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Sensibilidade andalitica - liquido cefalorraquidiano
humano (LCR)

O limite de detecdo andlitica relativo & purificagdo (limite de sensibilidade) foi avaliado para o kit
artus VZV QS-RGQ utilizando amostras clinicas positivas para VVZ em combinagdo com a extra¢do no

QIAsymphony® SP.

A sensibilidade andlitica relativa & purificacdo do kit artus VZV QS-RGQ foi determinada com recurso a
amostras de liquido cefalorraquidiano humano (LCR) contaminadas com uma série de diluigdes de
material da estirpe Ellen do VVZ de 1420 ao valor nominal de 4,5 cépias/ml do VVZ. Estas foram
sujeitas a extracdo de ADN com o kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini em conjunto com o
protocolo Cellfree200_DSP (volume de extragdo: 0,2 ml, volume de elui¢do: 60 pl). Cada uma das 8
diluicdes foi analisada com o kit artus VZV QSRGQ em 3 dias diferentes, em 3 ensaios com 11 modelos
de replicagdo cada. Os resultados foram determinados por andlise de probit. A figura 1 representa uma
ilustragdo gréfica da andlise de probit. O limite de detegdo andlitica relativa & purificagdo do kit
artus VZV QS-RGQ em combinagdo com o Rotor-Gene Q é de 80,67 cépias/ml (p = 0,05). Isto significa
que existe uma probabilidade de 95% de o limite de 80,67 cépias/ml ser detetado.
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Figura 1: Andlise de probit: LCR, VVZ (Rotor-Gene Q). Sensibilidade andlitica relativa & purificagdo (kit QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Mini) do kit artus VZV QS-RGQ no Rotor-Gene Q.
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Especificidade — liquido cefalorraquidiano (LCR)

A especificidade do kit artus VZV QS-RGQ é, antes de mais, assegurada pela selecdo dos primers e
sondas, bem como pela selecdo de condicdes de reagdo rigorosas. Os primers 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 detetabilidade de todos os genétipos relevantes foi assim

assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 30 amostras diferentes de liquido cefalorraquidiano (LCR)
negativo para o VVZ. Estas nGo geraram quaisquer sinais com os primers e sondas especificos do VVZ, os

quais estdo incluidos no VZV RG Master.
Foi também testada a possibilidade de reagdes cruzadas do kit arfus VZV QSRGQ usando o grupo de

controlo listado na tabela 1. Nenhum dos agentes patogénicos testados demonstrou reatividade. Nao

ocorreram reacdes cruzadas com infecdes mistas.

Tabela 1. Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial de reagéo cruzada (liquido cefalorraquidiano - LCR)

wi Controlo interno
Grupo de controlo (Cycling Green) (Cycling Orange)

Virus herpes humano 1

(virus herpes simplex 1) - *

Virus herpes humano 2
(virus herpes simplex 2)

Virus herpes humano 4
(virus Epstein-Barr)

Virus do herpes humano tipo 5
(citomegalovirus)

Virus do herpes humano 6A - +
Virus do herpes humano 6B - +
Virus do herpes humano 7 - +

Virus do herpes humano 8
(virus herpes associado ao sarcoma de Kaposi)

Virus da Hepatite A _
Virus da Hepatite B -
Virus da Hepatite C -
Virus da imunodeficiéncia humana 1 -
Virus da leucemia de células T humano tipo 1 -
Virus da leucemia de células T humano tipo 2 -
Enterovirus -
Parvovirus B19 -
Virus da Febre do Vale do Nilo -

+ + + + o+ + o+ o+ 4+
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Intervalo linear - liquido cefalorraquidiano (LCR)

O intervalo linear relativo & purificacdo do kit artus VZV QSRGQ foi determinado por andlise de uma
série de diluigdes do material de referéncia da estirpe Ellen do VVZ ATCC® VR-1367 variando entre
1,00 x 108 cépias/ml e 5,00 x 10! cépias/ml. A purificacdo foi efetuada em modelos de replicagdo (n =
4 para concentragdes >1,00 x 107 cépias/ml; n = 8 cada para concentragdes <1,00 x 107 cépias/ml)
usando o Kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Mini em combinagdo com o protocolo Cellfree200_DSP
(volume de extracdo: 0,2 ml, volume de eluicdo: 60 pl). Cada uma das amostras foi analisada usando o
kit artus VZV QS-RGQ. O intervalo linear relativo & purificagdo do kit artus VZV QS-RGQ foi determinado

