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Analitik hassasiyet — BOS

QIAsymphony® SP iizerinde ekstraksiyon ile kombinasyon halinde VZV pozitif klinik numuneler kullanilarak
artus VZV QS-RGQKiti icin  saflagshrma  agisindan ~ fiziksel ~ saptama  limiti  (hassasiyet  limiti)

degerlendirilmistir.

artus VZV QS-RGQ Kiti icin saflaghrmayla iligkili analitik hassasiyet klinik BOS numunelerine eklenmis
1420 ila nominal 4,5 VZV kopya/ml seklinde VZV susu Ellen virisi materyali dilisyon serisi kullanilarak
belirlenmistir.  Bunlar  QlAsymphony DSP  Virus/Pathogen Mini  Kiti ile kombinasyon halinde
Cellfree200_DSP protokoli kullanilarak DNA ekstraksiyona tabi tutulmustur (ekstraksiyon hacmi: 0,2 ml,
elisyon hacmi: 60 pl). 8 dilisyonun her biri artus VZV QSRGQ Kitiyle 3 farkli ginde her birinde 11
replikatlik 3 calismayla analiz edilmistir. Sonuglar probit analiziyle belirlenmistir. Probit analizinin grafik
bir temsili Sekil 1'de verilmistir. Rotor-Gene Q ile kombinasyon halinde artus VZV QS-RGQ Kiti igin
saflagtirma agisindan analitik saptama limiti 80,67 kopya/ml seklindedir (p = 0,05). Bu 80,67 kopya/ml

saptanmasi olasiiginin %95 oldugu anlamina gelir.

0.6 - 1,90672 ~ 80,67 kopya/ml (%95)
(56,00-136,71 kopya/ml)
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Sekil 1. Probit analizi: BOS, VZV (Rotor-Gene Q). Rotor-Gene Q iizerinde artus VZV QS-RGQ Kiti icin satlagtirmayla (QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Mini Kiti) dikkate alinarak analitik hassasiyet.
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Ozgiillik — BOS

artus VZV QS-RGQ Kiti 6zgilligu 8ncelikle primer ve problarin secilmesi ve ayrica kati reaksiyon
kosullarinin secilmesiyle saglanir. Primerler ve problar gen bankalarinda yayimlanmig tim dizilere olasi
homolojiler agisindan sekans karsilaghrma analiziyle kontrol edilmigtir.  Tom ilgili genotiplerin

saptanabilirligi bdylece saglanmistir.

Ayrica 6zgillik 30 farkli VZV negatif BOS 6rnegiyle dogrulanmigtir. Bunlar VZV RG Master'a dahil edilen

VZV'ye spesifik primerler ve problarla herhangi bir sinyal olugturmamistir.
artus VZV QS-RGQ Kiti olasi capraz reaktivitesi Tablo 1'de liste halinde verilen kontrol grubu kullanilarak

test edilmistir. Test edilen patojenlerin hicbiri reaktif bulunmamigtir. Karnsik enfeksiyonlarla ¢capraz

reaktivite gorilmemistir.

Tablo 1. Kitin 6zgilliginin potansiyel ¢capraz reaktif patojenlerle test edilmesi (BOS)

vzv Dahili kontrol

Kontrol grubu (Cycling Green) (Cycling Orange)
insan herpesviriisy 1

h - - +
(herpes simpleks viriisi 1)
insan herpesvirisi 2

; o - +
(herpes simpleks viriisi 2)
insan herpesviriisi 4 .
(Epstein-Barr virisi)
insan herpesviriisi 5 .
(sitomegaloviris)
insan herpesvirisi 6A - +
insan herpesvirisii 6B = +
insan herpesviriisi 7 - +
insan herpesvirisi 8

- Rl AR R - +

(Kaposi sarkomu iligkili herpes viriisi)
Hepatit A virisi - +
Hepatit B virlisi = +
Hepatit C virisi - +
insan immiinyetmezlik virisi 1 - +
insan T hijcresi [5semi virisi 1 - +
insan T hiicresi |3semi virisii 2 - +
Enteroviris - +
Parvoviris B19 - +
Bati Nil virisi - +
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Lineer aralik = BOS

