EZ1® DSP Virus Kit

Sistémas EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&ja ir noteikta veiktsp&jas novértéSanas pétijumos, izmantojot
plazmas, seruma, CSS, urina, nesadalftu asinu, fécu, parneSanas vides, sausu uztriepes tamponu un
respiratoros paraugus virusu nukleinskabju un baktériju DNS izoleéSanai. TestéSana tika veikta saskana

ar protokoliem, kas aprakstiti EZ1 DSP Virusrokasgramatas pédéja 4. versija.

Tomér komplekta veiktspgja nav garantéta attieciba uz katru virusu vai baktériju sugu, un lietotajam tas
ir jaapstiprina. Lietotaja pienakums ir parbaudtt sistemas veiktspé&ju attieciba uz visam vinu laboratorija
izmantotajam procediram, kas nav ietvertas QIAGEN darbibas novértéjuma pétijumos.

Darbibas raksturojums

Serums un plazma

Linearais diapazons

EZ1 DSP Virus Kit komplekta linearais diapazons tika novértéts darba ar HCV un HIV-1 RNS un HBV
DNS virusu. Testi tika veikti ar kvantificétiem virusa panelu atSkaidijumiem, kas izgatavoti HBV, HCV
un HIV-1 negativa cilvéka plazma vai seruma. AtSkaidijumu sérijas ar seSiem dazadiem virusu titriem
tika testétas ar 12 atkartojumiem katrai. EZ1 DSP Virus Kit komplekta procediras linearais diapazons ir
noteikts darba ar HBV, HCV un HIV-1, izmantojot Abbott RealTime virusu slodzes analizém (1. tabula,
1. attéls). Katram HIV-1 vai HCV paraugam pirms ekstrah&Sanas tika tieSi pievienoti RealTime iek3€jas
kontroles materiali (katrs 17 pl). Izmantojot RealTime HBV, katram paraugam RealTime HBV iek$€jas
kontroles 3,4 pl tika kombinéti ar neséjvides RNS. Virusu nukleinskabes tika izdalitas no 400 pl
parauga un eluétas 90 pl eluéSanas buferSkiduma (AVE). PKR tika veikta ar Abbott m2000rt.

1. tabula. Paraugu avota un pakartotas analizes, kas tika izmantotas lineara diapazona

ieguto vertibu noteikSanai ar EZ1 DSP Virus protokolu

Viruss Avots Pakartota analize Manuali izmantota
analize
HIV-1 BBI (Boston Biomedica, Inc., Abbott RealTime Abbott RealTime HIV-1
Boston, USA) HIV ar defektu, HIV-1 (Abbott
BBI rekalcinéta plazma Molecular Inc.)
HCV ProMedDx (ProMedDx LLC Abbott RealTime Abbott RealTime HCV

Norton, MA, USA) pacienta HCV (Abbott
paraugs, apkopota normala Molecular Inc.)
cilvéka plazma

HBV Teragenix (Teragenix Abbott RealTime Abbott RealTime HBV

Coporate, Ft. Lauderdale, FL, HBV (Abbott ....‘
USA) pacienta paraugs, Molecular Inc.) “.“

rekalcinéta cilvéka plazma QIAGEN®

Sample & Assay Technologies
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1. attéls. lzmantojot EZ1 DSP Virus protokolu, ieguto vértibu linearais diapazons. EZ1 DSP
Virus protokola linearais diapazons tika noteikts, izmantojot virusa atSkaidijumu sériju un
Abbott RealTime analizes (1. tabula) [} darba ar HIV-1, E darba ar HCV un [® darba ar HBV.
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Precizitate

Standarta novirZzu un variaciju koeficienti (coefficients of variations, CV) tika noteikti HIV-1, HCV
un HBV atSkaidijuma sérijam attiecigo pakartoto analizu linearaja diapazona. Precizitates analizei
tika izmantoti tas paSas pakartotas analizes, kas lineara diapazona noteikSanai (1.tabula).
Starpanalitiskas precizitates dati ir sniegti 2.—4. tabula. Katram panela elementam 12 atseviSkas
izpildés darbstacija BioRobot EZ1 DSP tika izdaliti 12 atkartojumi. PKR tika veikta ar Abbott
m2000rt 2 izpildés katram no 6 atkartojumiem.

