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Tespit Sinirt — plazma

QIAsymphony® SP (zerinde ekstraksiyon ile kombinasyon halinde EBV pozitif klinik numuneler
kullanilarak artus EBV QS-RGQ Kit icin saflastirma agisindan saptama limiti (hassasiyet limiti)
degerlendirilmistir.

Plazma icin artus EBV QS-RGQ Kitinin saflastirimasiyla iligkili saptama limiti klinik plazma
ornekleri eklenmis 3160 ila nominal 1 EBV kopya/ml seklinde EBV materyalinin diliisyon serisi
kullanilarak belirlenmistir. Bunlar QIAsymphony DSP Viriis/Patojen Midi Kiti ile kombinasyon
halinde Cellfree1000_DSP protokolii kullanilarak DNA ekstraksiyonuna tabi tutulmustur
(ekstraksiyon hacmi: 1 ml, elisyon hacmi: 60 pl). 10 dilisyonun her biri artus EBV
QS-RGQ Kitiyle 4 farkh giinde her birinde 8 replikatlik 4 galismayla analiz edilmistir. Sonugclar
probit analiziyle belilenmistir. Probit analizinin grafik bir temsili Sekil 1'de verilmistir.
Rotor-Gene® Q ile kombinasyon halinde artus EBV QS-RGQ Kitin saflagtiriimasi agisindan
saptama limiti 157 kopya/ml seklindedir (p = 0,05). Bu 157 kopya/mI'nin (22,29 1U/ml'ye tekabul

eder) saptanmasi olasiliginin %95 oldugu anlamina gelir.
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Sekil 1. Probit analizi: plazma, EBV (Rotor-Gene Q). Rotor-Gene Q Uzerinde artus EBV QS-RGQ Kiti ve
saflastirma (plazma, QIAsymphony DSP Viriis/Patojen Midi Kiti kullanilarak) dikkate alinarak saptama limiti
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Ozguillik — plazma

artus EBV QS-RGQ Kit 6zgulligu oOncelikle primer ve problarin segilmesi ve ayrica kati
reaksiyon kosullarinin segilmesiyle saglanir. Primerler ve problar gen bankalarinda yayimlanmis
tim dizilere olasi homolojiler agisindan sekans karsilastirma analiziyle kontrol edilmistir. Tim

ilgili genotiplerin saptanabilirligi bdylece saglanmistir.

Ayrica 6zgullik 30 farkh EBV negatif plazma 6rnegiyle dogrulanmistir. Bunlar EBV RG Master'a
dahil edilen EBV'ye spesifik primerler ve problarla herhangi bir sinyal olusturmamistir.

artus EBV QS-RGQ Kitinin olasi ¢apraz reaktivitesi Tablo 1'de liste halinde verilen kontrol grubu
kullanilarak test edilmistir (asagida). Test edilen patojenlerin higbiri reaktif bulunmamigtir.

Karisik enfeksiyonlarla ¢capraz reaktivite gérilmemistir.

Tablo 1. Kitin 6zgiilliigiiniin potansiyel ¢capraz reaktif patojenlerle test edilmesi

EBV Dahili kontrol
Kontrol grubu (Cycling Green) (Cycling Yellow)
insan herpesviriisii 1 _ .
(Herpes simpleks virtisii 1)
insan herpesviriisii 2 _ .
(Herpes simpleks virtisii 2)
insan herpesviriisii 3 _ .
(Varisella-zoster virtisii)
insan herpesviriisii 5 B .
_(Sitomegaloviriis)
insan T hiicresi I6semi viriisti 1 - +
insan T hiicresi I6semi viriist 2 - +

