EZ1° DSP Virus Kit

O desempenho do sistema EZ1 DSP Virus Kit foi estabelecido em estudos de avaliagéo de
desempenho usando plasma, soro, LCR, urina, sangue total, fezes, meios de transporte, swabs secos
e amostras respiratérias para o isolamento de dcidos nucleicos virais e DNA bacteriano. O teste foi

realizado de acordo com os protocolos descritos na Versdo 4 atual do Manual do EZT DSP Virus.

No entanto, o desempenho do kit ndo é garantido para cada espécie de virus ou bactéria e deve
ser validado pelo usudrio. O usuério é responsavel por validar o desempenho do sistema em
quaisquer procedimentos utilizados em seu laboratério que nédo estejam abrangidos pelos estudos
de avaliagdo de desempenho da QIAGEN.

Caracteristicas de desempenho

Soro e plasma

Intervalo linear

O intervalo linear do EZ1 DSP Virus Kit foi avaliado para o RNA dos virus HCV e HIV-1 e para o
DNA do virus HBV. Os testes foram realizados com diluicdes de painéis de virus quantificados
feitos em plasma humano ou soro negativos para o HBY, HCV e HIV-1. Foram testadas séries de
diluigdo com seis titulos virais diferentes com 12 réplicas cada. O intervalo linear do procedimento
do EZ1 DSP Virus Kit foi determinado para HBY, HCV e HIV-1 com os ensaios de carga viral Abbott
RealTime (Tabela 1, Figura 1). Os controles internos do RealTime (17 ul cada) foram adicionados
diretamente a cada amostra de HIV-1 ou HCV antes da extragdo. Para o RealTime HBYV, o controle
interno do RealTime HBV de 3,4 ul foi combinado com o RNA transportador para cada amostra.
Os 4cidos nucleicos virais foram extraidos de amostras de 400 ul e eluidos em 90 ul de tampéo de
eluicdo (AVE). A PCR foi realizada no Abbott m2000rt.

Tabela 1. Fonte da amostra e ensaios a jusante usados para determinar o intervalo linear

de rendimentos com o protocolo EZ1 DSP Virus

Virus Fonte Ensaio a jusante Manual de

ensaio usado

HIV-1 HIV deficiente BBI (Boston Abbott RealTime HIV-1  Abbott RealTime
Biomedica, Inc., Boston, EUA), (Abbott Molecular Inc.)  HIV-1

plasma recalcificado BBI

HCV Soro humano normal agrupado e Abbott RealTime HCV Abbott RealTime
amostra de paciente ProMedDx (Abbott Molecular Inc.)  HCV
(ProMedDx LLC Norton, MA, EUA)

HBV Plasma humano recalcificado, amostra  Abbott RealTime HBV Abbott RealTime
de paciente Teragenix (Teragenix (Abbott Molecular Inc.)  HBV
Coporate, Ft. Lauderdale, FL, EUA)
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Figura 1. Intervalo linear de rendimentos usando o protocolo EZ1 DSP Virus. O intervalo

linear do protocolo EZ1 DSP Virus foi determinado usando séries de diluicdo virais e

ensaios Abbott RealTime ( Tabela 1) a para HIV-1, E para HCV e (@ para HBV.
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Precisdo

Os desvios padrédo e os coeficientes de variagéo (Coefficients of Variations, CVs) foram determinados

para séries de diluigdo de HIV-1, HCV e HBV no intervalo linear dos ensaios a jusante apropriados.

Para a andlise de precisdo, foram usados os mesmos ensaios a jusanfe que na determinagéo do

intervalo linear (Tabela 1). Os dados de precisdo entre ensaios sdo exibidos nas Tabelas 2-4. Para cada

membro do painel, 12 réplicas foram extraidas em 12 execugdes separadas no BioRobot EZT DSP. A

PCR foi realizada em 2 execucdes de 6 réplicas cada no Abbott m2000r.

