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Havaitsemisraja — plasma

arfus EBY QS-RGQ Kit -sarjan havaitsemisraja puhdistus huomioituna (herkkyysraja) arvioitiin
kayttamalla EBV-positiivisia kliinisia néytteitd yhdessé QIAsymphony® SP -laitteella tehdyn erottelun

kanssa.

Plasmalle artus EBY QSRGQ Kit-sarjan havaitsemisraja  puhdistus  huomioituna madritettiin
kayttamalla laimennussarjaa EBV-materiaalille, jonka arvo oli arvosta 3 160 nimelliseen 1 EBV-
kopioon ml:ssa ja johon oli lisatty kliinisia plasmandytteitd. Némé altistettiin. DNA-erotukselle
kéyttamélla QlAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit -sarjaa Cellfree1000_DSP -protokollan
kanssa (erottelutilavuus: 1 ml, eluutiotilavuus: 60 pl). Kaikki 10 laimennusta analysoitiin
artus EBY QS-RGQ Kit -sarjalla neljénd eri paivéné neljéssa ajossa, joissa oli kussakin kahdeksan
kahdennusta. Tulokset maadritettiin - probit-analyysilla. Probitanalyysi on esitetty graafisessa
muodossa kuvassa 1. artus EBVY QS-RGQ Kit -sarjan havaitsemisraja puhdistus huomioituna Rotor-
Gene® Q -laitteen kanssa on 157 kopiota/ml (p = 0,05). Tama tarkoittaa, eftd on olemassa 95 %:n

todenndkaisyys, ettd 157 kopiota havaitaan millilitrassa (vastaa arvoa 22,29 1U/ml).
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Kuva 1. Probit-analyysi: plasma, EBV (Rotor-Gene Q). Havaitsemisraja puhdistus huomioituna (plasma, QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Midi Kit sarjalla) ja artus EBV QS-RGQ Kit -sarja Rotor-Gene Q -laitteessa
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Spesifisyys — plasma

artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan spesifisyys varmistetaan ennen kaikkea alukkeiden ja koettimien seka
eriftdin vaativien reaktio-olosuhteiden valinnalla. Alukkeiden ja koettimien mahdollinen homologia
kaikkien geenipankeissa julkaistujen sekvenssien kanssa tarkistettiin sekvenssivertailuanalyysilla.

Kaikkien relevanttien genotyyppien havaittavuus on siis taten varmistettu.

Lisaksi spesifisyys validoitiin 30 erilaisella EBV-negatiivisella plasmanéytteelld. Néma eivat

antaneet mitdan merkkid EBV RG Master kuuluvien EBV-spesifien alukkeiden ja koettimien kanssa.

artus EBV QS-RGQ Kit -sarjan mahdollinen ristiinreagointi testattiin taulukossa 1 mainitulla
kontrolliryhmalla. Yksikacn testatuista patogeeneistd ei ollut reaktiivinen. Sekoitetuissa infektioissa

ei ilmennyt ristiinreagointia.

Taulukko 1. Sarjan spesifisyyden testaus mahdollisesti ristiinreagoivilla patogeeneilld

EBV Sisdinen kontrolli
Kontrolliryhma (Cycling Green) (Cycling Yellow)
Ihmisen herpesvirus 1 (Herpes simplex virus 1) - +
Ihmisen herpesvirus 2 (Herpes simplex virus 2) - +
Ihmisen herpesvirus 3 (Varicella-zostervirus) - +
Ihmisen herpesvirus 5 (Sytomegalovirus) - +
Ihmisen T-solun leukemiavirus 1 - +
Ihmisen T-solun leukemiavirus 2 - +