2. tabula. EZ1 DSP Virus protokola starpanalitiska precizitate, izmantojot Abbott RealTime
HIV-1 analizi

SN
Panela leraksta (ieraksta
elements n Kopijas/ml CV (%) kopijas/ml kopijas/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

3. tabula. EZ1 DSP Virus protokola starpanalitiska precizitate, izmantojot Abbott RealTime
HCV analizi

SN
Panela leraksta (ieraksta
elements n IU/ml CV (%) IU/ml IU/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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4. tabula. EZ1 DSP Virus protokola starpanalitiska precizitate, izmantojot Abbott RealTime
HBV analizi

SN
Panela leraksta (ieraksta
elements n Kopijas/ml CV (%) kopijas/ml kopijas/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 3311311 12 6,52 0,05
6 12 40 040 547 14 7,60 0,06

NoteikSanas robeza

NoteikSanas robeza tika noteikta péc EZ1 DSP Virus sisttmas 95% varbitibas veértibas,
izmantojot HIV-1 PVO starptautiska virusu standarta 97/656 prasibas, HBV PVO starptautiska
virusu standarta 97/746 prasibas un kvantificeto CMV Sdnu kultdras virséjo slani. NoteikSanas
robeza tika noteikta, apstradajot attiecigo virusu atSkaidijumu seériju. Virusi tika atSkaiditi HIV,
HBV un CMV negativa normala cilvéka EDTA plazmas kratuvé. Katra atSkaidiS8anas darbiba tika
sagatavota vismaz 3 neatkarigas izpildés ar vismaz 6 atkartojumiem katram atSkaidijumam.
Parauga sagatavoSanai darbstacija BioRobot EZ1 DSP izmantoja 400 yl plazmas ar eluéSanu
60 pl tilpuma.

artus® HBV PCR Kit komplekti tika izmantoti HBV DNS noteikSanai, bet CMV DNS noteik3anai
tika izmantoti artus® CMV PCR Kit komplekti. Paraugi tika analizéti LightCycler® 1.2 (Roche),
Rotor-Gene® 3000 (Corbett Research) un ABI PRISM® 7000 SDS (Applied Biosystems) iekarta.
HIV RNS noteikSanai izmantoja COBAS® Amplicor® HIV-1 Monitor® Test (versija 1.5) COBAS
Amplicor analizatora. Visu paraugu apkopotie dati tika novértéti izmantojot varbatibas analizi. Dati
ir sniegti 5.—6. tabula ar raksturigajam varbatibas diagrammam 2.-3. attéla.
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5. tabula. HBV un CMV DNS noteikSanas robeza, izmantojot EZ1 DSP Virus iekartu un

artus® PCR Kit komplektus

(kopijas/ml)

Sakritibas Sakritibas Sakritibas
Viruss levades titrs (LightCycler) (Rotor-Gene) (ABI PRISM)
HBV 95% varbdtibas
457 14,4 13,2
vértiba (1U/ml)
Ticamibas intervals
28-102 9,5-26,5 9,0-23,1
(IU/ml)
CMV 95% varbdtibas
. 67,2 21,8 38,3
vértiba (kopijas/ml)
Ticamibas intervals
41,8-142 14,5-44,1 21,5-89,8

95%

0,8 1

0,6 1

0,4 1

Proporcijas

1,33829 ~ 21,8 kopijas/ml (95%)

leraksts (deva)

2. atteéls. CMV DNS noteikSanas varbutibas analize, izmantojot EZ1 DSP Virus iekartu un
artus® CMV RG PCR Kit komplektu. Virusa nukleinskabes tika izdalitas, izmantojot EZ1
DSP Virus iekartu, un CMV DNS noteik$anai izmantoja artus® CMV PCR RG Kit komplekts
iekarta Rotor-Gene 3000. 95% varbitibas vértiba bija 21,8 kopijas/ml.

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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6. tabula. HIV RNS noteikSanas robeza, izmantojot EZ1 DSP Virus iekartu un COBAS
Amplicor HIV-1 Monitor Test versiju 1.5

levades titrs (IU/ml) Sakritibas
95% varbatibas vértiba (IU/ml) 1145
Ticamibas intervals (1U/ml) 82,9-194,3
1,0
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3. attéls. HIV RNS noteikSanas varbitibas analize, izmantojot EZ1 DSP Virus iekartu un
COBAS Amplicor HIV-1 Monitor testa versiju 1.5. Virus nukleinskabes tika izdalitas,
izmantojot EZ1 DSP Virus iekartu, ar 400 pl paraugu ievadei un 60 pl eluata. HIV RNS
noteikSanai izmantoja COBAS Amplicor HIV-1 Monitor Test COBAS Amplicor analizatora
1pasi jutiga rezima. 95% varbutibas vértiba bija 114,5 IlU/ml.

