EZ1® DSP Virus Kit

EZ1 DSP Virus Kit sistem performansi; plazma, serum, CSF, idrar, tam kan, digki, tagsima besi
yerleri, kurutulmus surintiler ve solunum &érnekleri kullanilarak yapilan, viral nukleik asitlerin ve
bakteriyel DNA'nin izolasyonuna yonelik performans degerlendirme g¢alismalar ile ortaya
konmustur. Testler, EZ1 DSP Virus El Kitabinin mevcut strimi olan Surim 4'te agiklanan
protokoller uyarinca gerceklestiriimistir.

Bununla birlikte kit performansi, her bir virlis veya bakteri tlr( icin garanti edilmemektedir ve
kullanici tarafindan dogrulanmasi gerekir. Laboratuvarinda QIAGEN performans degerlendirme
calismalarinin kapsaminda olmadan kullanilan herhangi bir islem igin sistem performansini

dogrulamak kullanicinin sorumlulugundadir.

Performans Ozellikleri

Serum ve plazma

Dogrusal aralik

EZ1 DSP Virus Kit i¢cin dogrusal aralik, HCV ve HIV-1 RNA viruslerinin yani sira HBY DNA
viristine yonelik olarak degerlendirilmistir. Testler, HBV, HCV ve HIV-1 negatif insan plazmasi
veya serumu iginde hazirlanan, miktari belirlenmis viris panellerinin  seyreltileriyle
gerceklestirilmistir. Alti farkli virls titresine sahip seyrelti serisinde her bir 6ge 12 replikat ile test
edilmigti. EZ1 DSP Virus Kit prosedirinin dogrusal araligi HBV, HCV ve HIV-1 igin Abbott
RealTime viral yuk tahlilleriyle belirlenmistir (Tablo 1, Sekil 1). RealTime Dabhili Kontrolleri (her biri
17 pl), her bir HIV-1 veya HCV 6rnegine ekstraksiyon éncesinde dogrudan eklenmistir. RealTime
HBV'ye yonelik olarak her bir érnek igcin 3,4 pl RealTime Dahili Kontrol, tasiyici RNA ile
birlestirilmistir. 400 pl'lik 6rneklerden viral nikleik asitler ekstrakte edilmis ve 90 pl'lik elisyon
tamponunda (AVE) elisyona tabi tutulmustur. PCR, Abbott m2000rt Gzerinde gerceklestirilmistir.

Tablo 1. EZ1 DSP Virus protokoli ile verimlerin dogrusal araliginin belirlenmesi igin
kullanilan 6rnek kaynagi ve agag akigh tahliller

Viris  Kaynak Asagi akigh tahlil Kullanilan tahlil
kilavuzu

HIV-1  BBI (Boston Biomedica, Inc., Boston, Abbott RealTime HIV-1 Abbott RealTime
ABD) defektif HIV, BBI rekalsifiye (Abbott Molecular Inc.) HIV-1
plazma

HCV ProMedDx (ProMedDx LLC Norton, Abbott RealTime HCV  Abbott RealTime
MA, ABD) hasta drnegi, havuzlanmis (Abbott Molecular Inc.) HCV
normal insan serumu

HBV Teragenix (Teragenix Coporate, Ft.  Abbott RealTime HBV  Abbott RealTime . ... ‘

Lauderdale, FL, ABD) hasta 6rnegi, (Abbott Molecular Inc.) HBV “".
rekalsifiye insan plazmasi QIAGEN®

Sample & Assay Technologies
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Sekil 1. EZ1 DSP Virus protokolii kullanilan verimlerin dogrusal aralhigi. EZ1 DSP Virus
protokoliiniin dogrusal araligi viral seyrelti serisi ve Abbott RealTime tahlillerinden
(Tablo 1) HIV-1igin , HCV igin E HBV igin ise kullanilarak belirlenmistir.
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Kesinlik

Standart sapmalar ve varyasyon katsayilari (Coefficients of Variations, CV'ler), uygun asagi akisl
tahlillerin dogrusal araligindaki HIV-1, HCV ve HBV seyrelti serisi i¢in belirlenmistir. Kesinlik
analizi icin dogrusal araligin belirlenmesinde kullanilanlarla ayni asagi akigl tahliller kullanilimigtir
(Tablo 1). Tahliller arasi kesinlik verileri Tablo 2 ile 4 arasinda gosterilmektedir. Her bir panel
Uyesi igin, BioRobot EZ1 DSP Uzerindeki 12 ayri galismada 12 replikat ekstrakte edilmistir. PCR,
Abbott m2000rt Gzerinde her biri 6 replikat kullanilan 2 galisma halinde gercgeklestiriimigtir.