Tabela 2. PrecisGo entre ensaios do protocolo EZ1

Abbott RealTime HIV-1

DSP Virus usando o ensaio

Membro Log SD (log
do painel n Cépias/ml CV (%) cépias/ml cépias/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

Tabela 3. PrecisGo entre ensaios do protocolo EZ1 DSP Virus usando o ensaio
Abbott RealTime HCV

Membro DP (log
do painel n Ul/ml CV (%) Log Ul/ml Ul/ml)
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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Tabela 4. PrecisGo entre ensaios do protocolo EZ1 DSP Virus usando o ensaio
Abbott RealTime HBV

Membro Log SD (log
do painel n Cépias/ml CV (%) cépias/ml cépias/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

Limite de deteccdo

O limite de deteccao foi determinado pelo valor probit de 95% para o sistema EZ1 DSP Virus
usando o padrdo internacional de virus HIV-1 da OMS 97/656, o padréo internacional de virus
HBV da OMS 97/746 e o sobrenadante quantificado de cultura de células CMV. O limite de
detecgdo foi determinado através do processamento de séries de diluigGo dos virus apropriados.
Os virus foram diluidos no pool de plasma humano normal com EDTA negativo para HIV, HBV e
CMV. Cada etapa da diluicdo foi preparada em pelo menos 3 execucdes independentes com no
minimo 6 réplicas por diluicdo. Foi utilizado 400 ul de plasma para a preparacdo da amostra no
BioRobot EZ1 DSP com eluicdo em 60 ul.

Os artus® HBV PCR Kits foram usados para a deteccdo de DNA do HBV e os artus ® CMV PCR Kits
para a detecgdo de DNA do CMV. As amostras foram analisadas em um instrumento LightCycler®
1.2 (Roche), um Rotor-Gene® 3000 (Corbett Research) e um ABI PRISM® 7000 SDS (Applied
Biosystems). O COBAS® Amplicor® HIV-1Monitor® Test (versdo 1.5) foi usado para a detecgdo de
RNA do HIV usando o analisador COBAS Amplicor. Os dados combinados para todas as amostras
foram avaliados usando a andlise probit. Os dados sdo apresentados nas Tabelas 5-6, com

grdficos probit representativos nas Figuras 2-3.
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Tabela 5. Limite de detec¢éio de DNA de HBV e CMV usando o sistema EZ1 DSP Virus e
artus® PCR Kits

Acertos Acertos Acertos
Virus Titulo de entrada (LightCycler) (Rotor-Gene) (ABI PRISM)
HBV Valor probit de 95%
45,7 14,4 13,2
(Ul/ml)
Intervalo de
28-102 9,5-26,5 9,0-23,1
confianca (Ul/ml)
CMV Valor probit de 95%
. 67,2 21,8 38,3
(cépias/ml)
Intervalo de
_ . 41,8-142 14,5-44,1 21,5-89,8
confianca (cédpias/ml)

95% :
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Figura 2. Andlise probit para detecco de DNA de CMV usando o sistema EZ1 DSP Virus e
o artus® CMV RG PCR Kit. Os dcidos nucleicos virais foram purificados usando o sistema
EZ1 DSP Virus e o artus® CMV PCR RG Kit foi usado para a detecgdo de DNA do CMV no
Rotor-Gene 3000. O valor probit de 95% foi de 21,8 cépias/ml.
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Tabela 6. Limite de detec¢éio de RNA do HIV usando o sistema EZ1 DSP Virus e o COBAS

Amplicor HIV-1 Monitor Test, versdo 1.5

Titulo de entrada (Ul/ml) Acertos
Valor probit de 95% (Ul/ml) 114,5
Intervalo de confianca (Ul/ml) 82,9-194,3
1,0
T RO OSSO
0,8
0,6
0
(]
0
4
9 o4
[e]
1
a
0,2
$0.0
1 0 1 2 3
log (dose)

Figura 3. Andlise probit para detecco de RNA do HIV usando o sistema EZ1 DSP Virus e o
COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test, versao 1.5. Os dcidos nucleicos virais foram purificados
usando o sistema EZ1 DSP Virus, com entrada da amostra de 400 pl e eluicdo de 60 ul. O
COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test foi usado para a deteccéio de RNA do HIV no analisador
COBAS Amplicor no modo ultrassensivel. O valor probit de 95% foi de 114,5 Ul/ml.