Paraugu parneses izslegSana

Krusteniskas kontaminacijas notikumu riska novértésanai starp EZ1 DSP Virus procediram un to
laika BioRobot EZ1 DSP, EZ1 Advanced un EZ1 Advanced XL iekarta katra tika veiktas devinas
izpildes. Testi tika veikti, izmantojot kvanitificétu parvovirusa B19 pacienta paraugu. Parneses
testos izmantoto pozitivo paraugu virusa slodze bija 1,0 x 108 IlU/ml. Pozitivo paraugu
atSkaidiSanai un ka negativas kontroles paraugus izmantoja cilvéka parvovirusa B19 negativas
EDTA plazmas kratuvi.

Lai noteiktu parnesi no parauga uz paraugu, katra iekarta tika veiktas 2 izpildes ar negativiem un
Tpasi pozitiviem paraugiem mainigas Saha déla struktdras pozicijas. Katra tre$a izpilde tika veikta,
izmantojot negativus paraugus, lai kontrol&tu iesp&jamo pilna cikla parnesi. ST paraugu struktira
tika atkartota tris reizes, iegUstot kopuma devinas izpildes katra iekarta. Parvovirusa B19 DNS
tika noteikts un kvantificéts, izmantojot ar CE-IVD iezimétu artus® Parvo B19 RG PCR Kit
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komplektu iekarta Rotor-Gene 3000. Ir noteikts, ka artus® Parvo B19 RG PCR Kit komplekta
analitiska noteikSanas robeza eluata ir 0,2 1U/ul (p = 0,05). Tas nozimé, ka pastav 95% varbutiba,
ka eluata tiks noteikts 0,2 [U/pl.

Izmantojot artus® Parvo B19 RG PCR Kit komplektu, visi Tpasi pozitivie paraugi tika noteikti ka pozitivi.
Visi negativie paraugi Saha déla modela izpildés un visds negativajas izpildés bija nereagéjoSi
(darbstacija BioRobot EZ1 DSP iegitie rezultati ir sniegti Seit: 7. tabula). Sie eksperimenti liecina, ka

EZ1 DSP Virus protokols noradrtajos apstaklos neizraisa paraugu parnesi.

7. tabula. Krusteniskas kontaminacijas testa struktiira un Cr vértibas parvovirusa B19 DNS
noteikSanai, izmantojot darbstaciju BioRobot EZ1 DSP

Pozicija
Izpilde 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

Visu paraugu vidéja Cr vértiba = 15,40 + 0,18 (CV = 1,14%)

X: nereagéjoss péc 45 PKR izpildém.

Stabilitate

Tika noteikta generéta virusa RNS un DNS stabilitate eluatos, izmantojot EZ1 DSP Virus Kit
komplektu. Cilvéka EDTA plazmai pievienoja 1x10° IU/ml HCV AcroMetrix OptiQuant® HCV RNS
un Parvo B19 VQC standarta materialu. Uz vienu testa laika punktu un saskana ar inkubacijas
apstakliem tika apstradati 18 atkartojumi, izmantojot EZ1 DSP Virus iekartu. Eluati, kas saturéja
Parvo B19 DNS un HCV RNS, tika inkubéti I"dz 6 stundas 30°C temperatdra, [1dz 14 dienas 4°C
temperatira, Idz 12 nedélam -20°C temperatdra un lidz 9 méneSiem —80°C temperatira.
Pétijums vél turpinas. Eluati tika analizéti, izmantojot apstiprinatu lokali pieejamu HCV RT-PCR un
artus® Parvo B19 RG PCR. Péc uzglabasanas 4°C temperattra 14 dienas 18 atkartojumos tika
novérota viena HCV RNS RT-PKR neizdoSanas (4. attéls).

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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4. attéls. Virusu nukleinskabju stabilitate. Tika noteikta, izmantojot EZ1 DSP Virus Kit
komplektu, generété HCV RNS un E Parvo B19 DNS virusa RNS un DNS stabilitate eluatos.