Tablo 2. Abbott RealTime HIV-1 tahlili kullanildiginda EZ1 DSP Virus protokoliiniin tahliller
arasi kesinligi

Log SD (log
Panel Gyesi n Kopya/ml CV (%) kopya/ml kopya/ml)
1 12 148 40 2,17 0,17
2 12 426 26 2,63 0,13
3 12 1082 14 3,03 0,06
4 11 11.506 14 4,06 0,06
5 12 116.145 15 5,07 0,07
6 12 1.300.669 16 6,11 0,08

Tablo 3. Abbott RealTime HCV tahlili kullanildiginda EZ1 DSP Virus protokoliiniin tahliller
arasi kesinligi

SD
Panel Uyesi n IU/ml CV (%) Log IU/ml (log 1U/mMI)
1 12 39 56 1,59 0,27
2 12 122 22 2,09 0,10
3 12 2331 16 3,37 0,08
4 11 51.582 12 4,71 0,05
5 12 357.547 23 5,55 0,11
6 12 5.505.964 24 6,74 0,10
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Tablo 4. Abbott RealTime HBV tahlili kullanildiginda EZ1 DSP Virus protokoltnin tahliller
arasi kesinligi

Log SD (log
Panel Gyesi n Kopya/ml CV (%) kopya/ml kopya/ml)
1 12 22 60 1,34 0,34
2 12 357 16 2,55 0,07
3 12 2835 7 3,45 0,03
4 11 280.221 10 5,45 0,05
5 12 3.311.311 12 6,52 0,05
6 12 40.040.547 14 7,60 0,06

Saptama limiti

Saptama limiti EZ1 DSP Virus sistemi igin %95 probit degerine gére HIV-1 WHO uluslararasi viriis
standardi 97/656, HBV WHO uluslararasi virlis standardi 97/746 ve miktari belirlenmis CMV hiicre
kaltarh Ost fazi kullanilarak belirlenmistir. Saptama limitinin belirlenmesi, uygun virslerin seyrelti
serisinin islenmesiyle gerceklestirilmistir. Virusler HIV, HBV ve CMV negatif normal insan EDTA
plazma havuzunda seyreltiimistir. Her bir seyreltme adimi, seyreltme basina en az 6 replikat
iceren en az 3 bagimsiz ¢alisma halinde hazirlanmigtir. BioRobot EZ1 DSP (zerinde, 60 pl'de
elusyon ile birlikte drnek hazirlidi igin 400 pl plazma kullaniimigtir.

HBV DNA saptamasi igin artus® HBV PCR Kit'ler, CMV DNA saptamasi igin ise artus® CMV PCR
Kitler kullaniimigtir. Ornekler bir LightCycler® 1.2 Instrument (Roche), bir Rotor-Gene® 3000
(Corbett Research) ve bir ABI PRISM® 7000 SDS (Applied Biosystems) (izerinde analiz edilmistir.
COBAS Amplicor Analyzer ile HIV RNA saptamasi igcin COBAS® Amplicor® HIV-1Monitor® Test
(surtim 1.5) kullanilimistir. Tim 6rnekler icin toplu veriler probit analizi kullanilarak degerlendirilmistir.
Veriler Tablo 5 ve 6'da sunulmaktadir, bunlari temsil eden probit grafikleri ise Sekil 2 ve 3'te

mevcuttur.
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Tablo 5. EZ1 DSP Virus sistemi ve artus® PCR Kit'ler kullanildiginda HBV ve CMV DNA

saptama limiti

Belirlemeler Belirlemeler Belirlemeler
Virds Girdi titresi (LightCycler) (Rotor-Gene) (ABI PRISM)
HBV %95 probit degeri
45,7 14,4 13,2
(IU/ml)
Guven araligi
28-102 9,5-26,5 9,0-23,1
(IU/ml)
CmvV %95 probit degeri
67,2 21,8 38,3
(kopya/ml)
Guven araligi
41,8-142 14,5-44,1 21,5-89,8
(kopya/ml)
1z
%95 L oo _
0,8 1 g 1,33829 ~ 21,8 kopya/ml (%95)
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log (doz)

Sekil 2. EZ1 DSP Virus sistemi ve artus® CMV RG PCR Kit kullanildiginda CMV DNA
saptamasi igin probit analizi. Viral niikleik asitler EZ1 DSP Virus sistemi kullanilarak
saflagtinlmis ve Rotor-Gene 3000 Gizerinde CMV DNA saptamasi igin artus® CMV PCR RG
Kit kullanilmigtir. %95 probit degeri 21,8 kopya/ml olmustur.
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Tablo 6. EZ1 DSP Virus sistemi ve COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test, sirim 1.5
kullanildiginda HIV RNA saptama limiti

Girdi titresi (IU/ml) Belirlemeler
%95 probit degeri (IU/ml) 114,5
Guven araligi (1U/ml) 82,9-194,3
1,0
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Sekil 3. EZ1 DSP Virus sistemi ve COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test, Sirim 1.5
kullanildiginda HIV RNA saptamasi igin probit analizi. Viral niikleik asitler EZ1 DSP Virus
sistemi kullanilarak 400 pl ornek girdisi ve 60 pl eliisyon ile saflagtinimistir.
COBAS Amplicor Analyzer lizerinde, ultra hassas modda HIV RNA saptamasi igin
COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test kullanilmigtir. %95 probit degeri 114,5 IU/ml olmustur.