Lineaarinen alue — plasma

artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan lineaarinen alue puhdistus huomioituna mddritettiin analysoimalla
EBV-materiaalin  laimennussarjoja  alueella  arvosta 1,00 x 107 kopiota/ml arvoon
6,31 x 102 kopiota/ml plasmassa. Puhdistus tehtiin kahdennuksissa (n = 4 pitoisuuksille
>1,00 x 10° kopiota/ml, n = 8 pitoisuuksille <1,00 x 10¢ kopiota/ml) kayttamalla QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Midi Kit -sarjaa Cellfree1000_DSP -protokollan kanssa (erotustilavuus: 1 ml,
eluutiotilavuus: 60 pl). Kukin nayte analysoitiin artus EBY QS-RGQ Kit -sarjaa kayttamalla.
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artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan lineaarinen alue puhdistus huomioituna médritettiin pitoisuuksille
arvosta 6,31 x 10? kopiota/ml arvoon 1,00 x 107 kopiota/ml (vastaa arvoa 8,96 x 10" -
1,42 x 10° 1U/ml) plasmalle (kuva 2).
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Kuva 2. artus EBV QS-RGQ Kit -sarjan lineaarinen alue (plasma). Lineaarisen alueen laskenta. Suora viiva médritettiin

laskettujen logio-pitoisuuksien ja logionimellispitoisuuksien lineaarisen regression perusteella. Regressiosuoran yhtald nakyy
kuvassa.

Varmuus - plasma

Varmuuden  verifioinnin  avulla  voidaan médrittéa  artus EBY QSRGQ  Kit -sarjan  koko
virhetodenndkaisyys. Varmuuden verifiointia varten 30 EBV-negatiiviseen plasmandytteeseen
lisattiin 500 kopiota/ml EBV:t& (analyyttisen herkkyysrajan noin kolminkertainen pitoisuus).
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi Kit -sarjalla ja Cellfree 1000_DSP -protokollalla tehtévén
erotuksen jdlkeen (erotustilavuus: 1 ml, eluutiotilavuus: 60 pl), némd ndaytteet analysoitiin
artus EBY QS-RGQ Kit -sarjalla. Liséksi sisdisen kontrollin varmuus arvioitiin puhdistamalla ja
analysoimalla 30 lisattyd plasmandytettd. Inhibitioita ei havaittu. Tasta syysta artus EBV QS-RGQ
Kit -sarjan varmuus on 299 %.
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Hairitsevat aineet — plasma

Bilirubiinissa, hemoglobiinissa ja triglyserideissé ei havaittu hgirigita arfus EBV QS-RGQ Kit -

sarjassa taulukon 2 mukaisissa pitoisuuksissa.

Taulukko 2. Héiritsevit aineet EDTA-plasmanaytteissa

Crieavy 15 —
EBV-pitoisuus Hdiritsevd aine Criesv) Criev) contl
(kopiota/ml) Kohde Pitoisuus Cr-keskiarvo SD CV (%) Absoluuttinen
Bilirubiini 30 mg/dl 32,30 0,37 1,14 0,58
Hemoglobiini 2 g/dl 32,82 0,20 0,60 0,06
1600 Triglyseridi 1 g/dl 32,42 0,28 0,87 0,46
Albumiini 4 g/dl 31,71 0,54 1,69 1,15
Kontrolli - 32,88 0,33 0,99 -

CV: coefficient of variation (variaatiokerroin), EBV: Epstein-Barrin virus, IS: interfering substance (héiritsevé
aine), SD: standard deviation (keskihajonta)

Kliininen arviointi — plasma

arfus EBY QSRGQ Kit -sarjan kliininen suorituskyky arvioitiin testaamalla kliinisié néytteita ja
analysoimalla  16ydékset vastaavan menetelmén  tuloksia vasten. EBV-infektiopotilailta  ja
negatiivisista kontrolleista kerdttiin yhteensa 166 EDTA-plasmandytettd, jotka testattiin artus EBV
QS-RGQ Kit -sarjalla ja vastaavalla menetelmalld ulkoisessa toimipaikassa. Tulokset analysoitiin
kahdessa osassa: Ensimmdinen osa oli PPA:n (Positive Percent Agreement), NPA:n (Negative
Percent Agreement] ja OPA:n (Overall Percent Agreement] kategorinen yhtapitavyysanalyysi.
Toisessa osassa analysoitiin tulokset yhteensa 83 EDTA-plasmandytteestd, jotka osuivat yleisen
maadrityksen dynaamiselle alueelle, kayttamalla Demingin ja Passing-Bablokin regressioanalyysejd,

ja 18yddkset raportoitiin vastaavan korrelaatiokertoimen kanssa (katso taulukko 3 ja kuva 3).

