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Tespit sinir — plazma

QlAsymphony® SP iizerinde ekstraksiyon ile kombinasyon halinde CMV pozitif klinik numuneler
kullanilarak artus CMV QS-RGQ Kit igin saflastirma (hassasiyet limiti) agisindan saptama limiti
(limit of detection, LOD) degerlendirilmistir.

Plazma igin artus CMV QSRGQ Kitin saflagtirnimasiyla iligkili LOD klinik plazma 6rnekleri
eklenmis 1000 ila nominal 0,316 CMV kopya/ml seklinde CMV virlis materyalinin dillisyon serisi
kullanilarak belirlenmigtir. Bunlar QIAsymphony QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit ile
kombinasyon halinde Cellfreel000_DSP protokoli kullanilarak DNA ekstraksiyonuna tabi
tutulmustur (ekstraksiyon hacmi: 1 ml, ellisyon hacmi: 60 pl). 10 dilisyonun her biri artus CMV
QS-RGQ Kitile 4 farkli glinde her birinde 8 replikatlik 4 galigsmayla analiz edilmistir. Sonuglar probit
analiziyle belirlenmistir. Probit analizinin grafik bir temsili Sekil 1'de verilmistir. Rotor-Gene Q ile
kombinasyon halinde artus CMV QS-RGQ Kit'in saflagtiriimasi agisindan LOD 42,5 kopya/ml
seklindedir (p = 0,05). Bu 42,5 kopya/ml'nin (69,7 1U/ml'ye tekabdil eder) saptanmasi olasiliginin
%95 oldugu anlamina gelir.
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Sekil 1. Probit analizi: plazma, CMV (Rotor-Gene Q). Rotor-Gene Q (izerinde artus CMV QS-RGQ Kit'in
saflagtirimasi (plazma, QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit kullanilarak) dikkate alinarak saptama
limiti.

artus CMV QS-RGQ Kit: Performans 6zellikleri  02/2018



Ozgullik — plazma

artus CMV QS-RGQ Kit 6zgillugl oncelikle primer ve problarin segilmesi ve ayrica kati reaksiyon
kosullarinin secilmesiyle saglanir. Primerler ve problar gen bankalarinda yayimlanmig tim
dizilere olasi homolojiler agisindan sekans karsilastirma analiziyle kontrol edilmistir. Tim ilgili
genotiplerin saptanabilirligi bdylece saglanmistir.

Ayrica Ozgullik 100 farkh CMV negatif plazma 6rnediyle dogrulanmisgtir. Bunlar
CMV RG Master'a dahil edilen CMV'ye spesifik primerler ve problarla herhangi bir sinyal
olusturmamistir.

artus CMV QS-RGQ Kit'in olasi gapraz reaktivitesi Tablo 1'de liste halinde verilen kontrol grubu
kullanilarak test edilmistir (asagdida). Test edilen patojenlerin higbiri reaktif bulunmamigstir. Mikst

enfeksiyonlarla ¢capraz-reaktivite durumlari gérilmemistir.

Tablo 1. Kitin 6zgulligiiniin potansiyel ¢gapraz reaktif patojenlerle test edilmesi

CMV Dabhili kontrol
Kontrol grubu (Cycling Green) (Cycling Yellow)

insan herpesviriisii 1
(Herpes simpleks virtist 1)

insan herpesviriisii 2
(Herpes simpleks virlist 2)

insan herpesviriisii 3
(Varisella-zoster virtisii)

insan herpesviriisii 4
(Epstein-Barr virisu)
insan herpesviriisii 6A -
insan herpesviriisii 6B =
insan herpesviriisii 7 -

insan herpesviriisii 8
(Kaposi sarkomu iligkili herpes virtisi)