Ornek tasinmasini hari¢ birakma

EZ1 DSP Virus prosedirleri esnasinda ve arasinda capraz kontaminasyon olaylari riskinin
degerlendiriimesi icin BioRobot EZ1 DSP, EZ1 Advanced ve EZ1 Advanced XL cihazlarinin her
birinde dokuz calisma yapilmistir. Testler miktari belirlenmis bir parvoviris B19 hasta 6rnegi
kullanilarak gerceklestiriimistir. Tasima testleri icin kullanilan pozitif drneklerin viral yiki 1,0x108
IU/ml olmustur. Pozitif érneklerin seyreltiimesi igin ve negatif kontrol drnekleri olarak bir insan

parvoviris B19 negatif EDTA plazma havuzu kullaniimistir.

Ornekten érnege tasinmanin saptanmasi igin her bir cihazda negatif ve yiiksek diizeyde pozitif
orneklerden olusan, deg@isen bir dama tahtasi kurulumuyla 2 calisma gergeklestirilmistir. Her
Uglincu galisma, muhtemel galismadan ¢alismaya tasinmanin takibi icin tamamen negatif drnekler
kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu 6érnek kurulumu Ug¢ defa tekrarlanmis ve sonug olarak her bir
cihaz igin toplam dokuz calisma olmustur. Parvoviris B19 DNA, Rotor-Gene 3000 uzerinde
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CE-IVD isaretli artus® Parvo B19 RG PCR Kit kullanilarak saptanmig ve olgllmistir. artus® Parvo
B19 RG PCR Kit'in analitik saptama limiti eliatta 0,2 1U/ul olarak belirlenmistir (p = 0,05). Bu
eliatta 0,2 1U/ul saptanmasi olasiliginin %95 oldugu anlamina gelir.

Yiiksek diizeyde pozitif orneklerin tamami artus® Parvo B19 RG PCR Kit ile pozitif olarak
saptanmistir. Dama tahtasi calismalari ve tamamen negatif olan g¢alismalardaki tim negatif
ornekler tepkisiz kalmistir (Tablo 7, BioRobot EZ1 DSP iizerindeki sonuglari gdstermektedir). Bu
deneyler EZ1 DSP Virus protokolinin séz konusu kosullar altinda 6rnek taginmasina yol
agmadigini géstermektedir.

Tablo 7. BioRobot EZ1 DSP kullanildiginda parvoviris B19 DNA saptamasi igin ¢apraz
kontaminasyon test kurulumu ve Cr degerleri

Pozisyon
Calisma 1 2 3 4 5 6
1 15,47 X 15,41 X 15,36 X
2 X 15,48 X 15,53 X 15,32
3 X X X X X X
4 15,35 X 15,2 X 15,27 X
5 X 15,21 X 15,13 X 15,43
6 X X X X X X
7 15,62 X 15,48 X 15,23 X
8 X 15,31 X 15,83 X 15,62
9 X X X X X X

Tum drneklerin ortalama Cr degeri = 15,40 £ 0,18 (CV = %1,14)

X: 45 PCR doéngusiinden sonra tepkisiz.

Stabilite

EZ1 DSP Virus Kit kullanilarak olusturulan ellatlarda viral RNA ve DNA'nin stabilitesi
belirlenmigtir. insan EDTA plazmasina 1x10% 1U/ml HCV AcroMetrix OptiQuant® HCV RNA ve
Parvo B19 VQC standart materyali eklenmistir. EZ1 DSP Virus sistemi kullanilarak test zaman
noktasi ve inkiibasyon kosulu basina 18 replikat islenmistir. Parvo B19 DNA ve HCV RNA igeren
elbatlar 30°C'de 6 saate, 4°C'de 14 giine, —20°C'de 12 haftaya ve —80°C'de 9 aya kadar inklibe
edilmistir. Calisma hala devam etmektedir. ElGatlar dogrulanmis bir kurum ici HCV RT-PCR ve
artus® Parvo B19 RG PCR kullanilarak analiz edilmistir. 4°C'de 14 gln saklama sonrasinda HCV
RNA icin 18 replikat arasinda bir RT-PCR basarisizligi gézlemlenmistir (Sekil 4).
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Sekil 4. Viral nikleik asitlerin stabilitesi. EZ1 DSP Virus Kit kullanilarak olusturulan
eliiatlarda | HCV RNA ve ] Parvo B19 DNA igin viral RNA ve DNA'in stabilitesi
belirlenmistir.

Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik, 3 farkli giinde ¢alstirilan 3 BioRobot EZ1 DSP cihazi kullanilarak belirlenmistir
(bkz. Tablo 8, sonraki sayfa). Her bir test (A—G) icin, BioRobot EZ1 DSP (zerindeki 2 ¢alismada
12 replikat iglenmistir. insan EDTA plazmasina 1x104 1U/ml AcroMetrix OptiQuant HCV RNA ve
1x10® IU/ml AcroMetrix OptiQuant HBV DNA eklenmistir. HBV DNA, artus® HBV RG PCR Kit ve
HCV RNA ile dogrulanmisg bir kurum i¢i HCV RT-PCR tahlili kullanilarak belirlenmistir.
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Otomatik prosedur, 3 farkli giinde 3 farkl BioRobot EZ1 DSP cihazindaki viral nikleik asitlerin
saflastirimasina yonelik kiyaslanabilir sonuglarin da gosterdigi

tekrarlanabilirdir (Sekil 5).