Taulukko 3. EDTA-plasmandytteiden kliinisen suorituskyvyn tutkimustiedot

Clopper-Pearsonin Clopper-Pearsonin
(tarkka) binomiaalinen (tarkka) binomiaalinen
Prosentuaalinen alempi kaksipuolinen ylempi kaksipuolinen

Yhtdpitivyyden arvio Tiheydet yhtapitévyys 95 %:n luotettavuusraja 95 %:n luotettavuusraja
Prosentuaalinen yhtdpitévyys 154/166 92,77 87,71 96,21
yhteensd
Positiivinen prosentuaalinen 100/102 98,04 93,10 99,76
yhtépitévyys
Negatiivinen prosentuaalinen 54/64 84,38 73,14 92,24
yhtapitévyys
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Kuva 3. Regressiopiirros Passing-Bablokin ja Demingin suorien kanssa. Kummankin analyysin néytteet, jotka ovat
kvantifikaation alarajan ja ylérajan vélissd, ovat mukana analyysissé.

Kahden madrityksen vdlilla tehdyn lineaarisen regression analyysissd saatiin  Pearsonin

korrelaatiokertoimeksi 0,922 ja Spearmanin korrelaatiokertoimeksi 0,928.

Havaitsemisraja — kokoveri

Kokoverelle artus EBV QS-RGQ Kit -sarjan havaitsemisraja puhdistus huomioituna madritettiin
kayttamalla laimennussarjaa EBV-materiaalille, jonka arvo oli arvosta 3 160 nimelliseen 3,16 EBV-
kopioon ml:ssa ja johon oli lisatty ihmisen kokoveringytteitd. Némé altistettin DNA-erotukselle
kayttamalla QlAsymphony DNA Mini Kit -sarjaa VirusBlood200_DSP -protokollan kanssa
(erottelutilavuus: 200 pl, eluaatin maara: 60 pl). Kaikki 10 laimennusta analysoitiin artus EBV QS-
RGQ Kit-sarjalla kolmena eri péivéng kolmessa ajossa, joissa oli kussakin 11 kahdennusta.

Tulokset madritettiin probit-analyysillé. Probit-analyysi on esitetty graafisessa muodossa kuvassa 4.

artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan havaitsemisraja puhdistus huomioituna Rotor-Gene Q -laitteella on
288,29 kopiota/ml (p = 0,05). Tama tarkoittaa, ettd on olemassa 95 %:n todenndkdisyys, ettd
288,29 kopiota havaitaan millilitrassa (vastaa arvoa 40,36 1U/ml).
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Kuva 4. Probit-analyysi: kokoveri, EBV (Rotor-Gene Q). Havaitsemisraja puhdistus huomioituna (kokoveri, QlAsymphony DNA
Mini Kit -sarjalla) ja artus EBY QS-RGQ Kit -sarja Rotor-Gene Q-laitteella.

Spesifisyys — kokoveri

artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan spesifisyys varmistetaan ennen kaikkea alukkeiden ja koettimien seka
eriftdin vaativien reaktio-olosuhteiden valinnalla. Alukkeiden ja koettimien mahdollinen homologia
kaikkien geenipankeissa julkaistujen sekvenssien kanssa tarkistettiin sekvenssivertailuanalyysilla.

Kaikkien relevanttien genotyyppien havaittavuus on siis taten varmistettu.

Lisaksi spesifisyys validoitiin 30 eri EBV-negatiivisella kokoverindytteelld. Némé eivét antaneet

mitaan merkkia EBV RG Master kuuluvien EBV-spesifien alukkeiden ja koettimien kanssa.

artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan mahdollinen ristiinreagointi testattiin  taulukossa 1 mainitulla
kontrolliryhmalla (katso sivu 3). Yksikadan testatuista patogeeneistd ei ollut reaktiivinen. Sekoitetuissa

infektioissa ei ilmennyt ristiinreagointia.