Atkartojamiba

Atkartojamiba tika noteikta, izmantojot 3 BioRobot EZ1 DSP iekartas, kuras izpildi veica
3 dazadas dienas (skatit 8.tabula nakama Ipp.). Katram testam (A-G) 2 izpildés darbstacija
BioRobot EZ1 DSP tika apstradati 12 atkartojumi. Cilvéka EDTA plazmai pievienoja 1x104 lU/ml
AcroMetrix OptiQuant HCV RNS un 1x10% IU/ml AcroMetrix OptiQuant HBV DNS. HBV DNS
noteica, izmantojot artus® HBV RG PCR Kit komplektu, bet HCV RNS noteica, izmantojot
apstiprinatu lokali pieejamu HCV RT-PKR analizi.

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Ka liecinagja salidzinamie rezultati, kuru ieguva péc virusu nukleinskabju izdali8anas, izmantojot
3 dazadas BioRobot EZ1 DSP iekartas 3 dazadas dienas, automatiskai proceddrai ir augsts

atkartojamibas raditajs (5. attéls).

8. tabula. Atkartojamibas testa struktira

Testa struktira 1. diena 2. diena 3. diena

BioRobot EZ1 DSP | A tests D tests F tests

BioRobot EZ1 DSP Il B tests E tests

BioRobot EZ1 DSP Il C tests G tests

40

38

36

Cr

HBV HCV

5. attéls. Atkartojamiba. Atkartojamiba tika noteikta tris dazadas BioRobot EZ1 DSP
iekartas tris dazadas dienas.

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Urins

EZ1 DSP Virus Kit komplekta veiktspgja izmantoSanai ar urina paraugiem tika novértéta péc

salidzinaSanas ar plazmu, izmantojot CMV (DNS viruss) un HCV (RNS viruss) kvantificétus virusa

panelus, kas atSkaiditi ar attiecigo parauga materialu. Urina un plazmas paraugus apstradaja

saskana ar noradijumiem EZ1 DSP Virus Kit komplekta rokasgramata, un, izmantojot EZ1 DSP

Virus Kit komplektu, tika izdalits [idzvértigs paraugu tilpums. Virusa nukleinskabes tika noteiktas,
izmantojot artus® CMV RG PCR un artus® HCV RG RT-PCR Kit komplektu. EZ1 DSP Virus Kit

komplekta veiktsp&jas novertéjums, salidzinot urina un plazmas raditajus, gan CMV, gan HCV

gadijuma uzradija tikai ~2% neatbilstibu (saskana ar Cr vértibam) (9. tabula).

9. tabula. EZ1 DSP Virus procediiras salidzinajums izmantoSanai ar urina un plazmas

paraugiem

Parauga Urina/plazmas Urina/plazmas
materiala CT attieciba attieciba
tips n vertiba (CT vertiba) Kopijas/ml (kopijas/ml)

CMV
Urins 4 31,60 6 250

0,98 1,51
Plazma 5 32,17 4130

HCV
Urins 4 37,83 278

1,02 0,77
Plazma 5 37,25 363

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Pilnasinis

Linearais diapazons

Izmantojot EBV k& DNS virusu, tika novértéts EZ1 DSP Virus Kit komplekta linearais diapazons.
Testi tika veikti ar kvantificétu virusa panelu atSkaidijumiem, kas sagatavoti EBV negativas cilvéka
pilnasinu parauga. AtSkaidijumu seérijas ar seSiem dazZadiem virusu titriem tika testétas ar
4 atkartojumiem katrai. Virusu nukleinskabes tika izdalitas no 200 pl pilnasinu parauga (sajaukts
ar 200 pl Buffer ATL*) un eluétas 60 pl eluéSanas buferSkiduma (AVE). EZ1 DSP Virus Kit
komplekta procediras linearais diapazons tika noteikts attiecTba uz EBV, izmantojot artus® EBV
RG PCR Rotor-Gene Q iekarta (6. attéls).

*QIAGEN GmbH, kat. Nr. 939016
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6. attéls. Izmantojot EZ1 DSP Virus protokolu kombinicija ar artus® EBV RG PCR analizi

EBYV izdaliSanai no pilnasinu parauga, ieguto vértibu linearais diapazons.