Tablo 8. Tekrarlanabilirlik test kurulumu

sekilde yuksek dizeyde

Test kurulumu Gun 1 Gun 2 Gin 3
BioRobot EZ1 DSP | TestA TestD TestF
BioRobot EZ1 DSP |l Test B Test E

BioRobot EZ1 DSP Il TestC TestG

40

38

36

Cr

HBV

Sekil 5. Tekrarlanabilirlik. Tekrarlanabilirlik, t¢ farkh glinde ug¢ farkli BioRobot EZ1 DSP

cihazinda belirlenmistir.

HCV
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idrar

EZ1 DSP Virus Kit'in idrar ornekleriyle kullanimda performansi, ilgili 6rnek materyalinde
seyreltiimis olan niceliksel CMV (DNA virtsu) ve HCV (RNA virlsu) viris panelleri kullanilarak
plazma ile kiyaslama yoluyla degerlendirilmistir. Idrar ve plazma érnekleri EZ1 DSP Virus Kit El
Kitabi uyarinca islenmis ve EZ1 DSP Virus Kit ile esdeger 6rnek hacimleri ekstrakte edilmistir.
Viral ntikleik asitler artus® CMV RG PCR ve artus® HCV RG RT-PCR Kit kullanilarak saptanmistir.
EZ1 DSP Virus Kit'in idrar ve plazmayi karsilastiran performans degerlendirmesi hem CMV hem

de HCV icgin yalnizca ~%2 (Ct degerlerine dayali olarak) farkhlik gdstermistir (Tablo 9).

Tablo 9. EZ1 DSP Virus prosediiriiniin idrar ve plazma o6rnekleriyle kullanima yoénelik

kiyaslamasi
Numune CT idrar/Plazma idrar/Plazma
tipi degeri Orani (CT degeri) Kopya/ml Orani (Kopya/ml)
CMV
idrar 31,60 6.250
0,98 1,51
Plazma 32,17 4,130
HCV
idrar 37,83 278
1,02 0,77
Plazma 37,25 363

EZ1 DSP Virus Kit Performans Ozellikleri
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Tam Kan

Dogrusal Aralik

EZ1 DSP Virus Kit icin dogrusal aralik, DNA virGsu olarak EBV kullanimiyla degerlendirilmistir.
Testler, EBV negatif insan tam kani iginde hazirlanan niceliksel viriis panelleri seyreltileriyle
gergeklestirilmistir. Alti farklh virlis titresine sahip seyrelti serisinde her bir 6ge 4 replikat ile test
edilmistir. 200 pl'lik tam kandan (200 pl Buffer ATL* ile karisik) viral nikleik asitler ekstrakte
edilmis ve 60 pl'lik elisyon tamponunda (AVE) elisyona tabi tutulmugtur. EZ1 DSP Virus Kit
prosedirinin dogrusal araligi EBV igin Rotor-Gene Q cihazi (izerinde artus® EBV RG PCR ile
belirlenmigtir (Sekil 6).

*QIAGEN GmbH, kat. no. 939016

7
6 | ¥=11582x-0,8404 .
R? =0,9912 P

(@]
S s *
3 :
c 4
= *
f.‘l)B 3 .
= >
:B‘ Q
0L

2

3 4 5 6

Beklenen (log kopya/ml)

Sekil 6. Tam kandan EBV ekstraksiyonu igin artus® EBV RG PCR tahlili ile birlikte EZ1 DSP
Virus protokolii kullanildiginda verimlerin dogrusal araligi.
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Kesinlik

Tam kana yonelik standart sapmalar ve varyasyon katsayilari (Coefficients of Variations, CV'ler)
CMV icin Rotor-Gene Q cihazi lzerinde artus® CMV RG PCR Kit kullanilarak belirlenmistir.
Tahliller arasi kesinlik verileri Tablo 10 Uzerinde gdsteriimektedir. Kan veren 13 bireyden elde
edilen tam kan EZ1 Advanced XL Uzerinde, ayri ¢alismalarda ve 5 replikat halinde test edilmigtir.
200 pl'lik tam kandan (200 pl Buffer ATL* ile karigik) viral nukleik asitler ekstrakte edilmis ve
120 pl'lik elisyon tamponunda (AVE) ellisyona tabi tutulmustur.