Hepatit A virisi -
Hepatit B virusu -
Hepatit C virtsu -
insan immiinyetmezIik viriisi 1 -
insan T hiicresi I6semi virlisii 1 -
insan T hiicresi [6semi viriisii 2 -
Bati Nil virtsu -
Enterovirts -
Parvovirlis B19 -
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Lineer aralik — plazma

artus CMV QS-RGQ Kit'in saflastiriimasiyla ilgili lineer aralik plazmada 1,00 x 108 kopya/ml ila
3,16 x 10* kopya/ml araligindaki CMV virlis materyali dillisyon serisi analiz edilerek belirlenmistir.
Saflagtirma Cellfree1000_DSP protokolu ile kombinasyon halinde QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi Kit kullanilarak replikatlar (=1,00 x 107 kopya/ml her bir konsantrasyon icin
n=4; <1,00 x 107 kopya/ml her bir konsantrasyon igin n=8) kullanilarak yapilmistir (ekstraksiyon
hacmi: 1 ml, elisyon hacmi: 60 pl). Orneklerin her biri artus CMV QS-RGQ Kit kullanilarak analiz
edilmistir. artus CMV QS-RGQ Kit'in saflastiriimasiyla ilgili olarak lineer aralik plazma igin 7,94 x
10! kopya/ml ila 1,00 x 108 kopya/ml konsantrasyonlari (1,30 x 102 ila 1,64 x 108 IU/ml'ye tekabl
eder) kapsayacak sekilde belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. arfus CMV QS-RGQ Kit'in (plazma) lineer arahig:. Lineer aralijin hesaplanmasi. Diiz gizgi logo
nominal konsantrasyonlarla logio hesaplanmig konsantrasyonlarin lineer regresyonuyla belirlenmistir.
Regresyon ¢izgisinin denklemi sekle dahil edilmistir.

Guclulik — plazma

Guglilagian dogrulanmasi arfus CMV QS-RGQ Kitin toplam basarisizlik oraninin belirlenmesini
mumkan kilar. Gugluliginid dogrulamak igin, 100 CMV negatif plazma drnegine 130 kopya/ml
CMV eklenmistir (LOD'nin yaklasik 3 kati konsantrasyon). QlAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi Kit ile kombinasyon halinde plazma icin Cellfree1000_DSP protokolt kullanilarak
ekstraksiyon sonrasinda (ekstraksiyon hacmi: 1 ml, eliisyon hacmi: 60 pl) bu 6rnekler artus CMV
QS-RGQ Kit ile analiz edilmistir. Ayrica dahili kontrollin gig¢liligi 100 ekleme yapilmis plazma
drneginin saflastirimasi ve analizinden degerlendirilmistir. inhibisyonlar gézlenmemistir. Béylece
artus CMV QS-RGQ Kit guiclaligl >%99'dur.
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Olumsuz etkileyen maddeler — plazma

Artmis konsantrasyonda dort endojen madde (bilirubin, hemoglobin, trigliserit ve albumin protein),
EDTA-plazma o6rneklerinde bulunan olumsuz etkileyebilecek maddeler olarak tanimlanmigtir.
Etkileri LOD degerinin yaklasik 10 katinda CMV igeren plazmada degerlendiriimistir (425
kopya/ml). Kontrol olarak CMV eklenmis plazma 6rnekleri herhangi bir enterferans yapici madde
eklenmeden dahil edilmigtir. Enterferans yapici maddeler eklenerek veya eklenmeden tim
ornekler, Cellfree1000 protokolil ile kombinasyon halinde QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Midi Kit kullanilarak 4 replikat halinde analiz edilmistir (ekstraksiyon hacmi: 1 ml, elisyon hacmi:
60 pl). Artmis endojen inhibitdr (bilirubin 30 mg/dl, hemoglobin 2 g/dl, trigliserit 1 g/dl ve albumin
protein 6 g/dl) duzeyleri iceren Ornekler icin CMV saptama agisindan bir enterferans

g6zlenmemistir.

