artus® HBV QS-RGQ Kit

Caracteristicas de desempenho

REF
artus HBV QS-RGQ Kit, Versédo 1, 4506363, 4506366

Verificar a disponibilidade de novas revisdes de rotulagem electrénica em

www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx antes da realizagdo do

0197

teste. O estado de revisGo actual é indicado pela data de emissdo

(formato: més/ano).

Sensibilidade analitica — plasma

O limite de deteccdo analitica relativa a purificagéo (limite de sensibilidade) foi avaliado para o
artus HBV QS-RGQ Kit utilizando amostras clinicas positivas para HBV em combinacdo com a

extracg@o no QlAsymphony® SP.

A sensibilidade andlitica relativa & purificago do artus HBVY QS-RGQ Kit foi determinada com
recurso a amostras de plasma clinicas contaminadas com séries de diluigdo do 2° Padrdo
Internacional da OMS para Técnicas de Amplificacdo de Acidos Nucleicos de ADN do Virus da
Hepatite B (cédigo 97/750 do NIBSC), de 316 para valor nominal 0,316 VHB IU/ml. Estas foram
sujeitas a extracgdo de ADN usando o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit, em conjunto com o
protocolo Cellfree1000 (volume de extraccdo: 1 ml, volume de eluigdo: 60 ul). Cada uma das 9
diluigdes foi analisada com o artus HBY QS-RGQ Kit em 4 dias diferentes, em 4 procedimentos de
ensaio com 8 modelos de replicagdo cada. Os resultados foram determinados por andlise de
probit. A figura 1 representa uma ilustracdo gréfica da andlise de probit. O limite de detecgdo
analitica relativa & purificagéo do artus HBV QS-RGQ Kit em combinagéo com o Rotor-Gene Q é
de 10,22 IU/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95% de o limite
10,22 IU/ml ser detectado.
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Figura 1. Andlise de probit: plasma, HBV (Rotor-Gene Q). Sensibilidade analitica relativa a
purificacdo (plasma, utilizando o QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit) do artus HBV
QS-RGQ Kit no Rotor-Gene Q.

Especificidade — plasma

A especificidade do artus HBV QS-RGQ Kit ¢, antes de mais, assegurada pela selecgdo dos
iniciadores (primers) e sondas, bem como pela seleccdo de condicdes de reacgd@o rigorosas. Os
iniciadores e as sondas foram verificados em termos de possivel homologia com todas as
sequéncias publicadas nos bancos de genes, por andlise comparativa de sequéncias. A
detectabilidade de todos os gendtipos relevantes foi assim assegurada por um alinhamento da

base de dados e por um ensaio de PCR nos instrumentos Rotor-Gene com os seguintes gendtipos
(ver Tabela 1).
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Tabela 1. Testes de especificidade das estirpes relevantes

Controlo
BK Virus Interno
(Cycling (Cycling
Virus Genétipo Fonte Green) Yellow)
HBV A (EUA) Teragenix* + +
HBV B (Indonésia) Teragenix I I
HBV C (Indonésia) Teragenix + +
HBV C (Venezuela) Teragenix + +
HBV D (EUA) Teragenix + +
E (Costa do Teragenix
HBV i 4 4
Marfim)
HBV F (Venezuela) Teragenix + +
HBV G (EUA) Teragenix + +
HBV H (Nicarégua) Teragenix + +

* Teragenix Corporation, Flérida, EUA.

Para testes de especificidade adicionais, foram usadas estirpes de VHB com diferencas de
sequéncias conhecidas na regiGo pré-cerne do genoma do VHB (HBV Pre-Core Mutant Panel,
Teragenix, Flérida, EUA). Todas as 9 estirpes mutantes do pré-cerne deste painel podem ser
detectadas com recurso ao artus HBY QS-RGQ Kit.

Além disso, a especificidade foi validada com 100 amostras diferentes de plasma negativo para
VHB. Estas ndo geraram quaisquer sinais com os iniciadores e sondas especificos do VHB, os quais
estdo incluidos no HBV RG/TM Master.