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Precizitate

Tika noteiktas pilnasinu parauga standartnovirzes un variacijas koeficienta (coefficients of
variation, CV) vértibas attieciba uz CMV, izmantojot artus® CMV RG PCR Kit komplektu Rotor-
Gene Q iekarta. Starpanalitiskas precizitates dati ir sniegti Seit: 10. tabula. No 13 donoriem iegutie
pilnasinu paraugi tika testéti 5 atkartojumos atseviskas izpildés EZ1 Advanced XL iekarta. Virusu
nukleinskabes tika izdalitas no 200 pl pilnasinu parauga (sajaukts ar 200 pl Buffer ATL?*)
un eluétas 120 pl eluéSanas bufer8kiduma (AVE).

*QIAGEN GmbH, kat. Nr. 939016

10. tabula. EZ1 DSP Virus protokola kombinacija ar artus® CMV RG PCR Kit komplektu
CMV izdalisanai no pilnasinu parauga starpanalitiska precizitate

SN
ieraksta (ieraksta

Donors Kopijas/ml CV (%) kopijas/ml kopijas/ml)
1 5 7 209 13 3,86 0,06
2 5 7 404 24 3,87 0,10
3 5 7313 14 3,86 0,06
4 5 7185 17 3,86 0,08
5 5 7 803 28 3,89 0,12
6 5 7 257 39 3,86 0,17
7 5 7870 20 3,90 0,08
8 5 7 583 26 3,88 0,12
9 5 8571 24 3,93 0,10
10 5 7177 30 3,86 0,13
11 5 8294 24 3,92 0,11
12 5 7 790 21 3,89 0,10
13 5 7627 27 3,88 0,13

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Feces

Linearais diapazons

Izmantojot 5. tipa adenovirusu ka DNS virusu, tika novértéts EZ1 DSP Virus Kit komplekta
linedrais diapazons. Testi tika veikti ar adenovirusa negativu fé€u Stnu kultiras virséja slana
desmitkartigiem atSkaidijumu sérijam. AtSkaidljumu sérijas ar pieciem dazadiem virusu
atSkaidijumiem tika testétas ar 10 atkartojumiem katrai. Virusu nukleinskabes tika izdalitas no
200 pl parauga (resuspendéjot attieciba 1:10 ar Buffer ASL*) un eluétas 120 pl eluéSanas
buferS8kiduma (AVE). EZ1 DSP Virus procediras linearais diapazons tika noteikts kombinacija ar
Adenovirus R-Gene™ PCR analizi (Argene SA, France, ats. Nr. 96-010B) Rotor-Gene Q iekarta,
salidzinot ar atsauces izdali§anas metodes rezultatiem (7. attéls).

*QIAGEN GmbH, kat. Nr. 19082
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7. attéls. Izmantojot EZ1 DSP Virus protokolu kombinacija ar Adenovirus R-Gene™ PCR

analizi 5. tipa adenovirusa izdaliSanai no fecém, iegiito vértibu linearais diapazons.

Precizitate

Tika noteiktas fé€u parauga standartnovirzes un variacijas koeficienta (coefficients of variation, CV)
vértibas attieciba uz 5. tipa adenovirusu, izmantojot Adenovirus R-Gene™ PCR analizi (Argene SA,
Francija, ats Nr. 96-010B) Rotor-Gene Q iekarta. Adenovirusa negativam fé€u paraugam pievienoja
5.tipa adenovirusa S0nu kultiras virséjo slani, un virusa DNS izdalja no 200 pl parauga
(resuspendéjot attieciba 1:10 ar Buffer ASL*) un eluéja 120 pl eluéSanas buferSkiduma (AVE).
Septinas EZ1 izpildes ar 9 vai 10 atkartojumiem katra tika veikta tris dienas tris EZ1 Advanced XL
iekartas ar tris EZ1 DSP Virus Kit/Buffer ASL partijas kombinacijam. Visi paraugi tika analizéti viena
PKR izpildé. Precizitates dati (11. tabula) tika aprekinati, nemot véra dazadas iekartas un dienas no
dazadam partijam un visas EZ1 izpildés kopa (kopéjais raditajs) iegltos rezultatus.

