze) wurde fur
den artus HCV QS-RGQ Kit anhand HCV-positiver klinischer Proben zusammen mit der Extraktion
auf dem QIAsymphony® SP bestimmt.

Zur Bestimmung der LOD des artus HCV QS-RGQ Kits unter Beriicksichtigung der Aufreinigung
wurde eine Verdinnungsreihe mit einem HCV-Standard von Acrometrix® (der Standard wurde nach
dem 2nd International Standard der WHO kalibriert) von 150 bis nominal 0,316 HCV-IU/ml in
klinischen Plasmaproben erstellt. Anschlielend wurde unter Verwendung des QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kits aus diesen Proben die RNA nach dem Protokoll Cellfree1000 isoliert
(Extraktionsvolumen: 1 ml, Elutionsvolumen: 60 ul). Jede der 8 Verdinnungsstufen wurde an 4
verschiedenen Tagen in 4 Analyseléufen mit jeweils bis zu 15 Replikaten unter Verwendung des
artus HCV QS-RGQ Kits analysiert. Der LOD-Wert wurde durch eine Probit-Analyse bestimmt und
mit zusétzlichen Chargen des QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kits und artus HCV QS-RGQ Kits
bei 20 IU/ml verifiziert (analysiert an 4 verschiedenen Tagen in 4 Léufen mit 15 Replikaten pro
Lauf). Die Trefferraten des Probit-Experiments und des Verifizierungsexperiments werden in Tabelle
1 gezeigt. Demzufolge liegt fir den arfus HCV QS-RGQ Kit in Kombination mit dem Rotor-Gene Q
die LOD unter Bericksichtigung der Aufreinigung mit Probit-Analyse bei 21 IU/ml (p = 0,05, 95 %
Vertrauensbereich von 16 - 33 IU/ml). Dies bedeutet, dass 21 IU/ml mit einer Wahrscheinlichkeit

von 95 % detektiert werden kénnen.
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Tabelle 1. Analyse der Trefferraten for HCV-LOD-Studie (Daten wurden verwendet fir

Studie der Probit-Analyse und Verifizierung)

Gesamtzahl Prozentanteil

Gesamtzahl positiver positiver
HCV-Titer (IU/ml) Replikate Ergebnisse Ergebnisse
Probit-Analyse
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
Verifizierung
20 60 57 95,00

Spezifitat

Die Spezifitét des artus HCV QS-RGQ Kits wird in erster Linie durch die Auswahl der Primer und
Sonden sowie die Wahl stringenter Reaktionsbedingungen gewdéhrleistet. Die Primer und Sonden
sind anhand einer Sequenzvergleichs-Analyse auf eventuelle Homologien zu allen in Genbanken
publizierten Sequenzen Uberprift worden. Die Nachweisbarkeit aller relevanten Genotypen wurde
sowohl durch ein Datenbank-Alignment als auch durch eine PCR auf dem Rotor-Gene mit den

folgenden Genotypen (siehe Tabelle 2) sichergestellt.

Die Validierung der Spezifitét erfolgte zudem an 100 verschiedenen HCV-negativen Plasmaproben.
Bei diesen wurde mit den HCV-spezifischen Primern und Sonden, die in den Hepatitis C Virus RG

Mastern enthalten sind, kein Signal erzeugt.

For die Uberprifung einer potentiellen Kreuzreaktivitét des arfus HCV QS-RGQ Kits wurde die in
Tabelle 3 aufgefihrte Gruppe von Kontrollen untersucht (Seite 4). Bei keinem der getesteten Erreger

trat eine Reaktion auf. Bei Mischinfektionen traten keine Kreuzreaktivitdten auf.
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Tabelle 2. Spezifitétstest relevanter Genotypen

Interne
HCV Kontrolle
(Cycling (Cycling
Virus Genotyp Quelle Green) Orange)
Hepatitis- NIBSC, HemaCare,
) 1 L + +
C-Virus Universitat Essen
Hepatitis- NIBSC, HemaCare,
: 2 L + +
C-Virus Universitat Essen
Hepatitis- NIBSC, HemaCare,
3 + +
C-Virus Universitat Essen
Hepatitis- NIBSC, HemaCare,
: 4 L + +
C-Virus Universitat Essen
Hepatitis- NIBSC, HemaCare,
5 + +
C-Virus Universitat Essen
Hepatitis- NIBSC, HemaCare,
. 6 o * v
C-Virus Universitat Essen

* National Institute for Biological Standards and Control, Hertfordshire (Nationales Institut fur

biologische Normen und Kontrolle), Grof3britannien.
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Tabelle 3. Sperzifitdtstestung des Kits mit potenziell kreuzreaktiven Pathogenen

Kontrollgruppe

HCV Interne Kontrolle

(Cycling Green) (Cycling Orange)