Excluséo de carryover de amostras

Foram realizadas nove execugdes cada nos instrumentos BioRobot EZ1 DSP, EZ1 Advanced e EZ1
Advanced XL para avaliar o risco de eventos de contaminacdo cruzada durante e entre os
procedimentos do EZ1 DSP Virus. Os testes foram realizados usando uma amostra quantificada de
pacientes com parvovirus B19. A carga viral de amostras positivas usadas para os testes de
carryover foi de 1,0 x 108 Ul/ml. Para diluigdo de amostras positivas e, como as amostras de

controle negativas, foi utilizado um pool de plasma EDTA negativo para o parvovirus humano B19.

Para detectar os efeitos de carryover de uma amostra para outra, foram realizadas duas execugdes
em cada instrumento com uma configurag@o quadriculada alternada de amostras negativas e
altamente positivas. Cada terceira execugdo foi realizada usando todas as amostras negativas
para monitorar o possivel carryover execucdo a execugdo. Essa configuracdo de amostra foi

repetida trés vezes, somando um total de nove execugdes para cada instrumento. O DNA do
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parvovirus B19 foi detectado e quantificado usando o artus® Parvo B19 RG PCR Kit com marcagéo
CE-IVD no Rotor-Gene 3000. O limite de deteccdo analitica do artus® Parvo B19 RG PCR Kit é
determinado como 0,2 Ul/ul no eluato (p = 0,05). Isso indica que existe uma probabilidade de
95% de detectar 0,2 Ul/ul no eluato.

Todas as amostras altamente positivas foram detectadas como positivas usando o artus® Parvo
B19 RG PCR Kit. Todas as amostras negativas, nas execucdes quadriculadas e todas as execucdes
negativas, foram indiferentes (a Tabela 7 apresenta os resultados do BioRobot EZ1 DSP). Estes
experimentos demonstram que o protocolo do EZ1 DSP Virus ndo propicia o carryover de amostras

sob estas condicdes.

Tabela 7. Configuragéo do teste de contaminagéo cruzada e valores de Cr para a detec¢éio
de DNA do parvovirus B19 usando o BioRobot EZ1 DSP

Posicao
Execucéio 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

Valor médio de Cr de todas as amostras = 15,40 = 0,18 (CV = 1,14%)
X: Indiferente apds 45 ciclos de PCR.

Estabilidade

A estabilidade do RNA e DNA virais em substéncias eluidas geradas usando o EZ1 DSP Virus Kit foi
determinada. O plasma humano com EDTA foi contaminado com 1 x 103 Ul/ml de RNA do HCV
AcroMetrix OptiQuant® HCV e material padrdo Parvo B19 VQC. Por ponto de tempo do teste e
condi¢do de incubacdo, 18 réplicas foram processadas usando o sistema EZ1 DSP Virus. Os
eluatos contendo DNA do Parvo B19 e RNA do HCV foram incubados por até 6 horas a 30°C, por
até 14 dias a 4°C, por até 12 semanas a -20°C e por até 9 meses a -80°C. O estudo ainda estd

em andamento. Os eluatos foram analisados usando um HCV RT-PCR validado internamente e o
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artus® Parvo B19 RG PCR. Em 18 réplicas, foi observada uma falha de RT-PCR para o RNA do
HCV apés armazenamento a 4°C por 14 dias (Figura 4).
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Figura 4. Estabilidade dos dcidos nucleicos virais. A estabilidade do RNA e DNA virais em
eluatos gerados usando o EZ1 DSP Virus Kit foi determinada para o g RNA do HCV e E
DNA do Parvo B19.
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Reprodutibilidade

A reprodutibilidade foi determinada usando 3 instrumentos BioRobot EZ1 DSP em execugdo em 3
dias diferentes (consulte a Tabela 8, préoxima pdgina). Para cada teste (A-G), foram processadas
12 réplicas em 2 execucdes no BioRobot EZ1 DSP. O plasma EDTA humano foi contaminado com
1 x 10* Ul/ml de RNA AcroMetrix OptiQuant HCV e 1 x 10° Ul/ml de DNA AcroMetrix OptiQuant
HBV. O DNA do HBV foi determinado usando o artus® HBV RG PCR Kit e o RNA do HCV usando

um ensaio de HCV RT-PCR validado internamente.

