artus® HI Virus-1 QS-RGQ Kit

Caracteristicas de desempenho

REF
artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit, Versédo 1, 4513363, 4513366

Verificar a disponibilidade de novas revisées de rotulagem electrénica em

www.giagen.com/products/artushivirusrt-pcrkitce.aspx antes da realizacdo

0197 do teste. O estado de revisdo actual é indicado pela data de emisséo

(formato: més/ano).

Sensibilidade analitica

O limite de deteccdo analitica relativo & purificag@o (limite de sensibilidade) foi avaliado para o
artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit utilizando amostras clinicas positivas para VIH em combinagdo com a

extracg@o no QlAsymphony® SP.

A sensibilidade analitica relativa & purificacdo do artus HI Virus T QS-RGQ Kit foi determinada
com recurso a amostras de plasma clinicas contaminadas com séries de diluigdo do 2° Padréo
Internacional da OMS para ARN do VIH-1 (cédigo 97/650 do NIBSC), de 316 para valor nominal
5 1U/ml. Estas foram sujeitas a extraccdo de ARN usando o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit,
em conjunto com o protocolo Cellfree 1000 (volume de extraccdo: 1 ml, volume de eluigéo: 60 ul).
Cada uma das 8 diluicdes foi analisada com o artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit em 4 dias diferentes,
em 5 procedimentos de ensaio com 11 modelos de replicagdo cada. Os resultados foram
determinados por andlise de probit. A figura 1 representa uma ilustracdo grdfica da anélise de
probit. O limite de detecgdo analitica relativa & purificagdo do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit em
combinagdo com o Rotor-Gene® Q é de 76,4 IU/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma

probabilidade de 95% de o limite 76,4 IU/ml (correspondente a 34,4 cdpias/ml) ser detectado.
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Figura 1. Andlise de probit: HI Virus-1 (Rotor-Gene Q). Sensibilidade analitica relativa &
purificacdo (QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit) do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit no Rotor-Gene
Q.

Especificidade

A especificidade do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit é, antes de mais, assegurada pela seleccdo dos
iniciadores (primers) e sondas, bem como pela seleccdo de condi¢des de reacgdo rigorosas. Os
iniciadores 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
detectabilidade de todos os gendtipos relevantes foi assim assegurada por um alinhamento da
base de dados e por um ensaio RT-PCR num instrumento Rotor-Gene com os seguintes genétipos
(ver Tabela 1).
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Tabela 1. Testes de especificidade dos genétipos relevantes

VIH (Cycling Controlo interno
Virus Genétipo Fonte Green) (Cycling Orange)
HI virus-1 A NIBSC* + +
HI virus-1 B NIBSC = aF
HI virus-1 C NIBSC + +
HI virus-1 D NIBSC = aF
HI virus-1 E NIBSC + +
HI virus-1 F NIBSC = aF
HI virus-1 G NIBSC + +
HI virus-1 H NIBSC = aF

* National Institute for Biological Standards and Control, Herffordshire (instituto nacional de

padrées e controlos biolégicos, Hertfordshire).

Para testes de especificidade adicionais, foram usadas estirpes de virus IH 1 com diferencas de
sequéncias conhecidas na regido pré-cerne do genoma do virus IH 1 (virus IH 1 Pre-Core Mutant
Panel, Teragenix, Fl6rida, EUA). Todas as 9 estirpes mutantes do pré-cerne deste painel podem ser
detectadas com recurso ao artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit.

Além disso, a especificidade foi validada com 100 amostras diferentes de plasma negativo para
VIH. Estas ndo geraram quaisquer sinais com os iniciadores e sondas especificos do VIH-1 que

estdo incluidos no HI Virus-1 RG Masters.