artus VZV QSRGQ Kiti icin saflaghrmayla ilgili olarak lineer aralik 1,00 x 108 kopya/ml ila 5,00 x 10!
kopya/ml araligindaki ATCC® VR-1367 VZV susu Ellen standart materyali dilisyon serisi analiz edilerek
belirlenmistir.  Saflagtirma  QlAsymphony DSP  Virus/Pathogen Mini Kiti  kullanilarak  replikatlar
(>1,00 x 107 kopya/ml konsantrasyonlar igin n = 4; <1,00 x 107 kopya/ml konsantrasyonlar igin n = 8)
seklinde Cellfree200_DSP protokoli ile kombinasyon halinde yapilmigtir (ekstraksiyon hacmi: 0,2 ml,
elisyon hacmi: 60 pl). Orneklerin her biri artus VZV QSRGQ Kiti kullanilarak analiz edilmistir.
artus VZV QS-RGQ Kiti icin saflaghrmayla ilgili olarak lineer aralik 5,00 x 102 kopya/ml ila 1,00 x 108
kopya/ml konsantrasyonlari kapsayacak sekilde belirlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. artus VZV QSRGQ Kitinin (BOS) lineer araligi. Lineer araligin hesaplanmasi. Dz ¢izgi log 1o nominal konsantrasyonlarla log 1o
hesaplanmis konsantrasyonlarin lineer regresyonuyla belirlenmistir. Regresyon cizgisinin denklemi sekle dahil edilmistir.

artus VZV QS-RGQ Kit: Performans 6zellikleri 10/2015



Gugliltk - BOS

Gicliligin dogrulanmasi artus VZV QS-RGQ Kitinin toplam bagarisizlik oraninin belirlenmesini mimkin
kilar. Gigliligini dogrulamak igin, 30 VZV negatif BOS &rnegine 300 kopya/ml VZV virisi materyali
eklenmistir (analitik hassasiyet limitinin yaklagik g kati konsantrasyon). QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Mini Kiti ile kombinasyon halinde Cellfree200_DSP protokoli (ekstraksiyon hacmi: 0,2 ml, elisyon hacmi:
60 pl) kullanilarak ekstraksiyondan sonra bu érnekler artus VZV QS-RGQ Kiti ile analiz edilmistir.

Ayrica dahili kontrolin gigliligi 30 ekleme yapilmis BOS &rneginin saflaghirimasi ve analizinden

degerlendirilmistir. inhibisyonlar gézlenmemistir. Bdylece artus VZV QS-RGQ Kiti giigliligi >%99'dur.

Olumsuz etkileyen maddeler — BOS

Eritrositler ve genomik DNA, BOS icinde bulunduklarinda analizleri olumsuz etkileme potansiyeli olan iki
endojen maddedir. Olumsuz etkileme potansiyellerini incelemek igin bu maddelerin analizin yapilmasi
uzerindeki etkileri, saptama limiti (LOD) de@erinin yaklasik 10 kati konsantrasyonda (1000 kopya/ml)
VZV iceren BOS &rneklerinde degerlendirilmistir. Bu test edilen maddeler artus VZV QS-RGQ Kiti

reaktiflerini olumsuz etkilememistir (bkz. Tablo 2).

Tablo 2. BOS &rneklerinde olumsuz etkileyen maddeler

vzv Olumsuz etkileyen madde Crig Cricyis = Cric) Kontrol

konsantrasyonu

(kopya/ml) Madde Konsantrasyon Ortalama Cr SS CV (%) Mutlak
Eritrositler - 23,45 0,06 0,24 0,13

1000 gDNA 10.000 23,51 0,02 0,09 0,07
gDNA 100.000 23,78 0,11 0,45 0,20
Kontrol - 23,58 0,06 0,26 -

CV: varyasyon katsayisi; IC: dahili kontrol; IS: olumsuz etkileyen madde; SS: standart sapma.
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Klinik degerlendirme — BOS

artus VZV QS-RGQ Kitinin klinik performansi toplam 163 olusturulmus drnegin test edilmesi ve bulgularin
karsilastinlabilir bir yéntemle bir harici klinik laboratuvarda elde edilen sonuglara gére analiz edilmesiyle
degerlendirilmistir. Sonuglar iki kissimda analiz edilmigtir: kisim bir Pozitif Yizde Anlagma (PPA), Negatif
Yizde Anlagma (NPA) ve Genel Yizde Anlagsma (OPA) icin kategorik bir anlasma analizidir; kisim iki
Deming ve Passing-Bablok regresyon analizleri kullanilarak ortak analiz dinamik araligi icindeki toplam 75
BOS &rneginden sonuclarin bir analizidir ve bulgular karsilik gelen kesisim ve egim ile bildirilmigtir

(bakiniz Tablo 3 ve Sekil 3).