O procedimento automatizado é altamente reproduzivel, conforme demonstrado por resultados
compardveis da purificagéo de dcidos nucleicos virais em 3 instrumentos diferentes BioRobot EZ1
DSP, em 3 dias diferentes (Figura 5).

Tabela 8. Configuracdo do teste de reprodutibilidade

Configuracéo do teste Dia 1 Dia 2 Dia 3

BioRobot EZ1 DSP | Teste A Teste D Teste F

BioRobot EZ1 DSP I Teste B Teste E

BioRobot EZ1 DSP llI Teste C Teste G

40

38

36

Cr
(4]
o

HBV HCV

Figura 5. Reprodutibilidade. A reprodutibilidade foi determinada em trés instrumentos

diferentes do BioRobot EZ1 DSP, em trés dias diferentes.
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Urina

O desempenho do EZ1 DSP Virus Kit para uso com amostras de urina foi avaliado por
comparagdo com o plasma usando painéis de virus quantificados de CMV (virus de DNA) e HCV
(virus de RNA) diluidos no respectivo material da amostra. As amostras de urina e plasma foram
tratadas de acordo com o Manual do EZ1 DSP Virus Kit e os volumes de amostra equivalentes
foram extraidos com o EZ1 DSP Virus Kit. Os écidos nucleicos virais foram detectados usando o
artus® CMV RG PCR e o artus® HCV RG RT-PCR Kit. A avaliagéo do desempenho do EZ1 DSP Virus
Kit comparando urina e plasma apresentaram um desvio de apenas ~2% (com base em valores

de C1) tanto para o CMV quanto para o HCV (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacéo do procedimento EZ1 DSP Virus para uso com amostras de urina e

plasma
Relacdo Relacdo
Tipo de Valor de urina/plasma urina/plasma
espécime n CcT (valor de CT) Cépias/ml (cédpias/ml)
CMV
Urina 4 31,60 6.250
0,98 1,51
Plasma 5 32,17 4.130
HCV
Urina 4 37,83 278
1,02 0,77
Plasma 5 37,25 363
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Sangue total

Intervalo linear

O intervalo linear do EZT DSP Virus Kit foi avaliado usando o EBV como um virus de DNA. Os
testes foram realizados com diluigdes de painéis de virus quantificados feitos em sangue total
humano negativo para o EBV. Foram testadas séries de diluicdo com seis titulos virais diferentes
com 4 réplicas cada. Os dcidos nucleicos virais foram extraidos de 200 ul de sangue total
(misturado com 200 ul de Buffer ATL*) e eluidos em 60 ul de tampéao de eluicdo (AVE). O intervalo
linear do procedimento EZ1 DSP Virus Kit foi determinado para o EBV com o artus® EBV RG PCR
no instrumento Rotor-Gene Q (Figura 6).

*QIAGEN GmbH, n2 ref. 939016
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Figura 6. O intervalo linear de rendimentos usando o protocolo EZ1 DSP Virus em

combinagéo com o ensaio artus® EBV RG PCR para a extragéo de EBV do sangue total.
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Precisdo

Os desvios padrao e coeficientes de variagao (Coefficients of Variations, CVs) para o sangue total

foram determinados para o CMV usando o artus® CMV RG PCR Kit no instrumento Rotor-Gene Q.

Os dados de precisGo entre ensaios sdo exibidos na Tabela 10. O sangue total derivado de

13 doadores de sangue foi testado em 5 réplicas em execugdes separadas no EZ1 Advanced XL.

Os dcidos nucleicos virais foram extraidos de 200 ul de sangue total (misturado com 200 ul de
Buffer ATL*) e eluidos em 120 ul de tampéo de eluigdo (AVE).
*QIAGEN GmbH, n2 ref. 939016

Tabela 10. Precisdo entre ensaios do protocolo EZ1 DSP Virus em combinagéio com o
artus® CMV RG PCR Kit para a extragdo de CMV do sangue total.