*QIAGEN GmbH, kat. Nr. 19082

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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11. tabula. EZ1 DSP Virus protokola kombinacija ar Adenovirus R-Gene™ PCR analizi

5. tipa adenovirusa izdaliSanai no fecém precizitate

CV c/ml (%)

SN
leraksta (ieraksta 3EZ1
Kopijas kopijas/ kopijas/ Starpa- Adv.
Izpilde n /ml ml ml) nalize XL 3dienas 3partijas Kopa

1 9 3530 3,46 0,22 48 80 59 47 66
2 9 2955 342 0,19 38 - - - -
3 9 2226 3,26 0,35 43 - - - -
4 9 2 385 3,35 0,23 54 - - - -
5 9 604 2,69 0,24 54 - - - -
6 9 1214 3,06 0,21 53 - - - -
7 10 1702 3,19 0,26 48 - - - -

Korelacijas pétijjums

Par EZ1 DSP Virus proceddru tika veikts korelacijas pétijums, salidzinot ar norovirusa
genogrupas |l izdaliSanu no 66 pacientu fé€u paraugiem. Virusu nukleinskabes tika izdalitas no
200 pl parauga (resuspendéjot attieciba 1:10 ar Buffer ASL*) un eluétas 120 pl eluéSanas
buferS8kiduma (AVE). Analize tika veikta, izmantojot lokali pieejamu RT PCR analizi attieciba pret
norovirusa genogrupu Il (12. tabula).

*QIAGEN GmbH, kat. Nr. 19082

12. tabula. EZ1 DSP Virus procediiras korelacija ar atsauces metodi

Atsauce
Pozitivs Negativs Kopa
Pozitivs 34 15 49
EZ1 DSP Virus
Negativs 1 16 17
Kopa 35 31 66

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Transportésanas vide

Linearais diapazons

EZ1 DSP Virus Kit komplekta linearais diapazons tika novértéts, izdalot HSV-1 un Chlamydia
trachomatis (C. trachomatis) no PreservCyt® transportéSanas vides (Cytyc Corporation, ats.
Nr. 0200011). Testi tika veikti ar kvantificétiem virusa panelu atSkaidijumiem, kas izgatavoti
transportéSanas vidé. AtSkaidijumu sérijas ar seSiem dazadiem virusu titriem tika testétas ar 5 vai
6 atkartojumiem katrai. EZ1 DSP Virus Kit komplekta linearais diapazons tika noteikts, salidzinot
ar atsauces metodi, ar artus® HSV1/2 TM PCR un artus® C. trachomatis TM PCR analizi
(8. attéls). Virusu nukleinskabes tika izdalttas no 200 pl parauga un eluétas 90 pl eluéSanas
buferSkiduma (AVE).

y =1,0455x + 2,0074
R? =0,9925 4
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8. attéls. Izmantojot EZ1 DSP Virus protokolu kombinacija ar artus® C. trachomatis PCR (M) un
artus® HSV1/2 TM PCR (E) analizém HSV-1 un C. trachomatis izdaliSanai no transportéSanas
vides, ieguto vertibu linearais diapazons. Tika veikts salidzinajuma ar atsauces metodi

pétijums.

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Precizitate

Tika noteiktas transportéSanas vides standartnovirzes un variacijas koeficienta (coefficients of
variation, CV) vértibas attieciba uz HSV-1 un C. trachomatis, izmantojot artus® HSV1/2 TM PCR
un artus® C. trachomatis TM PCR analizi. Virusu un baktériju DNS izdallja no 400 pl
transportéSanas vides parauga un elugja 60 pl eluéSanas buferSkiduma (AVE). Piecas
transportéSanas vides vienibas tika sadalitas 12 atkartojumos, un katram atkartojumam tika
veiktas seSas EZ1 izpildes tris dienas, izmantojot tris EZ1 DSP Virus Kit komplekta partijas. Visi
paraugi tika analizéti viena PKR izpildé. C. trachomatis (13.tabula) un HSV-1 (14.tabula)
starpposmu precizitate tika aprékinata, nemot véra katras transportéSanas vides vienibas visu
atkartojumu raditajus (atSkirigas EZ1 izpildes, dienas un partijas).

13. tabula. EZ1 DSP Virus protokola kombinacija ar artus® C.trachomatis RG PCR Kit
komplektu C. trachomatis izdaliSanai no transportéSanas vides precizitate

Nominalais Starpposma Konstatétais
ieraksts precizitates ieraksta
TCIDsof Konstatétas CV kopijas/ kopiju SN (ieraksta
Vide n 0,2ml kopijas/ml ml (%) skaits/ml kopijas/ml)
1QIAGEN
3,75 61 623 10 4,79 0,05
ST™M
2Remel
12 3,75 79 630 10 4,90 0,05
M4RT®
3PreservCyt® 12 3,75 54749 9 4,74 0,04
“BD Surepath® 12 3,75 56 312 18 4,74 0,08
SCopan UTM 12 3,75 76 099 9 4,88 0,04