Foi testada uma potencial reactividade cruzada do artus HBY QS-RGQ Kit usando o grupo de
controlo listado na Tabela 2. Nenhum dos patogéneos testados foi reactivo. Nao ocorreram

reacgdes cruzadas com infecgdes mistas.
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Tabela 2. Testes de especificidade do kit com patogéneos com potencial de reacgéo

cruzada

VHB

Grupo de controlo (Cycling Green)

Controlo Interno

(Cycling Yellow)

Virus herpes humano 1

(virus herpes simplex 1)

Virus herpes humano 2

(virus herpes simplex 2)

Virus herpes humano 3

(virus varicela-zoster)

Virus herpes humano 4

(virus Epstein-Barr)

Virus herpes humano 5

(citomegalovirus)

Virus herpes humano 6

Virus da imunodeficiéncia humana 1
Virus da hepatite A

Virus da hepatite C

Parvovirus B19

Virus da febre amarela

Virus da leucemia de células T humano

tipo 1 e tipo 2
Virus Coxsackie B3
Virus da dengue 1-4

Escherichia coli
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Intervalo linear

O intervalo linear relativo & purificagdo do artus HBY QS-RGQ Kit foi determinado por andlise de
uma série de diluicdes do material de referéncia de VHB Acrometrix® com uma concentracéo de
2,00 x 107 IU/ml a 3,16 x 10° IU/ml. A purificacéo foi efectuada em modelos de replicacdo (n = 4
para concentracdes =1,00 x 107 IU/ml; n = 8 para concentracdes <1,00 x 107 IU/ml) usando o
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit em combinagéo com o protocolo Cellfree1000 (volume de
extracg@o: 1 ml, volume de eluigdo: 60 ul). Cada uma das amostras foi analisada usando o
artus HBY QS-RGQ Kit. O intervalo linear relativo & purificacgo do artus HBV QS-RGQ Kit foi
determinado para abranger as concentracdes de 3,16 x 10" IU/ml a 2,00 x 107 IU/ml (Figura 2).
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Figura 2. Intervalo linear do artus HBV QS-RGQ Kit. Cdlculo do intervalo linear. A linha recta
foi determinada por uma regress@o linear das concentragdes calculadas de log,, com as

concentragdes nominais de log,,. A equagéo da linha de regresséo estd incluida na figura.

Precisdo

Os dados de precisdo do artus HBV QS-RGQ Kit permitem a determinacdo da variéncia total do
ensaio. A varidncia total consiste na variabilidade intra-ensaio (variabilidade de maultiplos
resultados de amostras da mesma concentragdo dentro de um ensaio), na variabilidade entre
ensaios (variabilidade de resultados mdltiplos do ensaio gerados nos diversos instrumentos do
mesmo tipo, por diferentes operadores num laboratério) e a variabilidade entre lotes (variabilidade
de resultados multiplos do ensaio utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram utilizados
para deferminar o desvio-padrdo, a varidncia e o coeficiente de variagdo para o patogéneo

especifico e a PCR de controlo interno.
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Os dados de precisdo analitica do artus HBY QS-RGQ Kit (sem considerar a purificagéo) foram
recolhidos usando o padréo de quantificacdo da concentragéo mais baixa (QS 5; 10 1U/ul). Os
testes foram efectuados em 8 modelos de replicagéo. Os dados de precisdo foram calculados com

base nos valores C; das curvas de amplificagéo (C;: ciclo limite, ver Tabela 3).

Tabela 3. Dados de precisdo com base nos valores de C;

Desvio- Coeficiente de
padrdo Variéncia variagdo (%)
Variabilidade intra-ensaio:
0,09 0,01 0,32
HBV RG/TM QS 5
Variabilidade intra-ensaio:
. 0,10 0,01 1,06
Controlo interno
Variabilidade inter-ensaio:
0,14 0,02 0,49
HBV RG/TM QS 5
Variabilidade inter-ensaio:
. 0,29 0,08 1,00
Controlo interno
Variabilidade entre lotes:
0,38 0,15 1,39
HBV RG/TM QS 5
Variabilidade entre lotes:
. 0,62 0,39 2,23
Controlo interno
Variéncia total:
0,36 0,13 1,29
HBV RG/TM QS 5
Varidncia total:
. 0,52 0,27 1,87
Controlo interno