Tablo 3. EDTA plazma &rnekleri igin klinik performans ¢alisma verileri

Anlasma 8lgiti Sikliklar Yiizde anlagsma  Clopper-Pearson (tam)  Clopper-Pearson (tam)
binomiyal binomiyal st iki
alt iki yénli %95 yonli %95 givenlik
giivenlik simiri siniri
Genel yiizde anlagma 163/163 100,00 97,76 100,00
Pozitif yiizde anlagma 100/100 100,00 96,38 100,00
Negatif yiizde anlasma 63/63 100,00 94,31 100,00
71
Deming Kesi €nai48, E gim: 1,027

Passing-Bablok Kesi b1, E @30

Logio kopya/ml: artus VZV QS-RGQ Kiti
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Sekil 3. BOS &rnekleri icin Passing-Bablok ve Deming Cizgileriyle regresyon plotu. Her iki kit icin alt kantifikasyon limiti ve st
kantifikasyon limiti arasindaki érnekler analize dahil edilmistir.
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Sekil 4'teki Bland-Altman plotu kitler arasinda gézlenen yaklasik ortalama log farkin 0,22 oldugunu
gdstermektedir ve bu fark test konsantrasyonundan etkilenmez.
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Sekil 4. Bland-Altman plotu (plazma). Yatay referans cizgileri -0,22, -0,42 ve -0,03 degerlerindedir ve ortalama farki
(logio kopya/ml: artus VZV QS-RGQ Kiti - logio kopya/ml: karsilagtirma kiti) ve karsilik gelen %95 éngdrme araligini gésterir. Her iki
kit icin alt kantifikasyon limiti ve Ust kantifikasyon limiti arasindaki &rnekler analize dahil edilmistir.

Andlitik hassasiyet — plazma

Plazma igin artus VZV QS-RGQKiti icin saflaghrmayla iligkili analitik hassasiyet insan plazmasina
eklenmis 100 ila 0,316 kopya/ml seklinde viris materyali dilisyon serisi kullanilarak belirlenmistir.

Bunlar QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kiti ile kombinasyon halinde Cellfree 1000_DSP protokoli
(ekstraksiyon hacmi: 1 ml, elisyon hacmi: 60 pl). 8 dilisyonun her biri artus VSV QS-RGQ Kitiyle 4 farkli

ginde her birinde 11 replikatlik 4 caligmayla analiz edilmistir. Sonuglar probit analiziyle belirlenmistir.
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Probit analizinin grafik bir temsili Sekil 5'te verilmistir. Rotor-Gene Q ile kombinasyon halinde artus VZV
QSRGQ Kiti igin saflaghrma agisindan VZV igin analitik saptama limiti 12,725 kopya/ml seklindedir
(p = 0,05). Bu 12,725 kopya/ml| saptanmasi olasiliginin %95 oldugu anlamina gelir.
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Sekil 5. Probit analizi: plazma, VZV (Rotor-Gene Q). Rotor-Gene Q iizerinde artus VZV QS-RGQ Kiti icin saflaghirma (QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi Kiti kullanilarak) dikkate alinarak analitik hassasiyet.

Lineer aralik — plazma

artus VZV QS-RGQ Kiti icin saflagtrmayla ilgili olarak lineer aralik plazmada 6,92 x 10¢ kopya/ml ila
1,0 x 10" kopya/ml araligindaki viris materyali dilisyon serisi analiz edilerek belirlenmistir. Saflaghrma
QIAsymphony DSP  Virus/Pathogen Midi Kiti  kullanilarak  replikatlar  (=1,00 x 10¢ kopya/ml
konsantrasyonlar icin n = 4; <1,00 x 10° kopya/ml konsantrasyonlar icin n = 8) seklinde
Cellfree 1000_DSP protokoli ile kombinasyon halinde yapilmishr (ekstraksiyon hacmi: 1 ml, elisyon
hacmi: 60 pl). Orneklerin her biri artus VZV QS-RGQ Kiti kullanilarak analiz edilmistir.

Plazmada VZV materyali igin artus VZV QSRGQ Kiti icin saflaghrmayla ilgili olarak lineer aralik
127 kopya/ml ila 6,92 x 10¢ kopya/ml konsantrasyonlari kapsayacak sekilde belirlenmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. arfus VZV QS-RGQ Kitinin (plazma) lineer arahi@i. Lineer araligin hesaplanmasi. Diiz cizgi logio nominal konsantrasyonlarla
logio hesaplanmis konsantrasyonlarin lineer regresyonuyla belirlenmistir. Regresyon cizgisinin denklemi sekle dahil edilmistir.