*QIAGEN GmbH, kat. no. 939016

Tablo 10. Tam kandan CMV ekstraksiyonu igin artus® CMV RG PCR Kit ile birlikte EZ1 DSP
Virus protokolinin tahliller arasi kesinligi

SD (log
Donér Kopya/ml CV (%) log kopya/ml kopya/ml)
1 5 7.209 13 3,86 0,06
2 5 7.404 24 3,87 0,10
3 5 7.313 14 3,86 0,06
4 5 7.185 17 3,86 0,08
5 5 7.803 28 3,89 0,12
6 5 7.257 39 3,86 0,17
7 5 7.870 20 3,90 0,08
8 5 7.583 26 3,88 0,12
9 5 8.571 24 3,93 0,10
10 5 7.177 30 3,86 0,13
11 5 8.294 24 3,92 0,11
12 5 7.790 21 3,89 0,10
13 5 7.627 27 3,88 0,13
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Digki

Dogrusal Aralik

EZ1 DSP Virus Kit igin dogrusal aralik, DNA virisi olarak Adenoviris 5 kullanimiyla
degerlendiriimigtir. Testler Adenovirlis negatif diskida hicre kiltlrli Gst fazinin seri 10 kat
seyreltileriyle gergeklestiriimistir. Bes farkli virlis seyreltisine sahip seyrelti serisinde her bir 6ge
10 replikat ile test edilmistir. 200 pl'lik érneklerden (Buffer ASL'de* tekrar 1:10 siispansiyon haline
getirilmig) viral nikleik asitler ekstrakte edilmis ve 120 pl'lik elisyon tamponunda (AVE) ellisyona
tabi tutulmustur. EZ1 DSP Virus prosedurinin dogrusal araliyi Rotor-Gene Q cihazi lzerinde
Adenovirus R-Gene™ PCR tahlili (Argene SA, Fransa, ref. 96-010B) ile birlikte bir referans
ekstraksiyon yontemiyle kiyaslanarak belirlenmistir (Sekil 7).

*QIAGEN GmbH, kat. no. 19082
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Sekil 7. Digkidan Adenoviris 5 ekstraksiyonu i¢in Adenovirus R-GeneTM PCR tahlili ile
birlikte EZ1 DSP Virus protokolii kullanildiginda verimlerin dogrusal araligi.

Kesinlik

Diskiya yonelik standart sapmalar ve varyasyon katsayilari (Coefficients of Variations, CV'ler)
Adenovirus 5 igin Rotor-Gene Q cihazi lizerinde Adenovirus R-Gene™ PCR tahlili (Argene SA,
Fransa, ref. 96-010B) kullanilarak belirlenmistir. Adenoviriis negatif diskiya Adenoviriis 5 hiicre
kaltari Gst fazi eklenmis ve 200 pl'lik 6rneklerden (Buffer ASL'de* tekrar 1:10 slispansiyon haline
getirilmis) viral DNA ekstrakte edilip 120 upl'lik eliisyon tamponunda (AVE) ellisyona tabi
tutulmustur. Ugc EZ1 Advanced XL cihazi ve (¢ EZ1 DSP Virus Kit/Buffer ASL lotu
kombinasyonuyla ti¢ guinde her biri 9 veya 10 replikat iceren yedi EZ1 ¢alismasi yapilmigtir. Tim
ornekler ayni PCR galismasinda analiz edilmistir. Kesinlik verileri (Tablo 11) farkli cihazlardan,
glnlerden, lotlardan ve tim EZ1 calismalarindan birlikte gelen sonuglar (toplam) dikkate alinarak
hesaplanmigtir.

*QIAGEN GmbH, kat. no. 19082
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Tablo 11. Digkidan Adenoviriis 5 ekstraksiyonu igin Adenovirus R-Gene™ PCR tahlili ile
birlikte EZ1 DSP Virus protokoliiniin kesinligi

CV c/ml (%)
Log SD (log Tahlil 3EZ1
Caisma n Kop/ml  kop/ml  kop/ml) ici Adv. XL 3glin 3lot Toplam
1 9 3.530 3,46 0,22 48 80 59 47 66
2 9 2.955 3,42 0,19 38 - = - —
3 9 2.226 3,26 0,35 43 - - - -
4 9 2.385 3,35 0,23 54 - = - —
5 9 604 2,69 0,24 54 - - - -
6 9 1.214 3,06 0,21 53 - = - —
7 10 1.702 3,19 0,26 48 - — — -

Korelasyon galismasi

EZ1 DSP Virus prosedirine yonelik olarak 66 hasta digki érneginden Noroviris Genogrup |l
ekstraksiyonu icin bir referans yontemiyle kiyas vyapilarak bir korelasyon c¢alismasi
gergeklestiriimistir. 200 pl'lik ©rneklerden (Buffer ASL'de* tekrar 1:10 suspansiyon haline
getirilmig) viral nukleik asitler ekstrakte edilmis ve 120 pl'lik elisyon tamponunda (AVE) elisyona
tabi tutulmustur. Analiz Noroviris Genogrup IlI'ye kargi kurum ici bir RT PCR tahlili ile yapilmigtir
(Tablo 12).