Foi também testada a possibilidade de reacgdes cruzadas do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit, usando
o grupo de controlo listado na Tabela 2 (pégina 4). Nenhum dos patogéneos testados demonstrou

reactividade. N&o ocorreram reacgdes cruzadas com infeccdes mistas.
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Tabela 2. Testes de especificidade do kit com patogéneos com potencial de reacgéo cruzada

VIH Controlo interno (Cycling
Grupo de controlo (Cycling Green) Orange)
Virus da hepatite A - +
Virus da hepatite B - +
Virus da hepatite C - +
Virus herpes humano 1 (virus herpes simplex 1) - I
Virus herpes humano 2 (virus herpes simplex 2) - +
Virus herpes humano 3 (virus varicela-zoster 3) - +
Virus herpes humano 5 (citomelagovirus) - +
Virus da leucemia de células T humano tipo 1 e fipo 2 - +
Enterovirus - +
Parvovirus B19 - aF
Febre amarela - +
Aspergillus flavus = +
Aspergillus fumigatus - +
Candida albicans - +
Chlamydia trachomatis - +
Cryptosporidium parvum = +
Filobasidiella neoformans - +
Mycoplasma pneumoniae - +
Pneumocystis cariniie - +
Staphylococcus sp. - +
Streptococcus agalactiae - +
Staphylococcus aureus - +
Streptococcus pyogenes - +
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Intervalo linear

O intervalo linear relativo & purificacdo do artus HI Virus-1 QS RGQ Kit foi determinado por
andlise de uma série de diluicdes do material de referéncia de VIH Acrometrix® com uma
concentragdo de 1,00 x 108 IU/ml a 2,50 x 10" IU/ml. A purificagéo foi efectuada em modelos de
replicaco (n = 4 para concentragdes =1,00 x 107 IU/ml; n = 8 para concentracdes
<1,00 x 107 1U/ml) usando o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit em conjunto com o protocolo
Cellfree 1000 (volume de extraccdo: 1 ml, volume de elui¢do: 60 ul). Cada uma das amostras foi
analisada usando o artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit. O intervalo linear relativo & purificacdo do artus
HI Virus-1 QS-RGQ Kit foi determinado para abranger as concentragdes de 1,00 x 10% IU/ml a
1,00 x 108 IU/ml (correspondente a 4,5 x 10" a 4,5 x 107 cépias/ml).

Precisdo

Os dados de precisdo do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit permitem a determinacéo da varidncia total
do ensaio. A varidncia total consiste na variabilidade intra-ensaio (variabilidade de mdltiplos
resultados de amostras da mesma concentragdo dentro de um ensaio), na variabilidade entre
ensaios (variabilidade de resultados mdltiplos do ensaio gerados nos diversos instrumentos do
mesmo tipo, por diferentes operadores num laboratério) e a variabilidade entre lotes (variabilidade
de resultados multiplos do ensaio utilizando diversos lotes). Os dados obtidos foram utilizados
para determinar o desvio-padrdo, a varidncia e o coeficiente de variagdo para o patogéneo

especifico e a PCR de controlo interno.

Os dados de precisdo analitica do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit (sem considerar a purificagéo)
foram recolhidos usando o padréo de quantificagéo da concentragdo mais baixa (QS4; 10 IU/ul).
O:s testes foram efectuados em 8 modelos de replicagéo. Os dados de precisdo foram calculados
com base nos valores C; das curvas de amplificagdo (C;: ciclo limite, ver Tabela 3). Tendo por
base estes resultados, a dispers@o estatistica global de uma dada amostra com a concentragdo
referida é de 1,66% (C;) e 2,15% (C;) para a deteccdo do controlo interno. Estes valores baseiam-

se na totalidade de todos os valores individuais das variabilidades determinadas.
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Tabela 3. Dados de precisdo em fungdo dos valores de C;

Coeficiente de

Valor de C; Desvio-padrdo variagdo (%)

Variabilidade intra-
ensaio: 35,62 0,45 1,26
HI Virus-1 RG QS 4

Variabilidade intra-
ensaio: 31,24 0,18 0,58

Controlo interno

Variabilidade inter-
ensaio: 35,75 0,56 1,55
HI Virus-1 RG QS 4

Variabilidade inter-
ensaio: 31,65 0,36 1,13

Controlo interno

Variabilidade entre lotes:

35,40 0,61 1,73
HI Virus-1 RG QS 4
Variabilidade entre lotes:

. 31,20 0,55 1,76

Controlo interno
Variéncia total:

35,58 0,59 1,66
HI Virus-1 RG QS 4
Varidncia total:

31,40 0,67 2,15

Controlo interno

Os dados de precisdo relativos a purificagéo do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit foram recolhidos
usando material de referéncia de VIH Acrometrix com uma concentragéo de 1,00 x 10° 1U/ml
introduzido nas amostras clinicas de plasma. Os testes foram efectuados usando o QlAsymphony
DSP Virus/Pathogen Kit, em conjunto com o protocolo Cellfree1000 (volume de extracgéo: 1 ml,
volume de eluigdo: 60 ul). Os testes foram efectuados em 36 modelos de replicagéo, utilizando
uma matriz de vdrios lotes do QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit e o artus HI Virus-1 QS-RGQ
Kit. Tendo por base estes resultados, a dispersao estatistica global de uma dada amostra com a
concentragdo referida é de 1,45% (C;) ou 31,34% (concentracdo) e 1,47% (C;) para a deteccdo do
controlo interno (Tabelas 4 e 5). Estes valores baseiaom-se na totalidade de todos os valores

individuais das variabilidades determinadas para a purificacdo.

Caracteristicas de desempenho: artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit

pdgina 6 de 8



Tabela 4. Dados de precisdo (variéncia total) com base nos valores de C;

Coeficiente

de variagédo

Desvio-padrdo Variéncia (%)
Referéncia de VIH Acrometrix
0,48 0,24 1,45
(1,00 x 10% IU/ml)
Controlo interno
0,51 0,26 1,47

(VIH, 1,00 x 10° IU/ml)

Tabela 5. Dados de preciséo (variéincia total) com base nos resultados quantitativos (em
1U/ml)

Coeficiente
Desvio- de variagdo
Média padrdo (%)
Referéncia de VIH Acrometrix
1,54 x 103 4,84 x 10? 31,34
(1,00 x 10% IU/ml)

Robustez

A verificacdo da robustez permite a determinacdo da toxa de insucesso total do artus HI
Virus-1 QS-RGQ Kit. Para verificacgo da robustez, 100 amostras negativas para VIH foram
contaminadas com 230 1U/ml de VIH (uma concentracdo aproximadamente trés vezes superior ao
limite de sensibilidade analitica). Apds extraccdo usando o QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit
em conjunto com o protocolo Cellfree1000_DSP (volume de extrac¢do: 1 ml, volume de eluicdo:
60 ul), estas amostras foram analisadas com o artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit. Adicionalmente, a
robustez do controlo interno foi avaliada por purificacdo e andlise das 100 amostras de plasma
contaminadas. Né&o foram observadas inibicdes. A robustez do artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit é,

assim, >99%.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do desempenho do
artus HI Virus-1 QS-RGQ Kit, bem como uma comparagéo de eficiéncia com outros produtos.

Estes dados foram obtidos pela participagdo nos programas de competéncia estabelecidos.
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Contaminacgéo cruzada

A auséncia de contaminag@o cruzada entre amostras para a totalidade do processo foi
comprovada pela detecgdo correcta de todas as amostras positivas e negativas conhecidas, em

posicdes alternadas (padréo xadrez) para o sistema artus QS-RGQ representativo.

Para informagdes actualizadas sobre licenciamento e limitagdes de responsabilidade especificas do
produto, consultar o respectivo manual do kit QIAGEN ou do utilizador. Os manuais do kit
QIAGEN e do utilizador estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser pedidos &

Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas registadas: QIAGEN®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); Acrometrix® (Life Technologies).
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