Gicliltk - plazma

Plazmada gigliligin dogrulanmasi artus VZV QSRGQ Kiti toplam basarnisizlik oraninin belirlenmesini
mimkin kilar. Gugliligint dogrulamak icin, 30 VZV negatif plazma érnegine 38,175 kopya/ml VZV
materyali eklenmistir (analitik hassasiyet limitinin yaklagik ¢ kat konsantrasyon). QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi Kiti ile kombinasyon halinde Cellfree 1000_DSP protokoli (ekstraksiyon hacmi: 1 ml,
elisyon hacmi: 60 pl) kullanilarak ekstraksiyondan sonra bu &rnekler arfus VZV QS-RGQ Kiti ile analiz
edilmigtir. VZV hedef testinde giclilik agisindan, érneklerin %100'3 (30/30) VZV igin pozitif olarak

saptanmisgtir.

Ayrica dahili kontrolin gicliligi 116 ekleme yapilmis plazma érneginin saflagtirimasi ve analizinden
sonra degerlendirilmistir. Bu 6rnekler VZV hedefleri icin %100 negatif ve dahili kontrol hedefi icin %100
pozitiftir. inhibisyonlar gézlenmemistir. Bdylece artus VZV QSRGQ Kiti gigliligi >%99'dur.
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Olumsuz etkileyen maddeler — plazma

Artmis konsantrasyonda dért endojen madde (bilirubin, hemoglobin, trigliserit ve albumin protein), plazma
drneklerinde bulunan olumsuz etkileyebilecek maddeler olarak tanimlanmistir. Etkileri LOD degerinin
yaklasik 10 katinda VZV iceren plazmada deg@erlendirilmistir (127,25 kopya/ml). Kontrol olarak VZV
eklenmis plazma drnekleri herhangi bir olumsuz etkileyen madde eklenmeden dahil edilmistir. Olumsuz
etkileyen maddelerin eklenmesiyle veya olmadan tim &rnekler QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kiti
Cellfree 1000_DSP protokolii ile kombinasyon halinde kullanilarak 4 replikat halinde analiz edilmisgtir
(ekstraksiyon hacmi: 1 ml, elisyon hacmi: 60 pl). Artmis endojen inhibitér (bilirubin, hemoglobin,
trigliserit, albumin, protein) dizeyleri iceren drekler icin VZV saptama agisindan bir olumsuz etkileme

gdzlenmemistir.

Klinik degerlendirme — plazma

arfus VZV QS-RGQ Kitinin klinik performansi toplam 161 olusturulmus EDTA plazma &rneklerinin test
edilmesi ve bulgularin karsilaghrilabilir bir yéntemle bir harici ¢alisma yerinde elde edilen sonuclara gore
analiz edilmesiyle degerlendirilmistir. Sonuglar iki kisimda analiz edilmistir: kisim bir Pozitif Yizde
Anlasma (PPA), Negatif Yizde Anlasma (NPA) ve Genel Yizde Anlagsma (OPA) igin kategorik bir
anlagsma analizidir; kisim iki Deming ve Passing-Bablok regresyon andlizleri kullanilarak ortak analiz
dinamik araligr icindeki toplam 97 EDTA plazma drnedinden sonuglarin bir analizidir ve bulgular karsilik
gelen kesisim ve e@im ile bildirilmistir (bakiniz Tablo 4 ve Sekil 7).

Tablo 4. EDTA plazma érnekleri igin klinik performans ¢calisma verileri

Anlagma 8l¢ity Sikliklar Yizde anlagsma Clopper-Pearson (tam)  Clopper-Pearson (tam)
binomiyal alt iki yénli  binomiyal Gst iki yonli
%95 givenlik sinir %95 givenlik s
Genel yiizde anlagma 161/161 100,00 97,73 100,00
Pozitif yiizde anlagma 101/101 100,00 96,41 100,00
Negatif yizde anlasma 60/60 100,00 94,04 100,00
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Sekil 7. Plazma &rnekleri igin Passing-Bablok ve Deming Cizgileriyle regresyon plotu. Her iki kit icin alt kantifikasyon limiti ve ist
kantifikasyon limiti arasindaki érnekler analize dahil edilmistir.

Sekil 8'teki Bland-Altman plotu kitler arasinda gézlenen yaklasik ortalama log farkin -0,10 oldugunu

gdstermektedir ve bu fark test konsantrasyonundan etkilenmez.
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Logio kopya/ml: artus VZV QS-RGQ Kiti ve logio kopya/ml: Karsilaghrma kiti
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Logio kopya/ml: artus VZV QS-RGQ Kiti ve logio kopya/ml: Kar sil

Sekil 8. Bland-Altman plotu (plazma). Yatay referans cizgileri 0,10, -0,34 ve 0,14 degerlerindedir ve ortalama fark
(log1o kopya/ml: artus VZV QS-RGQ Kiti — log 1o kopya/ml: Karsilagtirma kiti) ve karsilik gelen %95 8ngérme araligini gésterir. Her iki
kit icin alt kantifikasyon limiti ve Ust kantifikasyon limiti arasindaki érnekler analize dahil edilmistir.