*QIAGEN GmbH, kat. no. 19082

Tablo 12. Bir referans yontemiyle EZ1 DSP Virus prosedirinin korelasyonu

Referans
Pozitif Negatif Toplam
Pozitif 34 15 49
EZ1 DSP Virus
Negatif 1 16 17
Toplam 35 31 66
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Tasima Besi Yerleri

Dogrusal Aralik

EZ1 DSP Virus Kit icin dogrusal aralik PreservCyt® besi yerinden (Cytyc Corporation, ref.
0200011) HSV-1 ve Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) ekstrakte edilerek degerlendirilmistir.
Testler, tasima besi yeri iginde hazirlanan niceliksel viris panellerinin seyreltileriyle
gergeklestirilmistir. Alti farkli virls titresine sahip seyrelti serisinde her bir 6ge 5 veya 6 replikat ile
test edilmigti. EZ1 DSP Virus Kit'in dogrusal arah@ artus® HSV1/2 TM PCR ve artus® C.
trachomatis TM PCR tahlili ile bir referans ydntemiyle kiyaslanarak belirlenmigstir (Sekil 8).
200 pl'lik drneklerden viral nlkleik asitler ekstrakte edilmis ve 90 pl'lik elisyon tamponunda (AVE)
elisyona tabi tutulmugtur.
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Sekil 8. Tagima besi yerinden HSV-1 ve C. trachomatis ekstraksiyonu igin artus® C.
trachomatis PCR () ve artus® HSV1/2 TM PCR (E) tahlili ile EZ1 DSP Virus protokoli
kullanildiginda verimlerin dogrusal arahgi. Calisma, bir referans yontemle kiyaslanarak
gerceklestirilmigtir.
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Kesinlik

Tasima besi yerlerine yonelik standart sapmalar ve varyasyon katsayilari (Coefficients of
Variations, CV'ler) HSV-1 ve C. trachomatis i¢in artus® HSV1/2 TM PCR ve artus® C. trachomatis
TM PCR tahlili kullanilarak belirlenmistir. 400 pl'lik besi yerinden viral ve bakteriyel DNA ekstrakte
edilmis ve 60 ul'lik eliisyon tamponunda (AVE) eliisyona tabi tutulmustur. Ug EZ1 DSP Virus Kit
lotu ile G¢ glnde, altt EZ1 calismasinda ve her biri 12 replikat halinde olacak sekilde bes tagima
besi yeri ekstrakte edilmistir. Tim o6rnekler ayni PCR calismasinda analiz edilmistir. C.
trachomatis (Tablo 13) ve HSV-1 (Tablo 14) igin ara kesinlik her bir tasima besi yerinin tim
replikatlari dikkate alinarak hesaplanmistir (farkli EZ1 ¢alismalari, ginler ve lotlar).

Tablo 13. Tasima besi yerlerinden C. trachomatis ekstraksiyonu igin artus® C. trachomatis
RG PCR Kit ile birlikte EZ1 DSP Virus protokoliiniin kesinligi

Nominal Arakesinlik
log TCIDso/ Gozlemlenen CV'si kop/ml Go6zlemlenen  SD (log

Besi Yeri n 0,2 mi kop/mi (%) log kop/ml kop/ml)
IQIAGENSTM 12 3,75 61.623 10 4,79 0,05
’Remel M4RT® 12 3,75 79.630 10 4,90 0,05
SPreservCyt® 12 3,75 54.749 9 4,74 0,04
“BD Surepath® 12 3,75 56.312 18 4,74 0,08
5Copan UTM 12 3,75 76.099 9 4,88 0,04

! QIAGEN GmbH, kat. no. 5123-1220; ? Thermo Fisher Scientific Group, ref. R12505; ° Cytyc Corp.,
ref. 0200011; 4 Becton, Dickinson and Company, ref. GYN-0001-V; ® Copan Diagnostics Inc., kat. no. 330C
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Tablo 14. Tasima besi yerlerinden HSV-1 ekstraksiyonu icin artus® HSV1/2 RG PCR Kit ile
birlikte EZ1 DSP Virus protokoliunin kesinligi

Nominal Ara kesinlik

log TCIDso/ Go6zlemlenen CV'si kop/ml  Gozlemlenen SD (log
Besi Yeri n 0,2 ml kop/ml (%) log kop/ml kop/ml)
IQIAGEN STM 12 4,25 16.615 47 4,17 0,21
’Remel M4RT® 12 4,25 17.433 38 4,21 0,20
SPreservCyt® 12 4,25 13.494 41 4,09 0,19
“BD Surepath® 12 4,25 17.013 58 4,16 0,28
5Copan UTM 12 4,25 15.999 39 4,17 0,18

! QIAGEN GmbH, kat. no. 5123-1220; ? Thermo Fisher Scientific Group, ref. R12505; ° Cytyc Corp.,

ref. 0200011; * Becton, Dickinson and Company, ref. GYN-0001-V; ° Copan Diagnostics Inc., kat. no. 330C
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Klinik Performans (HPV)

STM iginde toplanmis 50 HC2 pozitif 6rnek, PreservCyt® icinde toplanmis 50 HC2 pozitif 6rnek ve
STM icinde toplanmig 8 HC2 negatif Ornekten olusan toplam 108 o&rnekten saflastiriimis
DNA alikotlar1 digene® HPV Genotyping RH Test (kat. no. 613413) ve digene® HPV Genotyping
LQ Test (kat. no. 613215) ile Free University RLB sistemiyle* kiyaslanarak test edilmistir.