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

Intervalo linear

O intervalo linear do EZ1 DSP Virus Kit foi avaliado usando o Adenovirus 5 como um virus de
DNA. Os testes foram realizados com diluigdes seriais de 10 vezes do sobrenadante da cultura
celular em fezes negativas para Adenovirus. Foram testadas séries de diluigo com cinco diluicdes
virais diferentes com 10 réplicas cada. Os dcidos nucleicos virais foram extraidos de amostras de
200 ul (ressuspens@o de 1:10 em Buffer ASL*) e eluidos em 120 ul de tampéo de eluicdo (AVE). O
intervalo linear do procedimento EZ1 DSP Virus foi determinado em combinagdo com o ensaio
Adenovirus R-Gene™ PCR (Argene SA, Franca, ref. 96-010B) no instrumento Rotor-Gene Q em
comparagdo com um método de extragéo de referéncia (Figura 7).

*QIAGEN GmbH, n? ref. 19082

9 .
_ N y =-1,0483x + 11,176
T 8- s R? = 0,9554
8 7
2
8 6 : ‘
S 5
= y=-1,1076x + 11,163 ‘ :
-§ 4 R2 = 0,9665 ‘
2 3
Q
s
8 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
2 3 4 5 6 7 8

Log do fator de dilui¢go (x)

@ EZ1 DSP Virus A Método de referéncia

Figura 7. Intervalo linear de rendimentos usando o protocolo EZ1 DSP Virus em
combinagéo com o ensaio Adenovirus R-Gene™ PCR para a extragéo do Adenovirus 5 das

fezes.

Precisdo

Os desvios padrao e coeficientes de variagdo (Coefficients of Variations, CVs) das fezes foram
determinados para o Adenovirus 5 usando o ensaio Adenovirus R-Gene™ PCR (Argene SA, Franga,
ref. 96-010B) no instrumento Rotor-Gene Q. As fezes negativas para Adenovirus foram
contaminadas com o sobrenadante de cultura celular de Adenovirus 5 e o DNA viral foi extraido a
partir de amostras de 200 pl (ressuspensdo de 1:10 em Buffer ASL*) e eluido em 120 ul de tampéo
de eluicdo (AVE). Sete execucdes de EZ1 com 9 ou 10 réplicas cada foram realizadas em trés dias,
com trés instrumentos EZ1 Advanced XL e trés combinacdes de lotes EZT DSP Virus Kit/Buffer ASL.
Todas as amostras foram analisadas na mesma execugdo de PCR. Os dados de preciséo
(Tabela 11) foram calculados levando em consideracdo os resultados de diferentes instrumentos,
dias, lotes e todas as execucdes de EZ1 juntas (totais).

*QIAGEN GmbH, n2 ref. 19082
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Tabela 11. Precisdo do protocolo EZ1 DSP Virus em combinacéo com o ensaio Adenovirus

R-Gene™ PCR para a extracéo do Adenovirus 5 das fezes.

CV c/ml (%)

3
SD EZ1
Log log Intra-  Adv. 3 3

Execucéo n Cép/ml  cép/ml  cép/ml) ensaio XL dias lotes Total
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 - - - _

Estudo de correlacao

Foi realizado um estudo de correlacéo para o procedimento EZ1 DSP Virus em comparagdo com
um método de referéncia para a extragéo do Norovirus Genogrupo Il de 66 amostras de fezes de
pacientes. Os dcidos nucleicos virais foram extraidos de amostras de 200 ul (ressuspenséo de 1:10
em Buffer ASL*) e eluidos em 120 ul de tampéao de eluicdo (AVE). A andlise foi realizada com um
ensaio interno de RT PCR em comparacdo com o Norovirus Genogrupo Il (Tabela 12).