1 QIAGEN GmbH (kat. Nr. 5123-1220); 2 Thermo Fisher Scientific Group (ats. Nr. R12505); * Cytyc Corp.
(ats. Nr. 0200011); “ Becton, Dickinson and Company (ats. Nr. GYN-0001-V); ® Copan Diagnostics Inc.
(kat. Nr. 330C)
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14. tabula. EZ1 DSP Virus protokola kombinacija ar artus® HSV1/2 RG PCR Kit komplektu
HSV-1 izdaliSanai no transportésSanas vides precizitate

Nominalais Starpposma Konstatétais
ieraksts precizitates ieraksta
TCIDso/ Konstatétas CV kopijas/ kopiju SN (ieraksta
Vide n 0,2ml kopijas/ml ml (%) skaits/ml kopijas/ml)
1QIAGEN
4,25 16 615 47 4,17 0,21
ST™M
°Remel
12 4,25 17 433 38 4,21 0,20
M4RT®
SPreservCyt® 12 4,25 13494 41 4,09 0,19
“BD Surepath® 12 4,25 17 013 58 4,16 0,28
SCopanUTM 12 4,25 15999 39 4,17 0,18

! QIAGEN GmbH (kat. Nr. 5123-1220); 2 Thermo Fisher Scientific Group (ats. Nr. R12505); ® Cytyc Corp.
(ats. Nr. 0200011); # Becton, Dickinson and Company (ats. Nr. GYN-0001-V); ° Copan Diagnostics Inc.

(kat. Nr. 330C)
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Kliniska veiktspéja (HPV)

Tika parbauditas DNS alikvotas dalas, kas izdalttas kopuma no 108 paraugiem, kas satur&ja
50 HC2 pozitivus paraugus, kas savakti STM vide, 50 HC2 pozitivus paraugus, kas savakti
PreservCyt® vidg, un 8 HC2 negativus paraugus STM vidé, izmantojot digene® HPV Genotyping
RH Test (kat. Nr. 613413) un digene® HPV Genotyping LQ Test (kat. Nr. 613215), salidzinot ar
Free University RLB iekarta* iegatajiem rezultatiem.

Rezultati tika novértéti vai nu ka identiski (100% genotipu atbilstiba), saderigi (kopigs vismaz
viens genotips), vai neatbilstoSi (nav atbilstoSu genotipu). Neatbilstibas (pretrunigi genotipa
noteik§8anas rezultati) problémas tika novérstas, atkartojot abas analizes un, ja neatbilstibas
saglab3jas, veicot papildu analizi ar treSo jutigu HPV un genotipa noteikS8anas analizi
[SPF10-LiPA25 (1. versija)].

Péc sakotnéjo paraugu neatbilstibas problému novérSanas abas genotipa noteikSanas analizés
rezultati uzradija loti zemu pretrunigu paraugu rezultdtu lTmeni (2%), salidzinot ar atsauces
metodes izmantoSanu (15. tabula).

15. tabula. Digene HPV Genotyping RH Test (A) un Digene HPV Genotyping LQ Test
rezultatu salidzindjums ar Free University RLB iekarta* iegiitajiem rezultatiem, izmantojot

EZ1 DSP Virus procediiru HPV izgasanai no transportésanas vides

A B

Rezultatu tips Khinisko paraugu ipatsvars (%) Kilinisko paraugu Tpatsvars (%)

Identiski 80 58
Saderigi 18 12
Neatbilstosi 2 2

* van den Brule, A. J., Pol R., Fransen-Daalmeije, N., Schouls, L. M., Meijer, C. J., and 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.

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Kliniska veiktspéja (A tipa gripas viruss)

Lai demonstrétu klinisko veiktspéju, tika novértéti UTM (Copan Diagnostics Inc., kat. Nr. 330C)
vidé savakti 102 raksturigi nazofaringealas uztriepes parauga materiali, izmantojot EZ1 DSP Virus
Kit komplektu nukleinskabju izdali$anai. A tipa gripas virusa RNS tika noteikta, izmantojot artus®
Inf. A HIN1 2009 LC RT-PCR Kit komplektu un EUA apstiprinatu Focus Influenza A HIN1 (2009)
Real-Time RT-PCR testu (16. tabula).