para abranger as concentragdes de 5,00 x 102 cépias/ml a 1,00 x 108 cépias/ml (figura 2).
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Figura 2. Intervalo linear para o kit artus VZV QS-RGQ (LCR). Célculo do intervalo linear. A linha reta foi determinada por uma
regressdo linear das concentragdes calculadas de log1o com as concentragdes nominais de logio. A equagdo da linha de regress@o estd
incluida na figura.
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Robustez - liquido cefalorraquidiano (LCR)

A verificagdo da robustez permite a determinagdo da taxa de insucesso total do kit artus VZV QSRGQ.
Para verificacdo da robustez, 30 amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) negativo para o VVZ foram
contaminadas com 300 cépias/ml de material do virus VVZ (uma concentragdo aproximadamente trés
vezes superior ao limite de sensibilidade analitica). Apés extracdo usando o kit QlAsymphony DSP
Virus/Pathogen Mini , em conjunto com o protocolo Cellfree200_DSP (volume de extracdo: 0,2 ml,

volume de eluigdo: 60 pl), estas amostras foram analisadas com o kit artus VZV QSRGQ.

Adicionalmente, a robustez do controlo interno foi avaliada por purificagdo e andlise das 30 amostras de
liquido cefalorraquidiano (LCR) contaminadas. Né&o foram observadas inibicdes. A robustez do kit
artus VZV QSRGQ é, assim, 299%.

Substancias interferentes — liquido cefalorraquidiano

(LCR)

Os eritrécitos e o ADN gendmico sdo duas substéncias endégenas que podem provocar inferferéncias nos
ensaios quando presentes no LCR. Para investigar o seu potencial interferente, o efeito destas substancias
ao nivel do desempenho do ensaio foi avaliado em amostras de LCR que conftinham o VVZ numa
concentracdo de, aproximadamente, 10 vezes o valor do limite de detegdo (LOD) (1000 cépias/ml).

Estas substdncias demonstraram ndo provocar qualquer inferferéncia com os reagentes do kit artus VZV
QS-RGQ (consultar a tabela 2).

Tabela 2. Substéncias interferentes em amostras de LCR

Concentragdo Substancia interferente Crig Cruais = Cri) Controlo

de VVZ

(cépias/ml) Item Concentragdo Cr médio DP CV (%) Absoluto
Eritrécitos - 23,45 0,06 0,24 0,13

1000 gADN 10 000 23,51 0,02 0,09 0,07
gADN 100 000 23,78 0,11 0,45 0,20
Controlo = 23,58 0,06 0,26 =

CV: coeficiente de variagdo; IC: controlo interno; Sl: substancia interferente; DP: desvio padréo.
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Avaliacdo clinica - liquido cefalorraquidiano (LCR)

O desempenho clinico do kit artus VZV QS-RGQ foi avaliado, testando um total de 163 amostras
forcadas e analisando os resultados obtidos relativamente aos resultados de um método compardvel num
laboratério clinico externo. Os resultados foram analisados em duas partes: a parte um consistia numa
andlise de concordéncia categérica de Percentagem de Concordéncia Positiva, Percentagem de
Concordéncia Negativa e Percentagem de Concordancia Geral; a parte dois consistia numa andlise dos
resultados de um total de 75 amostras de LCR que recaiam no intervalo dindmico de ensaio comum
utilizando as andlises de regressdo Deming e Passing-Bablok, sendo os resultados reportados juntamente

com a interseccdo e o declive correspondentes (consultar a tabela 3 e a figura 3).