*QIAGEN GmbH, n2 ref. 19082

Tabela 12. Correlacéio do procedimento EZ1 DSP Virus com um método de referéncia

Referéncia
Positivo Negativo Total
Positivo 34 15 49
EZ1 DSP Virus
Negativo 1 16 17
Total 35 31 66
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Meios de transporte

Intervalo linear

O intervalo linear do EZ1 DSP Virus Kit foi avaliado extraindo HSV-1 e Chlamydia trachomatis
(C. trachomatis) do meio PreservCyt® (Cytyc Corporation, ref. 0200011). Os testes foram
realizados com dilui¢des de painéis de virus quantificados feitos em meio de transporte. Foram
testadas séries de diluicdo com seis titulos virais diferentes em 5 ou 6 réplicas cada. O intervalo
linear do EZ1 DSP Virus Kit foi determinado em comparagéo com um método de referéncia com o
artus® HSV1/2 TM PCR e o ensaio artus® C. trachomatis TM PCR (Figura 8). Os dcidos nucleicos

virais foram extraidos de amostras de 200 ul e eluidos em 90 ul de tampéo de eluicdo (AVE).
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Figura 8. Intervalo linear de rendimentos usando o protocolo EZ1 DSP Virus em
combinagéo com o artus® C. trachomatis PCR (a) e o ensaio artus® HSV1/2 TM PCR (E) para
a extracdo de HSV-1 e C. trachomatis do meio de transporte. O estudo foi realizado em

comparacdio com um método de referéncia.
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Precisdo

Os desvios padréo e coeficientes de variagdo (Coefficients of Variations, CVs) para meios de

transporte foram determinados para HSV-1 e C. trachomatis usando o artus® HSV1/2 TM PCR e o
ensaio artus® C. tfrachomatis TM PCR. O DNA viral e bacteriano foi extraido de 400 ul de meio e

eluido em 60 ul de tampéao de eluigdo (AVE). Cinco meios de transporte foram extraidos em 12

réplicas, cada uma em seis execugdes de EZ1, em trés dias e com trés lotes de EZ1 DSP Virus Kit.

Todas as amostras foram analisadas na mesma execucdo de PCR. A precis@o intermedidria para

C. trachomatis (Tabela 13) e HSV-1 (Tabela 14) foi calculada considerando todas as réplicas de

cada meio de transporte (diferentes execucdes EZ1, dias e lotes).

Tabela 13. Precisdo do protocolo EZ1 DSP Virus em combinag¢io com o artus® C.

trachomatis RG PCR Kit para a extragéo do C. trachomatis do meio de transporte.

Log PrecisGo

nominal intermedidria log

TCIDso/ cop/ml CV cép/ml cép/ml SD (log
Meio n 0,2 ml observado (%) observado cép/ml)
'QIAGEN STM 12 3,75 61.623 10 4,79 0,05
2Remel M4RT® 12 3,75 79.630 10 4,90 0,05
3PreservCyt® 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, n2 ref. 5123-1220; ? Thermo Fisher Scientific Group, ref. R12505; * Cytyc Corp.,
ref. 0200011; # Becton, Dickinson and Company, ref. GYN-0001-V; 5 Copan Diagnostics Inc., n2 ref. 330C
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Tabela 14. Preciséio do protocolo EZ1 DSP Virus em combinac¢éo com o artus® HSV1/2 RG
PCR Kit para a extracdo do HSV-1 do meio de transporte.

Log Preciséo

nominal intermedidria

TCIDso/ cép/ml CV cép/ml log cé6p/ml  SD (log
Meio n 0,2 ml observado (%) observado  cép/ml)
'QIAGEN STM 12 4,25 16.615 47 4,17 0,21
2Remel M4RT® 12 4,25 17.433 38 4,21 0,20
3PreservCyt® 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

T QIAGEN GmbH, n? ref. 5123-1220; 2 Thermo Fisher Scientific Group, ref. R12505; ® Cytyc Corp., ref.
0200011; # Becton, Dickinson and Company, ref. GYN-0001-V; * Copan Diagnostics Inc., n® ref. 330C
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Desempenho clinico (HPV)

Aliquotas de DNA purificadas de um total de 108 amostras compreendendo 50 amostras positivas
para HC2 coletadas em STM, 50 amostras positivas para HC2 coletadas no PreservCyt® e 8
amostras negativas para HC2 em STM foram testadas com o digene® HPV Genotyping RH Test (n®
ref. 613413) e o digene® HPV Genotyping LQ Test (n2 ref. 613215) em comparagéo com o

sistema Free University RLB*.