Lineaarinen alue — kokoveri

artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan lineaarinen alue puhdistus huomioituna mddritettiin analysoimalla
EBV-materiaalin  laimennussarjoja  alueella arvosta 5,00 x 107 kopiota/ml arvoon
1,00 x 108 kopiota/ml kokoveressa. Puhdistus tehtiin kahdennuksissa (n = 4 pitoisuuksille
>1,00 x 107 kopiota/ml, n = 8 pitoisuuksille <1,00 x 107 kopiota/ml) kayttamalla QIAsymphony
DNA Mini Kit -sarjaa VirusBlood200_DSP -protokollan kanssa (erotustilavuus: 200 pl, eluaatin
maard: 60 pl). Kukin nayte analysoitiin  arfus EBY QS-RGQ  Kit -sarjaa  kayttamalla.
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artus EBY QSRGQ Kit -sarjan lineaarinen alue puhdistus huomioituna médritettiin pitoisuuksille arvosta
1,00 x 10° kopiota/ml arvoon 5,00 x 107 kopiota/ml (vastaa arvoa 1,4 x 10?2 - 7,0 x 10° IU/ml)
kokoverelle (kuva 5).
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Kuva 5. artus EBV QS-RGQ Kit -sarjan lineaarinen alue (kokoveri). Lineaarisen alueen laskenta. Suora viiva médritettiin

laskettujen logio-pitoisuuksien ja logionimellispitoisuuksien lineaarisen regression perusteella. Regressiosuoran yhtdls nékyy
kuvassa.

Varmuus — kokoveri

Varmuuden  verifioinnin  avulla  voidaan médérittéa  artus EBY QS-RGQ  Kit -sarjan  koko
virhetodenndkaisyys. Varmuuden verifiointia varten 51 EBV-negatiiviseen kokoverindytteeseen
lisattiin 750 kopiota/ml EBV:td (analyyttisen herkkyysrajan noin kolminkertainen pitoisuus).
QlAsymphony DNA Mini Kit -sarjalla ja VirusBlood200_DSP -protokollalla tehtévan erotuksen
jalkeen (erotustilavuus: 200 pl, eluaatin m&ard: 60 pl), ndmé ndytteet analysoitiin artus EBV QS-
RGQ Kit -sarjalla. Lisdksi sisdisen kontrollin varmuus arvioitiin puhdistamalla ja analysoimalla 51

lisattyd kokoverindytettd. Inhibitioita ei havaittu. Tastd syysta artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan varmuus
on 299 %.
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Hairitsevat aineet — kokoveri

Aineet, jotka voisivat mahdollisesti vaikuttaa artus EBY QS-RGQ Kit -sarjan tuloksiin, testattiin, ja

naiden aineiden ne pitoisuudet, jotka eivat hairinneet sarjaa, on esitetty taulukossa 4.

Taulukko 4. Hairitsevét aineet kokoverinéytteissd

Criesvis =
EBV-pitoisuus Hdiritsevé aine Crieav) Crieav) Control
(kopiota/ml) Kohde Pitoisuus Cr-keskiarvo SD CV (%) Absoluuttinen
Bilirubiini 30 mg/dl 34,44 0,27 0,78 0,73
Triglyseridi 1 g/dl 34,58 0,32 0,91 0,59
gDNA 3 pg/néiyte 34,79 0,18 0,52 0,38
2500 gDNA 2,5 pg/néiyte 34,57 0,39 113 0,60
gDNA 2 pg/néyte 34,73 0,49 1,41 0,44
gDNA 1 pg/néiyte 34,86 0,22 0,62 0,31
Kontrolli - 35,17 0,40 1,13 -

CV: coefficient of variation (variaatiokerroin), EBV: Epstein-Barrin virus, gDNA: genominen DNA IS: interfering substance
(hairitseva aine), SD: standard deviation (keskihajonta)