Tabela 3. Dados do estudo de desempenho clinico para amostras de plasma com EDTA

Medida de concordéncia Frequéncias Percentagem de Limite de confianca de  Limite de confianga de
concorddncia 95% bilateral 95% bilateral binomial
binomial (exato) inferior (exato) superior
Clopper-Pearson Clopper-Pearson
Percentagem de 163/163 100,00 97,76 100,00
concordéncia geral
Percentagem de 100/100 100,00 96,38 100,00
concordéncia positiva
Percentagem de 63/63 100,00 94,31 100,00
concordéncia negativa

Intersecgdo Deming: -0,348, Declive: 1,027
Intersecgdo Passing-Bablok: -0,361, Declive: 1,030

Logio cépias/ml: Kit artus VZV QS-RGQ

2 3 4 5 ] 7 8
Log1o cépias/ml: Kit de comparagdo
o o Dados ———  Regressdo Passing-Bablok ——  Regressdo Deming

Figura 3. Grdfico de regressdo com linhas Passing-Bablok e Deming para amostras de LCR. Foram incluidas na andlise as amostras que
se enconfram enfre o limite inferior de quantificagdo e o limite superior de quantificagdio para ambos os kits.
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O grdfico Bland-Altman na figura 4 mostra que a diferenca média aproximada do log entre os kits é de
0,22 e que esta diferenca ndo é influenciada pela concentragdo de teste.
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Figura 4: Gréfico Bland-Altman (plasma). As linhas de referéncia horizontais localizam-se em -0,22, -0,42, e -0,03 e indicam a
diferenca média (logio cépias/ml: kit artus VZV QSRGQ - log 1o cépias/ml: kit de comparacdo) e o intervalo de previséo de 95%
correspondente. Foram incluidas na andlise as amostras que se encontravam entre o limite inferior de quantificacéo e o limite superior
de quantificagdo para ambos os kits.

Sensibilidade andlitica — plasma

Para o plasma, a sensibilidade analitica relativa & purificacdo do kit artus VZV QS-RGQ foi determinada
utilizando plasma humano contaminado com uma série de diluigdes de material virico de 100 a 0,316

cédpias/ml.

Estas foram sujeitas a extragdo de ADN com o kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi em conjunto
com o protocolo Cellfree200_DSP (volume de extracdo: 1 ml, volume de elui¢do: 60 pl). Cada uma das 8
diluicdes foi analisada com o kit artus VSV QS-RGQ em 4 dias diferentes, em 4 ensaios com 11 modelos

de replicagdo cada. Os resultados foram determinados por andlise de probit.
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E apresentada uma ilustracéo grdfica da andlise de probit na figura 5. O limite de detecdo analitica para
o VVZ relativa & purificagdo do kit artus VZV QSRGQ em combinagdo com o Rotor-Gene Q é de 12,725
cépias/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de 95% de o limite de
12,725 cépias/ml ser detetado.
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Figura 5. Andlise de probit: plasma, VVZ (Rotor-Gene Q). Sensibilidade analitica relativa & purificagéo (utilizando o kit QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi) e o kit artus VZV QSRGQ no Rotor-Gene Q.

Intervalo linear — plasma

O intervalo linear relativo & purificacdo do kit artus VZV QSRGQ foi determinado por andlise de uma
série de diluicdes do material virico em plasma, variando entre 6,92 x 10° cépias/ml e
1,0 x 10! cépias/ml. A purificagdo foi efetuada em modelos de replicagdo (n = 4 para concentragdes
>1,00 x 10° cépias/ml; n = 8 cada para concentragdes <1,00 x 10¢ cépias/ml) usando o Kit
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi em combinacdo com o protocolo Cellfree200_DSP (volume de
extracdo: 1 ml, volume de elvicdo: 40 pl). Cada uma das amostras foi analisada usando o kit

artus VZV QS-RGQ.
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No plasma, o intervalo linear relativo & purificagdo do kit artus VZV QSRGQ para material do VVZ foi

determinado para abranger as concentragdes de 127 cépias/ml a 6,92 x 104 cépias/ml (figura 6).
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Figura 6. Intervalo linear do kit artus VZV QS-RGQ (plasma). Célculo do infervalo linear. A linha reta foi determinada por uma regresséo
linear das concentragdes calculadas de logio com as concentragdes nominais de logio. A equagdo da linha de regressdo estd incluida
na figura.

Robustez — plasma

A verificacdo da robustez no plasma permite a determinacdo da taxa de insucesso total do kit
artus VZV QS-RGQ. Para verificagdo da robustez, 30 amostras de plasma negativo para o VVZ foram
contaminadas com 38,175 cépias/ml de material do VVZ (uma concentracdo aproximadamente trés
vezes superior ao limite de sensibilidade analitica). Apds extracdo usando o kit QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi, em conjunto com o protocolo Cellfree 1000_DSP (volume de extragdo: 1 ml, volume
de eluigdo: 60 pl), estas amostras foram analisadas com o kit artus VZV QS-RGQ. Para robustez nos testes
alvo do VVZ, foram detetadas amostras 100% (30/30) positivas para o VVZ.