Lineer aralik — plazma

artus EBV QS-RGQ Kitinin saflagtirimasiyla ilgili lineer aralik plazmada 1,00 x 107 kopya/ml ila
6,31 x 10? kopya/ml araliindaki EBV materyali diliisyon serisi analiz edilerek belirlenmistir.
Saflastirma  QIAsymphony DSP  Virls/Patojen Midi Kiti  kullanilarak  replikatlar
(21,00 x 10° kopya/ml konsantrasyonlar icin n = 4; <1,00 x 108 kopya/ml konsantrasyonlar igin
n=28) kullanilarak Cellfreel000_DSP protokoli ile kombinasyon halinde yapilmistir
(ekstraksiyon hacmi: 1 ml, eliisyon hacmi: 60 pl). Orneklerin her biri artus EBV QS-RGQ Kiti

kullanilarak analiz edilmistir.
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artus EBV QS-RGQ Kitin saflastiriimasiyla ilgili olarak lineer aralik plazma igin 6,31 x 107
kopya/ml ila 1,00 x 107 kopya/ml konsantrasyonlari (8,96 x 10% ila 1,42 x 108 IU/ml'ye tekabiil
eder) kapsayacak sekilde belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. artus EBV QS-RGQ Kitin (plazma) lineer aralgi. Lineer araligin hesaplanmasi. Diiz ¢izgi logio
nominal konsantrasyonlarla log:o hesaplanmis konsantrasyonlarin lineer regresyonuyla belirlenmistir.
Regresyon ¢izgisinin denklemi sekle dahil edilmistir.

GuUclaluk — plazma

Guglaligun dogrulanmasi artus EBV QS-RGQ Kitin toplam basarisizlik oraninin belirlenmesini
mamkin kilar. Gigliligini dogrulamak igin, 30 EBV negatif plazma 6rnegine 500 kopya/mi
EBV eklenmistir (analitik hassasiyet limitinin yaklasik G¢ kati konsantrasyon). QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi Kit ile kombinasyon halinde Cellfree1000_DSP protokoll kullanilarak
ekstraksiyon sonrasinda (ekstraksiyon hacmi: 1 ml, elusyon hacmi: 60 pl) bu 6rnekler
artus EBV QS-RGQ Kiti ile analiz edilmistir. Ayrica dahili kontrolin gugluligud 30 ekleme
yapllmis plazma 6rneginin saflastinimasi ve analizinden degerlendirilmistir. inhibisyonlar
g6zlenmemistir. Bdylece artus EBV QS-RGQ Kit gugluligi 3%99'dur.
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Olumsuz etkileyen maddeler — plazma

Bilirubin, hemoglobin ve trigliseritler Tablo 2'de gosterilen konsantrasyonlarda artus EBV

QS-RGQ Kitle herhangi bir olumsuz etkilesim gostermemistir.

Tablo 2. EDTA plazma 6rneklerinde olumsuz etkileyen maddeler

EBV Cresvyis —
konsantrasyonu Olumsuz etkileyen madde CT(EBV) CT(EBV) Control
(kopya/ml) Madde Konsantrasyon  Ortalama Cy SD CV (%) Mutlak
Bilirubin 30 mg/dl 32,30 0,37 1,14 0,58
Hemoglobin 2 g/dl 32,82 0,20 0,60 0,06
1600 Trigliserit 1 g/dl 32,42 0,28 0,87 0,46
Albumin 4 g/dl 31,71 0,54 1,69 1,15
Kontrol - 32,88 0,33 0,99 -

CV: varyasyon katsayisi; EBV: Epstein-Barr virusi; I1S: olumsuz etkileyen madde; SS: standart sapma

Klinik degerlendirme — plazma

artus EBV QS-RGQ Kitinin klinik performansi klinik numunelerin test ediimesi ve bulgularin
karsilagtirilabilir bir yontemle elde edilen sonuglara gére analiz edilmesiyle degerlendirilmistir.
EBV ile enfekte hastalardan ve ayrica negatif kontrollerden toplanan toplam 166 EDTA plazma
numunesi artus EBV QS-RGQ Kitiyle ve karsilastirilabilir ydontemle harici bir calisma yerinde test
edilmistir. Sonugclar iki kisimda analiz edilmistir: kisim bir Pozitif Yizde Anlagsma Positive
Percent Agreement, PPA), Negatif YUzde Anlasma (Negative Percent Agreement, NPA) ve
Genel Yuzde Anlagsma (Overall Percent Agreement, OPA) icin kategorik bir anlagsma analizidir;
kisim iki Deming ve Passing-Bablok regresyon analizleri kullanilarak ortak analiz dinamik araligi
icindeki toplam 83 EDTA plazma 6rneginden sonuglarin bir analizidir ve bulgular karsilik gelen
korelasyon katsayisi ile bildirilmistir (bkz. Tablo 3 ve Sekil 3).
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Tablo 3. EDTA plazma ornekleri igin klinik performans galisma verileri