Kesinlik

artus VZV QS-RGQ Kitinin kesinlik verileri analizin toplam varyansinin belirlenmesini mimkin kilar. Toplam
varyans, analiz i¢i degiskenlik (bir deneyde ayni konsantrasyondan &rneklerin birden fazla sonucunun
degiskenligi), analizler arasi degiskenlik (bir laboratuvarda farkli kullanicilar tarafindan ayni tipte farkl
aletlerde olusturulan birden fazla analiz sonucunun degiskenligi) ve gruplar arasi degiskenlikten (cesitli
gruplar kullanilarak analizin birden fazla sonucunun degiskenligi) olusur. Elde edilen veriler patojene
spesifik ve dahili kontrol PCR icin varyasyon katsayisini, varyansi ve standart sapmayi belirlemek icin

kullanilmigtir.

artus VZV QS-RGQ  Kitinin  analitik kesinlik verileri  (saflaghrma  dikkate alinmadan) en  disik
konsantrasyonun kantifikasyon standardi (@S 4; 10 kopya/pl) kullanilarak toplanmistir. Testler 8 replikatla
yapilmighr. Kesinlik verileri amplifikasyon egrilerinin Cr degerleri temelinde hesaplanmistir (Cr: esik
déngist, bakiniz Tablo 2). Ayrica karsilik gelen Cr degerleri kullanilarak kopya/pl cinsinden kantitatif
sonuglar icin kesinlik verileri belirlenmigtir (Tablo 3). Bu sonuglar temelinde belirtilen konsantrasyonun

bulundugu herhangi bir drnekte genel istatistiksel dagilim dahili kontrolin saptanmasi igin %0,45 (Cr) veya
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%8,32 (konsantrasyon) ve %2,81 (C1) seklindedir. Bu degerler belirlenmis degiskenliklerin

degerlerinin toplami temelindedir.

Tablo 5. Cr degerleri temelinde VZV kesinlik verileri

tim tek

Standart sapma Varyans Varyasyon katsayisi (%)
C;\t;li(z}ég;'degi%enlik: 0,08 0.01 0,26
e 0,04 0,002 017
C;sliélgrfrom degiskenlik: 0,15 0,02 0,50
szruvplgagjram degiskenlik: 0,10 0.01 0,34
LOZQJG(;“SVZ e 0,13 0,02 0,45
Do ko 0,68 0,47 2,81

Tablo 6. Kantitatif sonuglar (kopya/ml olarak) temelinde VZV kesinlik verileri

Standart sapma Varyans Varyasyon katsayisi (%)
C;\t;liéégi[ldegi%enlik: 0,50 0,25 5.46
C;\c;li(z}lgrfram degiskenlik: 0,85 0,72 8,72
szmvplaogjw degiskenlic 0,75 0,56 7,67
I/‘%F\’/'“gs"jry"”s’ 0,81 0,66 8,32
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Tekrar Uretilebilirlik

Tekrar Uretilebilirlik verileri artus VZV QSRGQ Kitinin dizenli performans degerlendirmesine ve ayrica

baska drinlerle etkinlik kargilagtirmasina izin verir. Bu veriler belirlenmis verimlilik programlarina kahlimla

elde edilir.

Capraz kontaminasyon

Tim is akigi icin drnekler arasinda ¢apraz kontaminasyon yoklugu temsili bir artus QS-RGQ sistemi icin
alternan  pozisyonlarda (dama tahtasi  paterni) tim bilinen pozitif ve negatif &rneklerin  dogru

saptanmasiyla ispatlanmighr.
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Bu sayfa bilerek bos birakilmigtir.
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ilgili Grinler ve siparis bilgisi arfus VZV QS-RGQ PCR Kiti igin el kitabinda liste halinde verilmistir

Giincel lisanslama bilgisi ve Grine spesifik red beyanlari icin ilgili QIAGEN® kiti el kitabi veya kullanici el
kitabina bakiniz. QIAGEN kit el kitaplari ve kullanim kilavuzlari www.qiagen.com adresinde
bulunmaktadir veya QIAGEN Teknik Servisi veya yerel distribitérinizden istenebilir.

Ticari markalar: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ATCC®, VR-1367™ (American Type Culture Collection).

Bu belgede kullanilan tescilli isimler, ticari markalar vs. bu sekilde isaretlenmemis olsalar bile kanunen koruma altinda olmadiklar disiniimemelidir 10/2015 HB-0401-D01-002
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