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Limite de detecao — plasma

O limite de detecdo relativo a purificagdo (limite de sensibilidade) foi avaliado para o
Kit artus EBV QS-RGQ utilizando amostras clinicas positivas para VEB em combinacédo com a
extracéo no QIAsymphony® SP.

Para o plasma, o limite de detecdo relativo a purificacdo do Kit artus EBV QS-RGQ foi
determinado utilizando amostras de plasma clinicas contaminadas com uma série de dilui¢es de
material do virus VEB, que ia de 3160 ao valor nominal de 1 VEB cépia/ml. Estas amostras
foram sujeitas a extracdo de ADN utilizando o Kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi em
combinac¢do com o protocolo Cellfree1000_DSP (volume de extracdo: 1 ml, volume de elui¢&o:
60 pl). Cada uma das 10 diluicbes foi analisada com o Kit artus EBV QS-RGQ em 4 dias
diferentes, em 4 corridas com 8 modelos de replicacdo cada. Os resultados foram determinados
por andlise de probit. A Figura 1 apresenta uma ilustracdo gréfica da andlise de probit. O limite
de detecdo relativo a purificacdo do Kit artus EBV QS-RGQ em combinacdo com o
Rotor-Gene® Q é de 157 cépias/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de
95% de serem detetadas 157 copias/ml (que correspondem a 22,29 [U/ml).

2,20 ~ 157 cépias/ml (95%);
(109 - 260 cépias/ml)

Proporges
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Figura 1. Analise de probit: plasma, VEB (Rotor-Gene Q). Limite de detecéo relativo a purificagéo (plasma,
utilizando o Kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi) do Kit artus EBV QS-RGQ no Rotor-Gene Q.
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Especificidade — plasma

A especificidade do Kit artus EBV QSRGQ é, antes de mais, assegurada pela selegdo dos
iniciadores (primers) e sondas, bem como pela selecdo de condi¢des de reacdo 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
detetabilidade de todos os gendtipos relevantes foi assim assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 30 amostras diferentes de plasma negativo para
VEB. Estas amostras ndo geraram quaisquer sinais com os iniciadores e sondas especificos do
VEB, os quais estdo incluidos no EVB RG Master.

Foi também testada a possibilidade de reac¢des cruzadas do Kit artus EBV QS-RGQ, utilizando o
grupo de controlo listado na Tabela 1 abaixo. Nenhum dos agentes patogénicos testados

demonstrou reatividade. N&o ocorreram reagfes cruzadas com infegBes mistas.

Tabela 1. Testes de especificidade do kit com agentes patogénicos com potencial de reagdo cruzada

VEB Controlo Interno
Grupo de controlo (Cycling Green) (Cycling Yellow)
Virus herpes humano 1 B N
(virus herpes simplex 1)
Virus herpes humano 2 B +
(virus herpes simplex 2)
Virus herpes humano 3 B N
(virus varicela-zoster)
Virus herpes humano 5 B .
(Citomegalovirus)
Virus da leucemia de células T humano _ .
tipo 1
Virus da leucemia de células T humano B .
tipo 2

Intervalo linear — plasma

O intervalo linear relativo & purificagdo do Kit artus EBV QS-RGQ foi determinado por analise de
uma série de diluicdbes do material do virus VEB, que ia de 1,00 x 107 cépias/ml a
6,31 x 102 cépias/ml, em plasma. A purificagdo foi efetuada em modelos de replicagdo (n = 4
para concentragdes >1,00 x 106 copias/ml; n = 8 para concentragdes <1,00 x 106 copias/ml)
utilizando o Kit QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi em combinagdo com o protocolo
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Cellfreel000_DSP (volume de extragdo: 1 ml, volume de eluicdo: 60 pl). Cada uma das
amostras foi analisada utilizando o Kit artus EBV QS-RGQ.
O intervalo linear relativo a purificacdo do Kit artus EBV QS-RGQ foi determinado para
abranger as concentragdes de 6,31 x 102 copias/ml a 1,00 x 107 cépias/ml (que corresponde
a 8,96 x 10 a 1,42 x 108 IU/ml) para plasma (Figura 2).
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Figura 2. Intervalo linear do Kit artus EBV QS-RGQ (plasma). Calculo do intervalo linear. A linha reta foi
determinada por uma regressao linear das concentrag¢des calculadas de logio com as concentragoes
nominais de logio. A equagdo da linha de regresséo esté incluida na figura.