Kliininen arviointi — kokoveri

artus EBY QSRGQ Kit -sarjan kliininen suorituskyky arvioitiin testaamalla kliinisia néytteita ja
analysoimalla vastaavan menetelmén  tuloksia vasten. EBV-infektiopotilailla ja negatiivisista
kontrolleista kerdttiin yhteensa 178 kokoverindytettd, jotka testattiin artus EBY QS-RGQ Kit -sarjalla
ja vastaavalla menetelmdllé ulkoisessa toimipaikassa. Tulokset analysoitiin kahdessa osassa:
Ensimmainen osa oli PPA:n, NPA:n ja OPA:n kategorinen yhtépitdvyysanalyysi. Toisessa osassa
analysoitiin tulokset yhteensa 98 kokoverindytteestd, jotka osuivat yleisen méadrityksen dynaamiselle
alueelle, kayttamalla Demingin ja Passing-Bablokin regressioanalyyseijd, ja [6yddkset raportoitiin
vastaavan korrelaatiokertoimen kanssa (katso taulukko 5 ja kuva 6).

Taulukko 5. Kokoverindytteiden kliinisen suorituskyvyn tutkimustiedot

Clopper-Pearsonin Clopper-Pearsonin
(tarkka) binomiaalinen  (tarkka) binomiaalinen
alempi kaksipuolinen  ylempi kaksipuolinen
Prosentuaalinen 95 %:n 95 %:n
Yhtépitdvyyden arvio  Tiheydet yhtdpitévyys luotettavuusraja luotettavuusraja
Prosentuaalinen 169/178 94,94 90,62 97,66
yhtapitévyys yhteensa
Positiivinen 115/119 96,64 91,62 99,08
prosentuaalinen
yhtépitévyys
Negatiivinen 54/59 91,53 81,32 97,19
prosentuaalinen
yhtapitévyys
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Kuva 6. Regressiopiirros Passing-Bablokin ja Demingin suorien kanssa. Kummankin analyysin néytteet, jotka ovat
kvantifikaation alarajan ja ylérajan vélissd, ovat mukana analyysissa.

Kahden maarityksen valillé tehdyn lineaarisen regression analyysissa saatiin - Pearsonin

korrelaatiokertoimeksi 0,956 ja Spearmanin korrelaatiokertoimeksi 0,945.

Uusittavuus

Uusittavuustietojen avulla arfus EBV QS-RGQ Kit -sarjan suorituskykyd ja tehokkuutta verrattuna
muihin tuotteisiin voidaan arvioida sédnndllisesti. Namda tiedot on saatu osallistumalla tunnettuihin

patevyysohjelmiin.
Ristikontaminaatio

Naytteiden vdalisen ristikontaminaation mahdollisuus voitiin sulkea pois koko tydnkulussa silla
perusteella, ettd kaikki tunnetut positiiviset ja negatiiviset ndytteet havaittiin oikein vuoroittaisista

paikoista (sakkilautakuvio) edustavassa arfus QS-RGQ system -jarjestelmassa.

artus EBV QS-RGQ Kit sarjan kayttdohjeessa on tiedot sarjaan liittyvista tuotteista seka tilaustiedot.
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Asiakirjan muutoshistoria

Péivamddrd Muutokset
R1 Paivitetty artus EBY QSRGQ Kit -sarjan versio versiosta 1 versioon 2, faittopdivityksid.
11/2019

Voimassa olevat lisenssitiedot ja

tuotekohtaiset  vastuuvapauslausekkeet ovat

saatavilla

tuotekohtaisista QIAGEN®-sarjojen kayttdoppaista tai kéasikirjoista. QIAGEN-sarjojen kasikirjat ja

kayttdoppaat ovat saatavilla osoitteessa www.qiagen.com, tai niitd voi tiedustella QIAGENIn

teknisesta palvelusta tai paikalliselta jélleenmyyjalta.

Tavaramerkit: QIAGEN®, Sample to Insight®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group).
Téssa asiakirjassa mainittuja rekisterdityjd nimid, tavaramerkkejé jne. on pidettévé lain suojaamina, vaikkei niité olisi erityisesti sellaisiksi merkitty
11/2019 HB-2733-D01-001 © 2019 QIAGEN, kaikki oikeudet pidatetddn.
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