Klinik degerlendirme — plazma

artus CMV QS-RGQ Kit'in klinik performansi klinik numunelerin test edilmesi ve bulgularin
karsilastirilabilir bir yontemle elde edilen sonuglara gére analiz edilmesiyle degerlendirilmistir.
CMV ile enfekte hastalardan EDTA tupleri i¢ine toplanan veya CMV igin birinci WHO standardi
kullanilarak suni olarak hazirlanan ve ayrica negatif kontrollerden toplam 174 plazma numunesi
artus CMV QS-RGQ Kit ile ve karsilastirilabilir ydntemle harici bir galigma yerinde test edilmistir.
Her iki kitin kalitatif anlagsmasi %100'dl. Y ekseninde QIAGEN Kkiti test sonucu ve X ekseninde
karsilastirma testi sonucuyla Deming ve Passing-Bablok regresyon analizi yapiimistir (bakiniz
Sekil 3). QIAGEN Kkiti ile karsilastirma kiti arasinda tibbi karar noktasinda (1000 IU/ml) logio
(IU/ml) cinsinden tahmin edilen fark Deming regresyonundan hesaplandidi sekilde 0,074 logio

1U/ml olmustur.
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Deming Kesigimi: 0,253, Egim: 0,940
Passing-Bablok Kesisimi: 0,291, Egim: 0,929

Logio IU/ml: artus CMV QS-RGQ Kit
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Logio IU/ml: Karsilagtirma kiti

oon  Veriler —— Passing-Bablok ——  Deming Regresyonu
Regresyonu

Sekil 3. Passing-Bablok ve Deming ¢izgileriyle (plazma) regresyon plotu. Her iki kit i¢in alt
kantifikasyon limiti (LLOQ) ve Ust kantifikasyon limiti (ULOQ) arasindaki 6rnekler analize dahil edilmistir.

Hesaplanan logio (IU/ml) farkina bakmak igin bir Bland-Altman plotu olusturulmustur. Ayrica
ortalama logio (IU/ml) farki ve karsilik gelen %95 aralii hesaplanmis ve plot Ulzerine
yerlestirilmistir (bakiniz $ekil 4).
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logio lU/ml ortalamasi: artus CMV QS-RGQ Kit ve logio IU/ml: Kargilagtirma kiti

Sekil 4. Bland-Altman plotu (plazma). Yatay referans cizgileri 0,00, —0,57 ve 0,58 degerlerindedir ve
ortalama farki (logio 1U/ml: artus CMV QSRGQ Kit — log1o IU/ml: Karsilastirma kiti) ve karsilik gelen %95
ongorme arahgini gosterir. Her iki kit igin alt kantifikasyon limiti ve tst kantifikasyon limiti arasindaki érnekler
analize dahil edilmistir.
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Saptama Limiti — tam kan

QlAsymphony SP iizerinde ekstraksiyon ile kombinasyon halinde CMV pozitif klinik numuneler
kullanilarak artus CMV QS-RGQ Kit icin saflagtirma (hassasiyet limiti) agisindan LOD

degerlendirilmistir.

Tam kan igin artus CMV QSRGQ Kit'in saflastiriimasiyla iligkili LOD, klinik plazma &rnekleri
eklenmis 1000 ila nominal 3,16 CMV kopya/ml seklinde CMV virlis materyalinin diliisyon serisi

kullanilarak belirlenmistir.

Bunlar QlAsymphony DNA Mini Kit ile kombinasyon halinde VirusBlood200_DSP protokolii
kullanilarak DNA ekstraksiyona tabi tutulmustur (ekstraksiyon hacmi: 200 pl, elisyon hacmi:
60 ). 8 dilusyonun her biri artus CMV QS-RGQ Kit ile 3 farkli giinde her birinde 11 replikatlik 6
¢alismayla analiz edilmistir. Sonuglar probit analiziyle belirlenmistir.

Probit analizinin grafik bir temsili Sekil 5'de verilmistir. Rotor-Gene Q ile kombinasyon halinde
artus CMV QS-RGQ Kit'in saflagtirimasi agisindan LOD 164,55 kopya/ml seklindedir (p = 0,05).
Bu 164,55 kopya/ml'nin (122,59 IU/ml'ye tekabil eder) saptanmasi olasihginin %95 oldugu

anlamina gelir.