Humanes Immundefizienz-Virus 1
Hepatitis-A-Virus

Hepatitis-B-Virus

Humanes Herpesvirus 6A

Humanes Herpesvirus 6B

assoziiertes Herpesvirus)
Enterovirus

Parvovirus B19
Dengue-Fieber
Gelbfieber

Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Candida albicans
Chlamydia trachomatis
Cryptosporidium parvum

Filobasidiella neoformans

Humanes Herpesvirus 1 (Herpes-simplex-Virus 1)
Humanes Herpesvirus 2 (Herpes-simplex-Virus 2)
Humanes Herpesvirus 3 (Varicella-Zoster-Virus)
Humanes Herpesvirus 5 (Zytomegalievirus)

Humanes T-lymphotropes Virus Typ 1 und Typ 2

Humanes Herpesvirus 8  (Kaposi-Sarkom-

- +

- +

Fortsetzung der Tabelle auf der néchsten Seite
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Tabelle 3. (Fortsetzung)

HCV Interne Kontrolle
Kontrollgruppe (Cycling Green) (Cycling Orange)
Mycoplasma pneumoniae - +
Pneumocystis cariniie = +
Staphylococcus sp. - +
Streptococcus agalactiae = +
Staphylococcus aureus - +
Streptococcus pyogenes - ar

Linearer Bereich der Quantifizierung

Der lineare Bereich der Quantifizierung unter Bericksichtigung der Aufreinigung wurde fur den
artus HCV QS-RGQ Kit bestimmt durch Analyse einer Verdinnungsreihe eines HCV-Standards von
Acrometrix Uber einen Konzentrationsbereich von 1,77 x 107 IU/ml bis 2,50 x 10" IlU/ml. Die
Aufreinigung wurde in mehreren Replikaten (n = 4 fir Konzentrationen =1,00 x 10° IU/ml; n = 8
fir Konzentrationen <1,00 x 10° [lU/ml) mit dem QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit unter
Verwendung des Protokolls Cellfree 1000 durchgefihrt (Extraktionsvolumen: 1 ml, Elutionsvolumen:
60 pl). Jede Probe wurde mit dem artus HCV QS-RGQ Kit analysiert. Der lineare Bereich des artus
HCV QS-RGQ Kits unter Beriicksichtigung der Aufreinigung erstreckt sich demnach Gber
Konzentrationen von 3,50 x 10" U/ml bis 1,77 x 107 1U/ml.

Prazision

Die Prézisionsdaten des arfus HCV QS-RGQ Kits erlauben die Ermittlung der Totalvarianz
(Gesamtstreuung) des Testsystems. Diese Totalvarianz setzt sich zusammen aus der Intra-Assay-
Variabilitét (Streuung von Proben derselben Konzentration innerhalb eines Versuchsansatzes), der
Inter-Assay-Variabilitét (Streuung bei Anwendung durch verschiedene Personen innerhalb eines
Labors unter Benutzung verschiedener Geréte gleichen Typs) und der Chargenvariabilitét (Streuung
bei Verwendung unterschiedlicher Chargen). Aus den erhaltenen Daten wurden jeweils die
Standardabweichung, die Varianz und der Variationskoeffizient sowohl fir die erregerspezifische

PCR als auch fir die PCR der internen Kontrolle berechnet.

Die Daten zur analytischen Prézision des arfus HCV QS-RGQ Kits (ohne Bericksichtigung der
Aufreinigung) wurden mit dem Quantifizierungsstandard mit der geringsten Konzentration (QS 4;

10 1U/ul) erhoben. Die Untersuchungen wurden in Form von Achtfach-Bestimmungen durchgefohrt.
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Die Auswertung der Ergebnisse wurde anhand der C;-Werte der Amplifikationskurven (C;:
threshold cycle, siehe Tabelle 4) vorgenommen. Zusétzlich wurden auch die Prézisionsdaten der
quantitativen Werte in 1U/ul mittels der entsprechenden C;-Werte ermittelt (Tabelle 5, Seite 7).
Demnach betrdgt die Gesamtstreuung einer beliebigen Probe der genannten Konzentration 1,52 %
(Cq) bzw. 25,71 % (Konzentration) und fir den Nachweis der internen Kontrolle 0,75 % (C,). Diese

Werte basieren auf der Gesamtheit aller Einzelwerte der ermittelten Variabilitéten.