Adicionalmente, a robustez do controlo interno foi avaliada apés purificacdo e andlise das 116 amostras

de plasma contaminadas. Estas amostras eram 100% negativas para o VVZ e 100% positivas para o alvo
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de controlo interno. Nao foram observadas inibicdes. A robustez do kit artus VZV QS-RGQ ¢é, assim,
>99%.

Substéncias interferentes — plasma

Foram identificadas quatro substéncias endégenas (bilirrubina, hemoglobina, triglicerideos e proteina
albumina) numa elevada concentragdo como potenciais substéncias interferentes presentes em amostras
de plasma. Os seus efeitos foram avaliados em plasma contendo VVZ numa concentragdo
aproximadamente 10 vezes o valor do limite de detegdo (LOD) (127,25 cépias/ml). Como controlo,
foram incluidas amostras contaminadas com VVZ sem a adicdo de qualquer substéncia interferente. Todas
as amostras, com ou sem a adicdo de substdncias interferentes, foram analisadas em 4 modelos de
replicagdo utilizando o kit QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi em conjunto com o protocolo
Cellfree 1000_DSP (volume de extracdo: 1 ml, volume de eluigdo: 60 pl). Para as amostras contendo
niveis elevados de inibidores endégenos (bilirrubina, hemoglobina, triglicerideos e proteina albumina),

ndo foi observada qualquer interferéncia para a detegdo do VVZ.

Avaliagdo clinica — plasma

O desempenho clinico do kit artus VZV QS-RGQ foi avaliado, testando um total de 161 amostras de
plasma com EDTA forcadas e analisando os resultados obtidos relativamente aos resultados de um
método compardvel num local externo. Os resultados foram analisados em duas partes: a parte um
consistia numa andlise de concordéncia categérica de Percentagem de Concordéncia Positiva,
Percentagem de Concordéncia Negativa e Percentagem de Concordancia Geral; a parte dois consistia
numa andlise dos resultados de um total de 97 amostras de plasma com EDTA que recaiam no intervalo
dindmico de ensaio comum utilizando as andlises de regressdo Deming e Passing-Bablok, sendo os
resultados reportados juntamente com a intersecg@o e o declive correspondentes (consultar a tabela 4 e a
figura 7).
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Tabela 4. Dados do estudo de desempenho clinico para amostras de plasma com EDTA

Medida de concordéncia Frequéncias Percentagem de Limite de confianca de  Limite de confianga de
concordéncia 95% bilateral binomial ~ 95% bilateral binomial
(exato) inferior Clopper- (exato) superior
Pearson Clopper-Pearson
Percentagem de 161/161 100,00 97,73 100,00
concordéncia geral
Percentagem de 101/101 100,00 96,41 100,00
concordéncia positiva
Percentagem de 60/60 100,00 94,04 100,00
concordéncia negativa
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Intersecgdo Deming: -0,122, declive: 1,005
Intersecgdo Passing-Bablok: -0,069, declive: 0,998

Logio cépias/ml: Kit arfus VZV QS-RGQ

Logio cépias/ml: Kit de comparagdo
0 0o Dados ——  Regressdo Passing-Bablok ——  Regressdo Deming

Figura 7: Grdfico de regressdo com linhas Passing-Bablok e Deming para amostras de plasma. Foram incluidas na andlise as amostras
que se encontram entre o limite inferior de quantificacdo e o limite superior de quantificagdo para ambos os kits.

O grdfico Bland-Altman na figura 8 mostra que a diferenca média aproximada do log entre os kits é de -

0,10 e que esta diferenga ndo é influenciada pela concentragdo de teste.
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Figura 8: Grdfico Bland-Altman (plasma). As linhas de referéncia horizontais localizam-se em -0,10, -0,34, e 0,14 e indicam a diferenca
média (logio cépias/ml: kit artus VZV QS-RGQ - log 1o cépias/ml: kit de comparacdo) e o intervalo de previsdo de 95%
correspondente. Foram incluidas na andlise as amostras que se encontravam entre o limite inferior de quantificagéo e o limite superior
de quantificagdo para ambos os kits.