1.0 95% “ e+ o

0.8 ~ ¢
s
= 0.6 1 .
E 2,21631~ 164,55 kopya/ml (%95)
(o) L (82,01-636,34 kopya/ml)

0.4 -

0.2 1 .

*
1 (0] 3
Log (doz)

Sekil 5. Probit analizi: tam kan, CMV (Rotor-Gene Q). Rotor-Gene Q uzerinde artus CMV QSRGQ Kit'in
saflagtirimasi (tam kan, QlAsymphony DNA Mini Kit kullanilarak) dikkate alinarak saptama limiti.
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Ozgllik — tam kan

artus CMV QS-RGQ Kit 6zgillugl oncelikle primer ve problarin segilmesi ve ayrica kati reaksiyon
kosullarinin secilmesiyle saglanir. Primerler ve problar gen bankalarinda yayimlanmig tim
dizilere olasi homolojiler agisindan sekans karsilastirma analiziyle kontrol edilmistir. Tim ilgili

genotiplerin saptanabilirligi bdylece saglanmistir.

Ayrica 6zgullik 100 farkli CMV negatif tam kan o&rnegiyle dogrulanmigtir. Bunlar
CMV RG Master'a dahil edilen CMV'ye spesifik primerler ve problarla herhangi bir sinyal

olusturmamistir.

arfus CMV QS-RGQ Kit'in olasi ¢apraz-reaktivitesi Tablo 1'de liste halinde verilen kontrol grubu
kullanilarak test edilmistir (bkz. sayfa 3). Test edilen patojenlerin higbiri reaktif bulunmamigtir.

Mikst enfeksiyonlarla ¢gapraz reaktivite durumu goriimemistir.

Lineer aralik — tam kan

artus CMV QS-RGQ Kit'in saflastiriimasiyla ilgili lineer aralik tam kanda 5,00 x 107 ila 1,00 x 102
araligindaki CMV virls materyali dilisyon serisi analiz edilerek belirlenmistir. Saflastirma
QlAsymphony DNA Mini Kit kullanilarak replikatlar (21,00 x 107 kopya/ml| her bir konsantrasyon
icin n = 4; <1,00 x 107 kopya/ml her bir konsantrasyon igin n = 8) seklinde VirusBlood200_DSP
protokoli ile kombinasyon halinde yapilmistir (ekstraksiyon hacmi: 200 pl, elisyon hacmi: 60 pl).
Orneklerin her biri artus CMV QS-RGQ Kit kullanilarak analiz edilmistir. artus CMV QS-RGQ Kit'in
saflastinimasiyla ilgili olarak lineer aralik tam kan igin 1,00 x 10% kopya/ml ila 5,00 x 10’
kopya/ml konsantrasyonlari (7,45 x 102 ila 3,73 x 107 IU/ml'ye tekabil eder) kapsayacak sekilde
belirlenmigtir (Sekil 6).
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Sekil 6. arfus CMY QS-RGQ Kit'in (tam kan) lineer araligi. Lineer araligin hesaplanmasi. Diiz gizgi log o
nominal konsantrasyonlarla logio hesaplanmig konsantrasyonlarin lineer regresyonuyla belirlenmistir.
Regresyon cizgisinin denklemi sekle dahil edilmistir.

Guclulik — tam kan

Giglaligin dogrulanmasi artus CMV QS-RGQ Kit'in toplam basarisizlik oraninin belirlenmesini
muamkdin kilar. Guglaligini dogrulamak igin, 100 CMV negatif tam kan 6rnegine 500 kopya/mi
CMV eklenmistir (LOD'nin yaklasik 3 kati konsantrasyon). QlAsymphony DNA Mini Kit ile
kombinasyon halinde tam kan igin VirusBlood200_DSP protokoll kullanilarak ekstraksiyon
sonrasinda bu ornekler artus CMV QS-RGQ Kit ile analiz edilmigtir. Ayrica dahili kontroliin
glcliligt 100 ekleme vyapilmis tam kan o©rneginin saflastinlmasi ve analizinden
degerlendirilmistir. Inhibisyonlar gézlenmemistir. Béylece artus CMV QS-RGQ Kit giigliligi
>9%99'dur.
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Olumsuz etkileyen maddeler — tam kan