Robustez — plasma

A verificagdo da robustez permite a determinagdo da taxa de insucesso total do Kit
artus EBV QS-RGQ . Para verificacdo da robustez, 30 amostras de plasma negativas para VEB
foram contaminadas com 500 cépias/ml de VEB (uma concentracdo aproximadamente trés
vezes superior ao limite de sensibilidade analitica). Apés extracao utilizando o Kit QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi Kit , em combinacéo com o protocolo Cellfree1000_DSP (volume de
extracdo: 1 ml, volume de eluicdo: 60 pl), estas amostras foram analisadas com o Kit
artus EBV QS-RGQ. Adicionalmente, a robustez do controlo interno foi avaliada por purificagdo
e andlise das 30 amostras de plasma contaminadas. Nao foram observadas inibi¢cBes. A
robustez do Kit artus EBV QS-RGQ é, assim, de 399%.
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Substancias interferentes — plasma

A bilirrubina, a hemoglobina e os triglicerideos ndo apresentaram interferéncia com o kit artus
EBV QS-RGQ em concentragdes iguais as apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Substancias interferentes em amostras de plasma com EDTA

Concentragéo o Crives)si —

de VEB Substancia interferente Cr(ves) Crves) controlo

(copias/ml) Item Concentracdo Cr médio DP CV (%) Absoluto
Bilirrubina 30 mg/dl 32,30 0,37 1,14 0,58
Hemoglobina 2 g/dl 32,82 0,20 0,60 0,06

1600 Triglicerideos 1 g/dI 32,42 0,28 0,87 0,46
Albumina 4 g/dl 31,71 0,54 1,69 1,15
Controlo - 32,88 0,33 0,99

CV: coeficiente de variagdo; VEB: Virus Epstein-Barr; Sl: substancia interferente; DP: desvio padrao

Avaliacao clinica — plasma

O desempenho clinico do kit artus EBV QS-RGQ foi avaliado testando amostras clinicas e
analisando os resultados obtidos por confronto com os resultados de um método de comparagao.
Um total de 166 amostras de plasma com EDTA colhido em doentes infetados por VEB, assim
como em controlos negativos, foi testado com o Kit artus EBV QS-RGQ e com um método
comparavel, num local externo. Os resultados foram analisados em duas partes: a parte um
consistia numa andlise de concordancia categorica de Percentagem de Concordancia Positiva,
Percentagem de Concordancia Negativa e Percentagem de Concordancia Geral; a parte dois
consistia numa analise dos resultados de um total de 83 amostras de plasma com EDTA que se
situavam dentro do intervalo dinamico de ensaio comum, utilizando as analises de regressao
Deming e Passing-Bablok, sendo os resultados reportados juntamente com o coeficiente de
correlacdo correspondente (consultar a Tabela 3 e a Figura 3).
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Tabela 3. Dados do estudo de desempenho clinico para amostras de plasma com EDTA

Limite de Limite de
confianca de 95% confianga de 95%
bilateral binomial  bilateral binomial
Percentagem de (exato) inferior (exato) superior
Medida de concordancia  Frequéncias concordancia Clopper-Pearson Clopper-Pearson
Percentagem de 154/166 92,77 87,71 96,21
concordancia geral
Percentagem de 100/102 98,04 93,10 99,76
concordancia
positiva
Percentagem de 54/64 84,38 73,14 92,24
concordancia
negativa

Intersecéo Deming: 0,105, Declive: 0,897
Intersecéo Passing-Bablok: 0,017, Declive: 0,923

Concentragao (logio IU/ml): Kit artus EBV QS-RGQ

1 2 3 4 5 6

Concentracéo (logso IU/ml): Kit de comparagéo

00 0C Dados ——— Regressao Passing-Bablock ——— Regressdo Deming

Figura 3. Gréfico de regressao com linhas Passing-Bablok e Deming. S&o incluidas na analise as amostras que
se encontram entre o limite inferior de quantificag&o e o limite superior de quantificacéo para ambos os kits.

A andlise de regressdo linear entre os dois ensaios resultou num Coeficiente de Correlagao
Pearson de 0,922 e num Coeficiente de Correlagdo Spearman de 0,928.
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Limite de detecao — sangue total

Para o sangue total, o limite de detecdo relativo a purificacdo do Kit artus EBV QS-RGQ foi
determinado utilizando amostras de sangue total humano contaminadas com uma série de dilui¢cBes
de material do virus VEB, que ia de 3160 ao valor nominal de 3,16 VEB copia/ml. Estas amostras
foram sujeitas a extragdo de ADN utilizando o Kit QIAsymphony DNA Mini em combinagdo com o
protocolo VirusBlood200_DSP (volume de extracdo: 200 pl, volume de eluicdo: 60 pl). Cada uma
das 10 dilui¢bes foi analisada com o Kit artus EBV QS-RGQ em 3 dias diferentes, em 3 corridas
com 11 modelos de replicagdo cada. Os resultados foram determinados por andlise de probit. A
Figura 4 apresenta uma ilustracao gréfica da andlise de probit.