Os resultados foram classificados como idénticos (100% de gendtipos correspondentes),
compativeis (pelo menos um gendtipo em comum) ou discordantes (sem gendtipos
correspondentes). As discrepdncias (resultados discordantes de genotipagem) foram resolvidas
repetindo os dois ensaios e, no caso de existirem discrepdncias remanescentes, por andlise
subsequente com um terceiro ensaio sensivel de deteccGo e genotipagem do HPV [SPF10-LiPA25

(versao 1)].

Os resultados apresentaram um nivel muito baixo de amostras discrepantes (2%) apds a resolucéo
das amostras discrepantes iniciais para ambos os ensaios de genotipagem em comparagéo com o

método de referéncia (Tabela 15).

Tabela 15. Comparacdo do digene HPV Genotyping RH Test (A) e do digene HPV
Genotyping LQ Test com o sistema Free University RLB* usando o procedimento EZ1 DSP

Virus para a extracéo de HPV a partir do meio de transporte

A B
Tipo de resultado % de amostras clinicas % de amostras clinicas
Idéntico 80 58
Compativel 18 12
Discrepante 2 2

* van den Brule, A. J., Pol R., Fransen-Daalmeije, N., Schouls, L. M., Meijer, C. J. e 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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Desempenho clinico (Influenza A)

Para demonstrar o desempenho clinico, 102 espécimes de swab nasofaringeo coletados em UTM
(Copan Diagnostics Inc., n2 ref. 330C) foram avaliados usando o EZ1 DSP Virus Kit para a
extracdo de dcido nucleico. O RNA da Influenza A foi detectado usando o artus® Inf. AHINT 2009
LC RT-PCR Kit e o teste Focus Influenza A HIN1 (2009) Real-Time RT-PCR (Tabela 16) aprovado
nos EUA.

Tabela 16. Comparacéo do artus® Inf. A HIN1 2009 LC RT-PCR Kit com o teste Focus
Influenza A HIN1 (2009) Real-Time RT-PCR aprovado nos EUA, usando o EZ1 DSP Virus
Kit para a extracéio do virus sazonal de Influenza A e Influenza HIN1 2009 a partir de

swabs nasofaringeos

Focus Influenza A H1N1
(2009) Real-Time RT-PCR

Infl.A 2009
sazonal H1N1

positivo  positivo Negativo  Total

Infl.A sazonal

. 5 0 2 7
artus® Inf. A positivo
H1N1 2009 LC 2009 H1N1 positivo 0 27 1 28
RT-PCR
Negativo 0 0 67 67
Total 5 27 70 102
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Swabs secos

Intervalo linear

O intervalo linear do EZ1 DSP Virus Kit foi avaliado extraindo HSV-1 e Chlamydia trachomatis
(C. trachomatis) de Puritan Cotton Swabs (ref. 25-806 1PC, Puritan Medical Products Co. LLC). Os
testes foram realizados com diluigdes de material padréo quantificado. A saliva negativa humana
foi contaminada com material patogénico e transferida para o swab. Apds a desidratacdo, os
patdégenos foram isolados novamente do swab seco por ressuspensdo em 600 ul de Buffer ATL*.
Foram testadas séries de diluicdo com seis titulos virais diferentes em 5 ou 6 réplicas cada. O
intervalo linear do EZ1 DSP Virus Kit foi determinado em comparagdo com um método de
referéncia com o artus® HSV1/2 TM PCR e o ensaio artus® C. trachomatis TM PCR (Figura 9). Os
dacidos nucleicos virais foram extraidos de amostras de 400 ul e eluidos em 150 ul de tampéao de
eluicdo (AVE).