Artmis konsantrasyonda Ulg¢ endojen madde (bilirubin, trigliserit ve gDNA), EDTA tam kan
orneklerinde bulunan olumsuz etkileyebilecek maddeler olarak tanimlanmistir. Etkileri LOD
degerinin yaklasik 10 katinda CMV igeren tam kanda degerlendirilmistir (1650 kopya/ml). Kontrol
olarak VZV eklenmig tam kan érnekleri herhangi bir enterferans yapici madde eklenmeden dahil
edilmigtir. Enterferans yapici maddelerin eklenerek veya eklenmeden tim érnekler QlAsymphony
DNA Mini Kit trtini VirusBlood200_DSP protokoli ile kombinasyon halinde kullanilarak 4 replikat
halinde analiz edilmistir (ekstraksiyon hacmi: 0,2 ml, elisyon hacmi: 60 pl). Artmis endojen
inhibitdr (bilirubin 30 mg/dl, trigliserit 1 g/dl ve 3ug/érnege kadar gDNA) duzeyleri iceren drnekler
icin CMV saptama agisindan bir enterferans gézlenmemistir.

Klinik degerlendirme — tam kan

artus CMV QS-RGQ Kit'in klinik performansi klinik numunelerin test edilmesi ve bulgularin
karsilagtirilabilir bir yontemle elde edilen sonuglara gére analiz edilmesiyle degerlendirilmistir.
CMV ile enfekte hastalardan ve ayrica negatif kontrollerden toplanan toplam 115 tam kan klinik
numunesi artus CMV QS-RGQ Kit ile ve karsilastirilabilir ydntemle harici bir galisma yerinde test
edilmistir. Y ekseninde QIAGEN kiti test sonucu ve X ekseninde kargilastirma testi sonucuyla
Deming ve Passing-Bablok regresyon analizi yapilmistir (bakiniz Sekil 7).
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Sekil 7. Passing-Bablok ve Deming cizgileriyle (tam kan) regresyon plotu. Analize sadece klinik
ornekler dahil edilmistir. Her iki kit igin alt kantifikasyon limiti (LLOQ) ve Ust kantifikasyon limiti (ULOQ)
arasindaki érnekler analize dahil edilmigtir.
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Hesaplanan logio (IU/ml) farkina bakmak icin bir Bland-Altman plotu olusturulmustur. Ayrica
ortalama logio (IU/ml) farki ve karsiik gelen %95 aralidi hesaplanmis ve plot Uzerine

yerlestiriimistir (bakiniz Sekil 8).

QIAGEN Kkiti ile kargilastirma kiti arasinda logio (IU/mL) cinsinden ana fark 0,18 logio 1U/ml
olmustur. Her iki kitin kalitatif anlagsmasi %100'd.
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Sekil 8. Bland-Altman plotu (tam kan). Yatay referans ¢izgileri -0,18, -0,86 ve 0,51 deg@erlerindedir ve
ortalama farki (log10 IU/ml: artus CMV QS-RGQ Kit — log10 IU/ml: kargilastirma kiti) ve karsilik gelen
%95 6ngdrme arahigini gosterir. Analize sadece klinik érnekler dahil edilmistir. Her iki kit icin alt
kantifikasyon limiti ve ust kantifikasyon limiti arasindaki 6érnekler analize dahil edilmistir.

Kesinlik

artus CMV QS-RGQ Kit'in kesinlik verileri testin toplam varyansinin belirlenmesini mimkdin kilar.
Toplam varyans, analiz igi degiskenlik (bir deneyde ayni konsantrasyondan o6rneklerin birden
fazla sonucunun degiskenligi), analizler arasi degiskenlik (bir laboratuvarda farkh kullanicilar
tarafindan ayni tipte farkh aletlerde olusturulan birden fazla tahlil sonucunun degiskenligi) ve
partiler arasi degigkenlikten (gesitli partiler kullanilarak tahlilin birden fazla sonucunun
degiskenligi) olusur. Elde edilen veriler patojene spesifik ve dahili kontrol PCR i¢in varyasyon
katsayisini, varyansi ve standart sapmayi belirlemek igin kullaniimigtir.