O limite de detecdo relativo a purificagdo do Kit artus EBV QS-RGQ em combinag¢do com o
Rotor-Gene Q é de 288,29 copias/ml (p = 0,05). Isto significa que existe uma probabilidade de
95% de serem detetadas 288,29 copias/ml (que correspondem a 40,36 [U/ml).

2,45983 ~ 288,29 copias/ml (95%);

s (169,49 — 710,05 cépias/ml)

11

Proporgoes

Log (dose)
Figura 4. Analise de probit: sangue total, VEB (Rotor-Gene Q). Limite de detecéo relativo a purificagdo
(sangue total, utilizando o Kit QIAsymphony DNA Mini) do Kit artus EBV QS-RGQ no Rotor-Gene Q.

artus EBV QS-RGQ Kit: Carateristicas de desempenho 09/2017



Especificidade — sangue total

A especificidade do Kit artus EBV QSRGQ é, antes de mais, assegurada pela selegdo dos
iniciadores (primers) e sondas, bem como pela selecdo de condi¢des de reacdo rigorosas. Os
iniciadores e as sondas foram verificados em termos de possivel homologia com todas as
sequéncias publicadas nos bancos de genes, por analise comparativa de sequéncias. A
detetabilidade de todos os gendtipos relevantes foi assim assegurada.

Além disso, a especificidade foi validada com 30 amostras diferentes de sangue total negativo
para VEB. Estas amostras ndo geraram quaisquer sinais com os iniciadores e sondas especificos
do VEB, os quais estdo incluidos no EVB RG Master.

Foi também testada a possibilidade de reag6es cruzadas do Kit artus EBV QS-RGQ , utilizando o
grupo de controlo listado na Tabela 1 (consulte a pagina 3). Nenhum dos agentes patogénicos
testados demonstrou reatividade. N&o ocorreram rea¢8es cruzadas com infecdes mistas.

Intervalo linear — sangue total

O intervalo linear relativo & purificagdo do Kit artus EBV QS-RGQ foi determinado por analise de
uma série de diluicdbes do material do virus VEB, que ia de 5,00 x 107 cépias/ml a
1,00 x 103 copias/ml, em sangue total. A purificacdo foi efetuada em modelos de replicacéo
(n=4  para concentragdes  >1,00 x 107 cépias/ml; n=8 para concentracdes
<1,00 x 107 copias/ml) utilizando o Kit QIAsymphony DNA Mini em combinagcdo com o
protocolo VirusBlood200_DSP (volume de extragdo: 200 pl, volume de eluicdo: 60 pl). Cada
uma das amostras foi analisada utilizando o Kit artus EBV QS-RGQ. O intervalo linear relativo a
purificagdo do Kit artus EBV QS-RGQ foi determinado para abranger as concentracBes de
1,00 x 103 cépias/ml a 5,00 x 107 cépias/ml (que corresponde a 1,4 x 102 a 7,0 x 106 1U/ml)
para sangue total (Figura 5).
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Figura 5. Intervalo linear do Kit artus EBV QS-RGQ (sangue total). Calculo do intervalo linear. A linha reta foi
determinada por uma regressao linear das concentragdes calculadas de logio com as concentracdes
nominais de logio. A equagdo da linha de regresséo esté incluida na figura.

Robustez — sangue total

A verificacdo da robustez permite a determinacdo da taxa de insucesso total do Kit artus EBV
QSRGQ . Para verificagcdo da robustez, 51 amostras de sangue total negativas para VEB foram
contaminadas com 750 copias/ml de VEB (uma concentragdo aproximadamente trés vezes superior
ao limite de sensibilidade analitica). Apds extragdo utilizando o Kit QIAsymphony DNA Mini, em
combinacéo com o protocolo VirusBlood200_DSP (volume de extracgdo: 200 l, volume de eluigdo:
60 pl), estas amostras foram analisadas com o Kit artus EBV QS-RGQ. Adicionalmente, a robustez do
controlo interno foi avaliada por purificacdo e analise das 51 amostras de sangue total contaminadas.
Na&o foram observadas inibi¢bes. A robustez do Kit artus EBV QS-RGQ &, assim, de 399%.