Clopper-Pearson Clopper-Pearson
(tam) binomiyal (tam) binomiyal
Uyumluluk alt iki yonlu %95  Ust iki yonlu %95
Anlagsma olgiitii Sikhklar ylzdesi guvenlik sinin guvenlik sinin
Genel yuzde 154/166 92,77 87,71 96,21
anlasma
Pozitif ylizde 100/102 98,04 93,10 99,76
anlagsma
Negatif ylizde 54/64 84,38 73,14 92,24
anlasma
6 o
Deming Kesigimi: 0,105, Egim: 0,897
R Passing-Bablok Kesisimi: 0,017, Egim: 0,923 °

Konsantrasyon (logio IU/ml): artus EBV QS-RGQ Kiti
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Konsantrasyon (logio IU/ml): Kargilagtirma kiti

ooo \Veri —— Passing-Bablok Regresyonu ——  Deming Regresyonu

Sekil 3. Passing-Bablok ve Deming Cizgileriyle regresyon grafigi. Her iki kit icin alt kantifikasyon limiti
ve Ust kantifikasyon limiti arasindaki 6rnekler analize dahil edilmigtir.

iki analiz arasindaki lineer regresyon analizi Pearson Korelasyon Katsayisi olarak 0,922 ve

Spearman Korelasyon Katsayisi olarak 0,928 sonucunu vermigtir.
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Saptama Limiti — tam kan

Tam kan icin artus EBV QS-RGQ Kitinin saflastiriimasiyla iligkili saptama limiti klinik plazma
ornekleri eklenmis 3160 ila nominal 3,16 EBV kopya/ml seklinde EBV materyalinin dillisyon
serisi kullanilarak belirlenmistir. Bunlar QIAsymphony DNA Mini Kit ile kombinasyon halinde
VirusBlood200_DSP protokolii kullanilarak DNA ekstraksiyona tabi tutulmustur (ekstraksiyon
hacmi: 200 pl, elusyon hacmi: 60 pl). 10 dilusyonun her biri artus EBV QS-RGQ Kitiyle 3 farkl
ginde her birinde 11 replikathk 3 calismayla analiz edilmistir. Sonuglar probit analiziyle

belirlenmistir. Probit analizinin grafik bir temsili $ekil 4'te verilmigtir.

Rotor-Gene Q ile kombinasyon halinde artus EBV QS-RGQ Kitin saflastirimasi agisindan
saptama limiti 288,29 kopya/ml seklindedir (p = 0,05). Bu 288,29 kopya/ml'nin (40,36 IU/ml'ye
tekabil eder) saptanmasi olasihiginin %95 oldugu anlamina gelir.
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Sekil 4. Probit analizi: tam kan, EBV (Rotor-Gene Q). Rotor-Gene Q lzerinde artus EBV QS-RGQ Kitinin
saflastiriimasi (tam kan, QlAsymphony DNA Mini Kit kullanilarak) dikkate alinarak saptama limiti.

artus EBV QS-RGQ Kit: Performans ozellikleri 09/2017



Ozgllik — tam kan

artus EBV QS-RGQ Kit 6zgulligu oOncelikle primer ve problarin segilmesi ve ayrica kati
reaksiyon kosullarinin segilmesiyle saglanir. Primerler ve problar gen bankalarinda yayimlanmis
tim dizilere olasi homolojiler agisindan sekans karsilastirma analiziyle kontrol edilmistir. Tim

ilgili genotiplerin saptanabilirligi bdylece saglanmistir.