Sonuglar ayni (%100 eslesen genotipler), uyumlu (en az bir ortak genotip) veya uyumsuz (eslesen
genotip yok) olarak puanlanmistir. Farkliliklar (uyumsuz genotipleme sonuglari) iki tahlilin de
tekrarlanmasiyla ve devam eden farkliliklar olmasi durumunda Uglincli bir hassas HPV saptama
ve genotipleme tahlili [SPF10-LiPA25 (surim1)] ile analiz yapilarak ¢ézilmastur.

Sonuglar referans yontemine kiyasla her iki genotipleme tahlili icin de baslangigtaki farkhlik
gOsteren orneklerin ¢ézulmesinden sonra ¢ok dusuk bir farklilik gosteren érnek seviyesi (%2)
sergilemistir (Tablo 15).

Tablo 15. Tagima besi yerlerinden HPV ekstraksiyonu igcin EZ1 DSP Virus prosediirii
kullanildiginda digene HPV Genotyping RH Test (A) ve digene HPV Genotyping LQ Test'in
Free University RLB sistemiyle* kiyaslamasi

A B
Sonug turd Klinik drneklerin %'si Klinik 6érneklerin %'si
Ayni 80 58
Uyumlu 18 12
Uyumsuz 2 2

* van den Brule, A. J., Pol R., Fransen-Daalmeije, N., Schouls, L. M., Meijer, C. J., and Snijders, P. J. (2002)
GP5+/6+ PCR followed by reverse line blot analysis enables rapid and high-throughput identification of human

papillomavirus genotypes. J Clin Microbiol 40, 779.
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Klinik Performans (influenza A)

Klinik performansin gosteriimesi amaciyla nikleik asit ekstraksiyonu icin EZ1 DSP Virus Kit
kullanilarak UTM (Copan Diagnostics Inc., kat. no. 330C) iginde toplanmis 102 karakterize
nazofaringeal siiriintii numunesi degerlendirilmistir. influenza A RNA, artus® Inf. A HIN1 2009 LC
RT-PCR Kit ve EUA onayli Focus Influenza A HIN1 (2009) Real-Time RT-PCR testi kullanilarak
saptanmistir (Tablo 16).

Tablo 16. Nazofaringeal siiriintiilerden mevsimsel influenza A ve 2009 H1N1 influenza viriis
ekstraksiyonu igin EZ1 DSP Virus Kit kullanilarak artus® Inf. A HIN1 2009 LC RT-PCR Kit'in
EUA onayl Focus Influenza A H1N1 (2009) Real-Time RT-PCR testi ile kiyaslamasi

Focus Influenza A HIN1 (2009)
Real-Time RT-PCR

Mevsimsel 2009
infl.A H1N1
pozitif pozitif Negatif  Toplam
!\/Iev5|msel 5 0 5 7
Infl.A pozitif
®
artus® Inf. A HIN1 2009 HAN1
2009 LC RT-PCR . 0 27 1 28
pozitif
Negatif 0 0 67 67
Top|am 5 27 70 102
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Kurutulmus Suruntuler

Dogrusal Aralik

EZ1 DSP Virus Kit igin dogrusal aralik Puritan Cotton Swabs (ref. 25-806 1PC, Puritan Medical
Products Co. LLC) HSV-1 ve Chlamydia trachomatis (C. trachomatis) ekstrakte edilerek
degerlendirilmistir. Testler niceliksel standart materyal seyreltileriyle gergeklestirilmistir. insan
negatif salyasina patojen materyal eklenmis ve salya, slrintlye aktariimigtir. Dehidrasyon
sonrasinda patojenler 600 pl Buffer ATL'de* yeniden suspansiyon haline getirme yoluyla
kurutulmus surintuden tekrar izole edilmistir. Alti farkli virUs titresine sahip seyrelti serisinde her
bir 6ge 5 veya 6 replikat ile test edilmistir. EZ1 DSP Virus Kit'in dogrusal araligi artus® HSV1/2 TM
PCR ve artus® C. trachomatis TM PCR tahlili ile bir referans yontemiyle kiyaslanarak belirlenmistir
(Sekil 9). 400 pl'lik 6rneklerden viral nikleik asitler ekstrakte edilmis ve 150 pl'lik ellisyon
tamponunda (AVE) ellisyona tabi tutulmustur.

*QIAGEN GmbH, kat. no. 939016
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Sekil 9. Kurutulmus siriintiilerden C. trachomatis ve HSV-1 ekstraksiyonu icin artus® C.
trachomatis PCR () ve artus® HSV1/2 TM PCR (E) tahlili ile EZ1 DSP Virus protokolu
kullanildiginda verimlerin dogrusal arahgi. Galisma, bir referans yontemle kiyaslanarak
gerceklestirilmistir.