Além disso, foram determinados dados de precisdo para resultados quantitativos em [U/ul
utilizando os valores de C; correspondentes (Tabela 4). Tendo por base estes resultados, a
dispersao estatistica global de uma dada amostra com a concentracéo referida é de 1,29% (C;) ou
8,99% (concentracdo) e 1,87% (C;) para a deteccdo do controlo interno. Estes valores baseiam-se

na totalidade dos valores individuais das variabilidades determinadas.
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Tabela 4. Dados de precisdo com base nos resultados quantitativos (em 1U/pul)

Desvio- Coeficiente de
padréo Variéncia variagdo (%)
Variabilidade intra-ensaio:
0,93 0,87 9,28
HBV RG/TM QS 5
Variabilidade inter-ensaio:
0,79 0,63 7,92
HBV RG/TM QS 5
Variabilidade entre lotes:
1,03 1,05 10,21
HBV RG/TM QS 5
Varidncia total:
0,90 0,81 8,99

HBV RG/TM QS 5

Precisdo — plasma

Os dados de precisé@o relativos & purificagdo do artus HBV QS-RGQ Kit foram recolhidos usando
material de referéncia de VHB Acrometrix com uma concentragdo de 1,00 x 10% IU/ml introduzido
nas amostras clinicas de plasma. Os testes foram efectuados usando o QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit em conjunto com o protocolo Cellfree 1000 (volume de extraccdo: 1 ml, volume
de eluicdo: 60 ul). Os testes foram efectuados em 36 modelos de replicacdo, utilizando uma
matriz de vdrios lotes do QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit e o artus HBY QS-RGQ Kit. Tendo
por base estes resultados, a dispersao estatistica global de uma dada amostra com a concentragéo
referida é de 1,22% (C;) ou 20,56% (concentragéo) e 1,29% (C;) para a detecgdo do controlo
interno (Tabelas 5 e 6). Estes valores baseiom-se na totalidade de todos os valores individuais das

variabilidades determinadas para a purificagdo.

Tabela 5. Dados de precisdo (variéncia total) com base nos valores de C;

Desvio- Coeficiente de
padréo Variéncia variagao (%)
Referéncia de VHB Acrometrix
0,37 0,13 1,22
(1,00 x 10% IU/ml)
Controlo interno
0,37 0,14 1,29
(HBV, 1,00 x 10° IU/ml)
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Tabela 6. Dados de preciséo (variéncia total) com base nos resultados quantitativos (em
1U/ml)

Desvio- Coeficiente de
Média padrdo variagdo (%)
Referéncia de VHB Acrometrix
1,12 x 10° 2,29 x 10? 20,56

(1,00 x 10% IU/ml)

Robustez

A verificacdo da robustez permite a determinagdo da taxa de insucesso total do artus HBV QS-
RGQ Kit. Para verificagdo da robustez, 100 amostras negativas para VHB foram contaminadas
com 30 IU/ml de VHB (uma concentragdo aproximadamente trés vezes superior ao limite de
sensibilidade analitica). Apéds extracgdo usando o QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit em
conjunto com o protocolo Cellfree1000_DSP (volume de extracgéo: 1 ml, volume de eluicdo:
60 ul), estas amostras foram analisadas com o artus HBV QS-RGQ Kit. Adicionalmente, a robustez
do controlo inferno foi avaliada por purificagdo e andlise das 100 amostras de plasma
contaminadas. Nao foram observadas inibigdes. A robustez do artus HBV QS-RGQ Kit &, assim,

299%.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do desempenho do
artus HBV QS-RGQ Kit, bem como uma comparacdo de eficiéncia com outros produtos. Estes

dados foram obtidos pela participagéo nos programas de competéncia estabelecidos.

Contaminacéo cruzada

A auséncia de contaminago cruzada entre amostras para a totalidade do processo foi
comprovada pela deteccdo correcta de todas as amostras positivas e negativas conhecidas, em

posicdes alternadas (padréo xadrez) para o sistema artus QS-RGQ representativo.
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Para informagdes actualizadas sobre licenciamento e limitagdes de responsabilidade especificas do
produto, consultar o respectivo manual do kit QIAGEN ou do utilizador. Os manuais do kit
QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser pedidos &

Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

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

Maio 2012 © 2012 QIAGEN, todos os direitos reservados.
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