Ayrica 06zgullik 30 farkli EBV negatif tam kan 06rnegiyle dogrulanmistir. Bunlar
EBV RG Master'a dahil edilen EBV'ye spesifik primerler ve problarla herhangi bir sinyal

olusturmamustir.

artus EBV QS-RGQ Kitinin olasI gapraz-reaktivitesi Tablo 1'de liste halinde verilen kontrol grubu
kullanilarak test edilmistir (bkz. sayfa 3). Test edilen patojenlerin higbiri reaktif bulunmamigtir.

Karigik enfeksiyonlarla gapraz reaktivite goriilmemistir.
Lineer aralik — tam kan

artus EBV QS-RGQ Kitinin saflagtiriimasiyla ilgili lineer aralik tam kanda 5,00 x 107 kopya/ml ila
1,00 x 10° kopya/ml araligindaki EBV materyali dillisyon serisi analiz edilerek belirlenmigtir.
Saflastirma QIAsymphony DNA Mini Kit kullanilarak replikatlar (21,00 x 107 kopya/ml
konsantrasyonlar igin n = 4; <1,00 x 107 kopya/ml konsantrasyonlar i¢in n = 8) seklinde
VirusBlood200_DSP protokolu ile kombinasyon halinde yapilmistir (ekstraksiyon hacmi: 200 pl,
eliisyon hacmi: 60 ul). Orneklerin her biri artus EBV QS-RGQ Kiti kullanilarak analiz edilmistir.
artus EBV QS-RGQ Kitin saflastirimasiyla ilgili olarak lineer aralik tam kan igin 1,00 x 10°
kopya/ml ila 5,00 x 107 kopya/ml konsantrasyonlari (1,4 x 102 ila 7,0 x 10° IU/ml'ye tekabiil eder)
kapsayacak sekilde belirlenmistir (Sekil 5).
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Sekil 5. artus EBV QS-RGQ Kitin (tam kan) lineer arahgi. Lineer araligin hesaplanmasi. Diiz ¢izgi logio
nominal konsantrasyonlarla log:o hesaplanmis konsantrasyonlarin lineer regresyonuyla belirlenmistir.
Regresyon cizgisinin denklemi sekle dahil edilmistir.

Guclulik — tam kan

Guglaligun dogrulanmasi artus EBV QS-RGQ Kitin toplam basarisizlik oraninin belirlenmesini
muamkin kilar. Gigliligini dogrulamak igin, 51 EBV negatif tam kan érnegine 750 kopya/mi
EBV eklenmistir (analitik hassasiyet limitinin yaklasik G¢ kati konsantrasyon). QIAsymphony
DNA Mini Kit ile kombinasyon halinde VirusBlood200_DSP protokoll kullanilarak ekstraksiyon
sonrasinda (ekstraksiyon hacmi: 200 pl, elisyon hacmi: 60 pl) bu 6rnekler artus EBV QS-
RGQ Kiti ile analiz edilmistir. Ayrica dahili kontroliin gugluligi 51 ekleme yapilmis tam kan
orneginin  saflagtirlmasi ve analizinden degerlendirilmistir. Inhibisyonlar gézlenmemistir.
Bdylece artus EBV QS-RGQ Kit glgluligi 3%99'dur.

Olumsuz etkileyen maddeler — tam kan

artus EBV QS-RGQ Kitinin sonuglarini olumsuz etkileyebilecek maddeler test edilmistir ve bu

maddelerin kiti olumsuz etkilemeyen konsantrasyonlari Tablo 4'te gdsterilmektedir.
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Tablo 4. Tam kan 6rneklerinde olumsuz etkileyen maddeler