Substancias interferentes — sangue total

Foram testadas substancias que poderiam potencialmente interferir com os resultados do Kit artus
EBV QS-RGQ e as concentracbes destas substdncias que ndo apresentaram qualquer
interferéncia com o kit séo apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4. Substancias interferentes em amostras de sangue total

gg Q/CE g tragao Substancia interferente Crves) Ci\T/(:BE)Bc):;x;m

(copias/ml) Item Concentracéo Cr medio DP CV (%) Absoluto
Bilirrubina 30 mg/dl 34,44 0,27 0,78 0,73
Triglicerideos 1 g/dI 34,58 0,32 0,91 0,59
gADN 3 pg/amostra 34,79 0,18 0,52 0,38

2500 gADN 2,5 pg/amostra 34,57 0,39 1,13 0,60
gADN 2 ug/amostra 34,73 0,49 1,41 0,44
gADN 1 pg/amostra 34,86 0,22 0,62 0,31
Controlo - 35,17 0,40 1,13 -

CV: coeficiente de variagdo; VEB: Virus Epstein-Barr; gADN: ADN genomico; SI: substancia interferente;
DP: desvio padréo

Avaliacao clinica — sangue total

O desempenho clinico do kit artus EBV QS-RGQ foi avaliado testando amostras clinicas e
analisando por confronto com um método comparavel. Um total de 178 amostras de sangue
total colhido em doentes infetados por VEB, assim como em controlos negativos, foi testado com
o Kit artus EBY QS-RGQ e com um método comparavel, num local externo. Os resultados foram
analisados em duas partes: a parte um consistia numa andlise de concordancia categérica de
Percentagem de Concordéancia Positiva, Percentagem de Concordancia Negativa e Percentagem
de Concordancia Geral; a parte dois consistia numa analise dos resultados de um total de 98
amostras de sangue total que se situavam dentro do intervalo dindmico de ensaio comum,
utilizando as analises de regressdo Deming e Passing-Bablok, sendo os resultados reportados
juntamente com o coeficiente de correlac@o correspondente (consultar a Tabela 5 e a Figura 6).

Tabela 5. Dados do estudo de desempenho clinico para amostras de sangue total

Limite de confianca Limite de
de 95% bilateral confianca de 95%
binomial (exato) bilateral binomial
Percentagem de inferior Clopper- (exato) superior

Medida de concordancia Frequéncias concordancia Pearson Clopper-Pearson
Percentagem de 1697178 94,94 90,62 97,66
concordancia geral
Percentagem de 115/119 96,64 91,62 99,08
concordéancia positiva
Percentagem de 54/59 91,53 81,32 97,19
concordancia negativa
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Intersecéo Deming: -1,556, Declive: 1,318
Intersecéo Passing-Bablok: -1,621, Declive: 1,337

Concentracao (logio IU/ml): Kit artus EBV QS-RGQ

2 3 4 5 6 7
Concentragéo (logso 1U/ml): Kit de comparacéo
000  Dados — Regressdo Passing-Bablock ——— Regressdo Deming

Figura 6. Grafico de regressdo com linhas Passing-Bablok e Deming. S&o incluidas na analise as amostras que
se encontram entre o limite inferior de quantificacéo e o limite superior de quantificagao para ambos os kits.

A andlise de regressdo linear entre os dois ensaios resultou num Coeficiente de Correlagao
Pearson de 0,956 e num Coeficiente de Correlagdo Spearman de 0,945.

Reprodutibilidade

Os dados de reprodutibilidade permitem uma avaliagdo regular do desempenho do
Kit artus EBV QS-RGQ, bem como uma comparacdo de eficiéncia com outros produtos. Estes
dados foram obtidos pela participa¢do em programas de proficiéncia estabelecidos.

Contaminacao cruzada

A auséncia de contaminagdo cruzada entre amostras para a totalidade do processo foi
comprovada pela detecéo correta de todas as amostras positivas e negativas conhecidas, em
posicdes alternadas (padrdo xadrez) para um sistema artus QS-RGQ representativo.

Os produtos relacionados e as informacdes de encomenda estéo listados no manual do Kit artus
EBV QS-RGQ.




Histdrico de revisGes do documento

Setembro 2017 Tabela 5 atualizada Dados do estudo de desempenho clinico para
amostras de sangue total. Foram adicionadas em todo o documento
as unidades de concentragdo 1U/ml, assim como copias/ml.

Para informac@es atualizadas sobre licenciamento e limitagcdes de responsabilidade especificas
do produto, consultar os respetivos manual do utilizador ou manual do kit QIAGEN®. Os
manuais do utilizador e os manuais do kit QIAGEN estdo disponiveis em www.giagen.com ou

podem ser solicitados a Assisténcia Técnica ou ao distribuidor local da QIAGEN.

Marcas comerciais: QIAGEN®, Sample to Insight®, QIAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).
Os nomes registados, as marcas comerciais, etc. utilizados neste documento, mesmo quando n&o assinalados especificamente como tal, ndo devem ser considerados como néo estando protegidos por lei. 09/2017 HB-

0357-D01-003
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