*QIAGEN GmbH, n2 ref. 939016
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Figura 9. Intervalo linear de rendimentos usando o protocolo EZ1 DSP Virus em
combinagéo com o artus® C. trachomatis PCR (a) e o ensaio artus® HSV1/2 TM PCR (E) para
a extracéo de HSV-1 e C. trachomatis de swabs de algoddo secos. O estudo foi realizado

em comparagdo com um método de referéncia.

Precisdo

Os desvios padréo e coeficientes de variacdo (Coefficients of Variations, CVs) para swabs secos
foram determinados para HSV-1 e C. trachomatis usando o artus® HSV1/2 TM PCR e o ensaio
artus® C. trachomatis TM PCR. Os Copan Flocked Swabs (n2 ref. 502CS0, Copan ltalia S.p.A), os
Puritan Cotton Swabs (ref. 25-806 1PC, Puritan Medical Products Co. LLC)e os swabs secos foram
preparados e pré-tratados conforme descrito acima e o DNA viral e bacteriano foi extraido do
volume de amostra de 400 ul e eluido em 60 ul de tampéo de eluicdo (AVE). A extragGo foi
realizada com trés doadores de saliva em 8 ou 9 repeticdes cada, em seis execugdes EZ1, em trés
dias e com trés combinacdes de lotes EZT DSP Virus Kit/Buffer ATL. Todas as amostras foram
analisadas na mesma execugdo de PCR. A precis@o intermedidria para C. trachomatis (Tabela 17)
e HSV-1 (Tabela 18) foi calculada considerando todas as réplicas de cada doador e tipo de swab

(diferentes execucdes EZ1, dias e lotes).
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Tabela

17.

Precisdo

do protocolo EZ1

DSP Virus

em combinacdo com

o artus® C. trachomatis RG PCR Kit para a extragéo de C. trachomatis dos swabs secos

Log Preciséo SD
nominal intermedidria (log
Tipo de TCIDso/ c6p/ml CV cép/ml log cé6p/ml  cédpias
swab Doador n 0,2 ml observado (%) observado /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

Tabela 18. A precisdo do protocolo EZ1 DSP Virus em combinagéio com o artus® HSV1/2

RG PCR Kit para a extracdo do HSV-1 dos swabs secos

Log Precisdo sD
nominal intermedidria (log
Tipo de TCIDso/ cép/ml CV cép/ml log cép/ml  cépias
swab Doador n 0,2 ml observado (%) observado /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
Copan
flocked 2 9 3,75 10.773 24 4,03 0,11
swabs
3 9 3,75 10.336 24 4,01 0,11

Caracteristicas de desempenho do EZ1 DSP Virus Kit

pégina 22 de 24



Amostras respiratérias (expetoracao)

Estudo de correlagéo

Um estudo de correlacdo foi realizado para o procedimento EZ1 DSP Virus para a extragéo de
Mycobacterium tuberculosis da expetoracgo humana negativa. Uma série de diluigdes com 4
titulos virais diferentes foi testada em réplicas Unicas em comparacdo com um método de
referéncia. O DNA bacteriano foi extraido de 200 ul de expetoracéo, pré-tratado com Sputasol
(Oxoid Limited, ref. SR0233) e Lisozima (Sigma-Aldrich, n2 ref. L6876), conforme descrito no
Manual do EZ1 DSP Virus Versdo 4 e eluido em 90 ul de tampéo de eluicéo (AVE). A andlise foi

realizada com o ensaio artus® M. tuberculosis RG PCR (Figura 10).

[4)]

log cépias/ml de referéncia
ey

2 3 4 5 6
log cépias/ml do EZ1 DSP Virus

Figura 10. Correlagéo do procedimento EZ1 DSP Virus com um método de referéncia.
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Para obter informacgées de licenciamento atualizadas e isencdes de responsabilidade especificas
do produto, consulte o manual do usudrio ou o manual do respectivo kit QIAGEN. Os manuais
dos kits da QIAGEN e os manuais do usudrio estdo disponiveis em www.giagen.com ou podem ser

solicitados aos Servicos Técnicos da QIAGEN ou ao distribuidor local.
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