EBV Cresvyis —
konsantrasyonu Olumsuz etkileyen madde Cresy) Cr(eBv) Control
(kopya/ml) Madde Konsantrasyon Ortalama Cy SD CV (%) Mutlak
Bilirubin 30 mg/dl 34,44 0,27 0,78 0,73
Trigliserit 1 g/dI 34,58 0,32 0,91 0,59
gDNA 3 pg/érnek 34,79 0,18 0,52 0,38
2500 gDNA 2,5 pg/érnek 34,57 0,39 1,13 0,60
gDNA 2 pg/érnek 34,73 0,49 1,41 0,44
gDNA 1 pg/érnek 34,86 0,22 0,62 0,31
Kontrol - 35,17 0,40 1,13 -

CV: varyasyon katsayisi; EBV: Epstein-Barr virisii; gDNA: genomik DNA,; IS: olumsuz etkileyen madde; SS:
standart sapma

Klinik degerlendirme — tam kan

artus EBV QS-RGQ Kitin klinik performansi klinik numunelerin test edilmesi ve karsilastirilabilir
bir ydonteme gdére analizle degerlendiriimigtir. EBV ile enfekte hastalardan ve ayrica negatif
kontrollerden toplam 178 tam kan numunesi artus EBV QS-RGQ Kitle ve karsilastirilabilir bir
yontemle harici bir galisma yerinde test edilmistir. Sonuglar iki kisimda analiz edilmistir: kisim bir
PPA, NPA ve OPA icin kategorik bir anlasma analizidir; kisim iki Deming ve Passing-Bablok
regresyon analizleri kullanilarak ortak analiz dinamik araligi igindeki toplam 98 tam kan
orneginden sonuclarin bir analizidir ve bulgular kargilik gelen korelasyon katsayisi ile
bildirilmistir (bakiniz Tablo 5 ve $ekil 6).

Tablo 5. Tam kan oérnekleri igin klinik performans ¢alisma verileri

Clopper-Pearson
(tam) binomiyal
Uyumluluk alt iki yonlu %95

Clopper-Pearson
(tam) binomiyal
Ust iki yonlu %95

Anlagma 0l¢itd Sikhklar ylzdesi guvenlik sinin guvenlik sinin
Genel yiizde anlasma 169/178 94,94 90,62 97,66
Pozitif ylizde anlagsma 115/119 96,64 91,62 99,08
Negatif ylizde anlasma 54/59 91,53 81,32 97,19
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Deming Kesigimi: -1,556, Egim: 1,318
Passing-Bablok Kesisimi: -1,621, Egim: 1,337
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Konsantrasyon (logio IU/ml): Kargilastirma kiti
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ve Ust kantifikasyon limiti arasindaki 6rnekler analize dahil edilmigtir.

iki analiz arasindaki lineer regresyon analizi Pearson Korelasyon Katsayisi olarak 0,956 ve

Spearman Korelasyon Katsayisi olarak 0,945 sonucunu vermigtir.

Yeniden uretilebilirlik

Yeniden uretilebilirlik verileri artus EBV QS-RGQ Kitinin dizenli performans degerlendirmesine
ve ayrica baska Urlinlerle etkinlik kargilastirmasina izin verir. Bu veriler belirlenmig verimlilik
programlarina katilimla elde edilir.

Capraz kontaminasyon

Tdm is akisi icin érnekler arasinda ¢apraz kontaminasyon yoklugu temsili bir artus QS-RGQ
sistemi icin alternan pozisyonlarda (dama tahtasi paterni) tim bilinen pozitif ve negatif
orneklerin dogru saptanmasiyla ispatlanmistir.

ilgili Girinler ve siparis bilgisi artus EBV QS-RGQ Kit igin el kitabinda liste halinde verilmistir.




Belge revizyon gegmisi

Eylul 2017 Tablo 5 Tam kan &érnekleri igin klinik performans calisma verileri
glncellenmigtir. Metin boyunca IU/ml ve kopya/ml konsantrasyon
birimleri eklenmistir.

Guncel lisanslama bilgisi ve Urline 6zel ret beyanlar igin ilgili QIAGEN® kiti el kitabi veya
kullanici el kitabina bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.giagen.com
adresinde bulunabilir veya QIAGEN Technical Services veya vyerel distribltérinizden

istenebilir.
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