Precisdo

Os dados de precisdo do kit artus VZV QS-RGQ permitem a determinacdo da varidncia total do ensaio. A
variéncia total consiste na variabilidade intra-ensaio (variabilidade de mdltiplos resultados de amostras da
mesma concentracdo num ensaio), na variabilidade entre ensaios (variabilidade de multiplos resultados
do ensaio gerados nos diversos instrumentos do mesmo tipo, por diferentes operadores num laboratério) e
na variabilidade entre lotes (variabilidade de multiplos resultados do ensaio utilizando diversos lotes). Os
dados obtidos foram utilizados para determinar o desvio padrdo, a varidncia e o coeficiente de variacdo

para o agente patogénico especifico e a PCR de controlo interno.

Os dados de precisdo analitica do kit artus VZV QS-RGQ (sem considerar a purificagdo) foram recolhidos
usando o padrdo de quantificagdo da concentracdo mais baixa (QS 4; 10 cédpias/pl). O teste foi
realizado com 8 modelos de replicagdes. Os dados de precisdo foram calculados com base nos valores
de Cr das curvas de amplificagdo (Cr: ciclo limite, ver tabela 2). Além disso, foram determinados dados
de precisdo para resultados quantitativos em cépias/pl utilizando os valores de Cr correspondentes

(tabela 3). Tendo por base estes resultados, a dispersao estatistica global de uma dada amostra com a
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concentragdo referida é de 0,45% (Cr) ou 8,32% (concentragdo) e 2,81% (Cr) para a detecdo do
controlo interno. Estes valores baseiam-se na totalidade de todos os valores individuais das variabilidades

determinadas.

Tabela 5. Dados de precisdo para o VVZ com base nos valores de C;

Desvio padréo Variéncia Coeficiente de variacéo (%)
Variabilidade intra-ensaio:
VZV QS 4 0,08 0,01 0,26
Vcriabilidgde intra-ensaio: 0,04 0,002 0,17
Controlo inferno
Variabilidade entre ensaios:
VZV QS 4 0,15 0,02 0,50
Vorlobllld.cde entre ensaios: 0,39 0,15 163
Controlo interno
Variabilidade entre lotes:
VZV QS 4 0,10 0,01 0,34
Voriubilid.cde entre lotes: 0,66 0,43 2,65
Controlo interno
Varidncia total:
VZV QS 4 0,13 0,02 0,45
VqriéncicA total: 0,68 0,47 2,81
Controlo inferno

Tabela 6. Dados de precisdo para o VVZ com base nos resultados quantitativos (em cépias/ml)

Desvio padrdo Variéncia Coeficiente de variacéo (%)
x;(/icggiiade intra-ensaio: 0,50 0,25 5,46
x;cacbgidfde entre ensaios: 0,85 0,72 8,72
x;(/iaggiicde entre lotes: 0,75 0,56 7,67
\\;;(/.uggi total: 0,81 0,66 8,32
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Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do desempenho do kit artus VZV QS-
RGQ, bem como uma comparacdo de eficiéncia com outros produtos. Estes dados foram obtidos pela

participacdo nos programas de competéncia estabelecidos.

Contaminacdo cruzada

A auséncia de contaminagdo cruzada entre amostras para a totalidade do processo foi comprovada pela
detecdo correta de todas as amostras positivas e negativas conhecidas, em posicdes alternadas (padrdo

xadrez) para o sistema artus QS-RGQ representativo.
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Esta pdgina foi intencionalmente deixada em branco.
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Os produtos relacionados e as informagdes de encomenda estdo listados no manual para o kit artus VZV

QS-RGQ PCR

Para informagdes atualizadas sobre licenciamento e limitagdes de responsabilidade especificas do
produto, consultar o respetivo manual do kit QIAGEN® ou do utilizador. Os manuais do kit e do utilizador
QIAGEN encontram-se disponiveis em www.qiagen.com ou podem ser solicitados & Assisténcia Técnica
ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC®, VR-1367™ (American Type Culture Collection).
Os nomes registados, as marcas comerciais, efc. utilizados neste documento, quando néo assinalados como tal, ndo devem ser considerados como néo protegidos por lei 10/2015 HB-0401-D01-002
© 2012-2015 QIAGEN, todos os direitos reservados
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