Tabelle 4. Ergebnisse der Préizision auf Basis der C;-Werte

Variations-koeffizient
C;-Wert Standardabweichung (%)
Intra-Assay-
Variabilitét 32,81 0,09 0,28
Hep. C Virus RG QS 4
Intra-Assay- 30,04 0,08 0,27
Variabilitét
Hep. C Virus RG IC
Inter-Assay-Variabilitét
32,14 0,5 1,57
Hep. C Virus RG QS 4
Inter-Assay-Variabilitét
) 30,23 0,22 0,71
Hep. C Virus RG IC
Chargenvariabilitat
32,56 0,48 1,46
Hep. C Virus RG QS 4
Chargenvariabilitat
. 30,28 0,24 0,78
Hep. C Virus RG IC
Totalvarianz
32,41 0,49 1,52
Hep. C Virus RG QS 4
Totalvarianz
) 30,29 0,29 0,75
Hep. C Virus RG IC
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Tabelle 5. Ergebnisse der Préizision auf Grundlage der quantitativen Werte (in 1U/pl)

Variations-koeffizient

Standardabweichung Varianz (%)
Intra-Assay-Variabilitét 0,64 0,41 6,34
Hep. C Virus RG QS 4
Inter-Assay-Variabilitét
. 1,00 1,00 9,93

Hep. C Virus RG QS 4
Chargenvariabilitat

3,92 15,34 37,35
Hep. C Virus RG QS 4
Totalvarianz

2,63 6,93 25,71

Hep. C Virus RG QS 4

Die Daten zur Prézision des artus HCV QS-RGQ Kits unter Beriicksichtigung der Aufreinigung
wurden mit klinischen Plasmaproben erhoben, die mit HCV-Standardmaterial von Acrometrix in
einer Konzentration von 1,00 x 10% IU/ul dotiert wurden. Die Tests wurden mit dem QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi Kit unter Verwendung des Protokolls Cellfree1000 durchgefhrt
(Extraktionsvolumen: 1 ml, Elutionsvolumen: 60 ul). Tests mit 36 Replikaten wurden durchgefihrt
unter Verwendung einer Matrix aus verschiedenen Chargen des QlAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi Kits und des artus HCV QS-RGQ Kits. Demnach betragt die statistische Gesamtstreuung einer
beliebigen Probe der genannten Konzentration 0,95 % (C;) bzw. 20,07 % (Konzentration) und fur
den Nachweis der internen Kontrolle 1,26 % (C;) (Tabellen 6 und 7). Diese Werte basieren auf der

Gesamtheit aller Einzelwerte der unter Bericksichtigung der Aufreinigung ermittelten Variabilitéten.

Tabelle 6. Prézision (Totalvarianz) auf Grundlage der C;-Werte

Variations-koeffizient

Standardabweichung Varianz (%)

HCV-Standard
Acrometrix 0,30 0,09 0,95
(1,00 x 10% IU/ml)

Interne Kontrolle
(HCV, 0,43 0,18 1,26
1,00 x 10% IU/ml)
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Tabelle 7. Prézision (Totalvarianz) auf Grundlage der quantitativen Ergebnisse (in IU/ml)

Variations-koeffizient
Mittelwert Standardabweichung (%)

HCV-Standard
Acrometrix 2,37 x 10° 4,76 x 107 20,07
(1,00 x 10% IU/ml)

Robustheit

Die Uberprifung der Robustheit dient der Ermitilung der Gesamtausfallrate des artus HCV QS-
RGQ Kits. Zum Verifizieren der Robustheit wurden 100 HCV-negative Plasmaproben mit je
110 IU/ml HCV dotiert (ca. dreifache Konzentration der LOD). Nach Nukleinsdure-Extraktion mit
dem QIlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit unter Verwendung des Protokolls
Cellfree1000_DSP (Extraktionsvolumen: 1 ml, Elutionsvolumen: 60 ul) wurden die Proben mit dem
artus HCV QS-RGQ Kit analysiert. Zusétzlich wurde auch die Robustheit der internen Kontrolle
durch die Aufreinigung und Analyse der 100 dofierten Proben Gberprift. Inhibitionen wurden nicht
beobachtet. Damit betrégt die Robustheit des artus HCV QS-RGQ Kits >99 %.

Reproduzierbarkeit

Die Daten zur Reproduzierbarkeit erlauben eine regelmdBige Leistungsbewertung des
artus HCV QS-RGQ Kits sowie einen Leistungsvergleich mit anderen Produkten. Diese Daten

werden durch die Teilnahme an Ringversuchen erhoben.

Kreuzkontaminationen

Die Abwesenheit von Kreuzkontaminationen zwischen Proben wédhrend des gesamten
Arbeitsablaufs wurde durch korrekten Nachweis aller abwechselnd angeordneten Positiv- und

Negativproben (Schachbrettmuster) mit einem représentativen arfus QS-RGQ System gezeigt.
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Aktuelle Lizenzinformationen und produktspezifische rechtliche Hinweise finden Sie im Handbuch
des jeweiligen QIAGEN-Kits. Handbicher und Gebrauchsanweisungen zu QIAGEN-Kits sind unter
www.giagen.com abrufbar oder kénnen beim Technischen Service von QIAGEN oder bei Ihrem
drilichen Distributor angefordert werden.

Marken: QIAGEN®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); Acrometrix® (Life Technologies).
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