artus CMV QS-RGQ Kit'in analitik kesinlik verileri (saflastirma dikkate alinmadan) en dusik
konsantrasyonun kantitasyon standardi (QS 4; 10 kopya/ul) kullanilarak toplanmistir. Testler 8
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replikatla yapilmistir. Kesinlik verileri

hesaplanmistir (Ct: esik dongusu, bakiniz Tablo 2, sayfa 12). Ayrica karsilik gelen Ct degerleri
kullanilarak kopya/pl cinsinden kantitatif sonuglar igin kesinlik verileri belirlenmistir (Tablo 3, sayfa
12). Bu sonuglar temelinde belirtilen konsantrasyonun bulundugu herhangi bir érnekte genel
istatistiksel dagilim %1,21 (Ct) veya %14,38 (konsantrasyon) ve dahili kontroliin saptanmasi igin
%1,93 (Ct) seklindedir. Bu degerler belirlenmis degiskenliklerin tim tek degerlerinin toplami

temelindedir.

Tablo 2. Ct degerleri temelinde kesinlik verileri

amplifikasyon egrilerinin Ct degerleri

temelinde

Standart Varyasyon
sapma Varyans katsayisi (%)
Tahliller igi degiskenlik: CMV QS 4 0,17 0,03 0,57
Tahliller ici degiskenlik: Dahili kontrol 0,31 0,10 1,16
Tahliller arasi degigkenlik: CMV QS 4 0,38 0,14 1,27
Tahliller arasi degiskenlik: Dahili kontrol 0,47 0,22 1,77
Gruplar arasi degigkenlik: CMV QS 4 0,33 0,11 1,10
Gruplar arasi degiskenlik: Dahili kontrol 0,53 0,28 2,02
Toplam varyans: CMV QS 4 0,36 0,13 1,21
Toplam varyans: Dahili kontrol 0,51 0,26 1,93
Tablo 3. Kantitatif sonuclar (kopya/pl olarak) temelinde kesinlik verileri
Standart Varyasyon
sapma Varyans katsayisi (%)
Tahliller igi degiskenlik: CMV QS 4 1,34 1,80 13,30
Tahliller arasi degiskenlik: CMV QS 4 1,54 2,38 15,25
Gruplar arasi degiskenlik: CMV QS 4 1,46 2,12 14,41
Toplam varyans: CMV QS 4 1,45 2,11 14,38
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Yeniden Uretilebilirlik

Yeniden Uretilebilirlik verileri artus CMV QS-RGQ Kit'in diizenli performans dederlendirmesine ve
ayrica bagka Urunlerle etkinlik karsilastirmasina izin verir. Bu veriler belirlenmis verimlilik

programlarina katilimla elde edilir.

Capraz kontaminasyon

Tdm is akisi icin 6rnekler arasinda gapraz kontaminasyon yoklugu temsili bir artus QS-RGQ
sistemi igin alternatif pozisyonlarda (dama tahtasi paterni) tim bilinen pozitif ve negatif érneklerin

dogru saptanmasiyla ispatlanmistir.

ligili Griinler ve siparis bilgisi arfus CMV QS-RGQ Kit igin el kitabinda liste halinde verilmistir.

Belge revizyon gecmisi

R4, Subat 2018 "Analiz hassasiyeti", "saptama limiti" veya "LOD" olarak degistirildi;
"Enterferans yapici maddeler" bilgisi eklendi; ilgili Uygulama
Sayfalarindaki dénustiurme faktori bilgisine dayali olarak [U/ml
cinsinden degerler eklendi (mevcut kopya/ml cinsinden verilere
ilave olarak).
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Guncel lisans bilgileri ve urtine 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN Kkiti el kitabina veya kullanim
kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qgiagen.com adresinde
bulunabilir veya QIAGEN Teknik Hizmetler departmanindan ya da yerel distribitériintizden

istenebilir.
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