Kesinlik

Kurutulmus suruntllere yoOnelik standart sapmalar ve varyasyon katsayilari (Coefficients of
Variations, CV'ler) HSV-1 ve C. trachomatis icin artus® HSV1/2 TM PCR ve artus® C. trachomatis
TM PCR tahlili kullanilarak belirlenmistir. Copan Flocked Swabs (kat. no. 502CS0, Copan ltalia
S.p.A.) ve Puritan Cotton Swabs (ref. 25-806 1PC, Puritan Medical Products Co. LLC) Kurutulmus
surtintiler yukarida agiklanan sekilde hazirlanip 6n isleme tabi tutuimus ve 400 pllik 6rnek
hacminden viral ve bakteriyel DNA ekstrakte edilerek 60 pl'lik eliisyon tamponunda (AVE) eliisyona
tabi tutulmustur. Ekstraksiyon i¢ EZ1 DSP Virus Kit/Buffer ATL lot kombinasyonuyla, G¢ giinde, alti
EZ1 calismasinda ve her biri 8 veya 9 replikat halinde olacak sekilde U¢ salya dondriyle
gergeklestiriimistir. Tim 6rnekler ayni PCR ¢alismasinda analiz edilmistir. C. trachomatis (Tablo 17)
ve HSV-1 (Tablo 18) icin ara kesinlik her bir donériin ve surintl tartinin tim replikatlar dikkate

alinarak hesaplanmistir (farkl EZ1 ¢alismalari, giinler ve lotlar).
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Tablo 17. Kurutulmus siiriintilerden C. trachomatis ekstraksiyonu igin artus®
C. trachomatis RG PCR Kit ile birlikte EZ1 DSP Virus protokoliiniin kesinligi

Nominal Arakesinlik SD (log
Sardanti log TCIDso/ Go6zlemlenen CV'si kop/ml Gozlemlenen kopya/
tard Don6r n 0,2ml kop/ml (%) log kop/ml ml)
1 9 1,75 16.782 28 4,22 0,12
Puritan
cotton 2 9 1,75 15.896 23 4,20 0,09
swabs
3 9 1,75 16.111 12 4,21 0,05
1 9 1,75 26.486 19 4,42 0,09
Copan
flocked 2 9 1,75 30.356 17 4,48 0,08
swabs
3 9 1,75 19.926 18 4,30 0,08

Tablo 18. Kurutulmus siiriintiilerden HSV-1 ekstraksiyonu igin artus® HSV1/2 RG PCR Kit
ile birlikte EZ1 DSP Virus protokoliiniin kesinligi

Nominal Arakesinlik SD (log
Siardnta log TCIDso/ Go6zlemlenen CV'si kop/ml Go6zlemlenen kopya/
tard Donér n 0,2 mi kop/mi (%) log kop/ml ml)
1 9 3,75 5.843 52 3,77 0,22
Puritan
cotton 2 8 3,75 13.295 62 4,12 0,20
swabs
3 8 3,75 10.272 40 4,01 0,16
1 8 3,75 6.215 30 3,79 0,13
Copa
flocked 2 9 3,75 10.773 24 4,03 0,11
swabs
3 9 3,75 10.336 24 4,01 0,11
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Solunum o6rnekleri (takarak)

Korelasyon calismasi

EZ1 DSP Virus igin negatif insan tikariginden Mycobacterium tuberculosis ekstraksiyonuna
yonelik olarak bir korelasyon galismasi yapilmistir. 4 farkh virls titresine sahip bir seyrelti serisi,
bir referans yontemiyle kiyaslanarak tek replikatlar halinde test edilmistir. Bakteriyel DNA 200 pl
tikarikten ekstrakte edilmis, EZ1 DSP Virus El Kitabi Sirim 4'te agiklanan sekilde Sputasol
(Oxoid Limited, ref. SR0233) ve lizozim (Sigma-Aldrich, kat. no. L6876) ile 6n islem gérmus ve
90 ul elusyon tamponunda (AVE) ellisyona tabi tutulmustur. Analiz, artus® M. tuberculosis RG
PCR tahlili ($ekil 10) ile yapilmigtir.

Referans log kopya/ml

2 3 4 5 6
EZ1 DSP Virus log kopya/ml

Sekil 10. Bir referans yontemiyle EZ1 DSP Virus prosedirinin korelasyonu.
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Guncel lisans bilgileri ve Uriine 6zgu yasal uyarilar icin ilgili QIAGEN kiti el kitabina veya kullanim

kilavuzuna bakin. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanici el kitaplari www.giagen.com adresinde
bulunabilir veya QIAGEN Teknik Servis veya yerel distributdriiniizden istenebilir.

Ticari Markalar: QIAGEN®, artus®, EZ1®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applied Biosystems); COBAS®,
AMPLICOR® (Roche Molecular Systems, Inc., Roche Diagnostic Systems, Inc.'ye lisansi verilmistir); LightCycler® (Roche);
MONITOR® (Roche Group); OptiQuant® (AcroMetrix Corporation); Adenovirus R-Gene™ (Argene, Inc.); Remel M4RT®
(Thermo Fisher Scientific Group); PreservCyt® (Cytyc Corp.); Surepath® (Becton, Dickinson and Company)

Subat-11 © 2011 QIAGEN, tiim haklari saklidir.
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