16. tabula. artus® Inf. A HIN1 2009 LC RT-PCR komplekta rezultatu salidzinajums ar
rezultatiem, kas iegiti EUA apstiprinata Focus Influenza A HIN1 (2009) Real-Time RT-PCR
testa, izmantojot EZ1 DSP Virus Kit komplektu, sezonala A tipa gripas virusa un 2009 H1N1
gripas virusa izdaliSanai no nazofaringealas uztriepes tamponiem

Focus Influenza A H1N1 (2009)
Real-Time RT-PCR
Sezonala
A tipa gripas 2009 H1N1
virusa pozitivs pozitivs
paraugs paraugs Negativs Kopa
Sezonala
A_tlpa gl’lp.a? 5 0 2 7
virusa pozitivs
artus® Inf. A paraugs
RT-PCR pozitivs 0 27 1 28
paraugs
Negativs 0 0 67 67
Kopa 5 27 70 102

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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Sausi uztriepes tamponi

Linearais diapazons

EZ1 DSP Virus Kit komplekta linearais diapazons tika novértéts, izdalot HSV-1 un Chlamydia
trachomatis (C. trachomatis) no Puritan Cotton Swabs (ats. Nr. 25-806 1PC, Puritan Medical
Products Co. LLC). Testi tika veikti, izmantojot kvantificéta standarta materiala atSkaidijumus.
Negativam cilvéka siekalu paraugam pievienoja patogénu materialu, un to parnesa uz uztriepes
tamponu. Péc dehidracijas patogéni tika vélreiz izdaliti no sausds uztriepes tampona,
resuspendé&jot 600 pl buferSkiduma Buffer ATL*. AtSkaidljumu sérijas ar seSiem dazadiem virusu
titriem tika testétas ar 5 vai 6 atkartojumiem katrai. EZ1 DSP Virus Kit komplekta linearais
diapazons tika noteikts, salidzinot ar atsauces metodi, ar artus® HSV1/2 TM PCR un artus® C.
trachomatis TM PCR analizi (9. attéls). Virusu nukleinskabes tika izdalitas no 400 pl parauga un
eluétas 150 pl eluéSanas buferskiduma (AVE).

*QIAGEN GmbH, kat. Nr. 939016
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9. attéls. Izmantojot EZ1 DSP Virus protokolu kombinacija ar artus® C. trachomatis PCR (E)
un artus® HSV1/2 TM PCR (E) analizém C. trachomatis un HSV-1 izdaliS8anai no sausiem
vates uztriepes tamponiem, ieguto vértibu linearais diapazons. Tika veikts salidzinajuma ar

atsauces metodi pétijums.

Precizitate

Tika noteiktas sausas uztriepes tamponu standartnovirzes un variacijas koeficienta (coefficients of
variation, CV) vértibas attieciba uz HSV-1 un C. trachomatis, izmantojot artus® HSV1/2 TM PCR
un artus® C. trachomatis TM PCR analizi. Copan Flocked Swabs (kat. Nr. 502CS0, Copan Italia
S.p.A.) un Puritan Cotton Swabs (ats. Nr. 25-806 1PC, Puritan Medical Products Co. LLC) sausie
uztriepes tamponi tika sagatavoti un iepriek§ apstradati, ka aprakstits iepriekS, un no 400 pl
parauga tilpuma izdalija virusu un baktériju DNS, ko eluéja 60 pl eluéSanas buferS8kiduma (AVE).
EkstrahéSana veica, izmantojot tris donoru siekalu paraugus un katram veicot 8 vai
9 atkartojumus, katram atkartojumam veicot seSas EZ1 izpildes trTs dienas, izmantojot tris EZ1
DSP Virus Kit komplekta/Buffer ATL partijas kombinacijas. Visi paraugi tika analizéti viena PKR
izpildé. C. trachomatis (17. tabula) un HSV-1 (18. tabula) starpposmu precizitate tika aprékinata,

EZ1 DSP Virus Kit veiktsp&jas raksturojums
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nemot véra katra donora un uztriepes tampona tipa visu atkartojumu radrtajus (atSkirigas EZ1

izpildes, dienas un partijas).

17. tabula. EZ1 DSP Virus protokola kombinacija ar artus® C.trachomatis RG PCR Kit

komplektu C. trachomatis izdaliSanai no sausiem uztriepes tamponiem precizitate

Nominalais Starpposma Konstatétais

Uztriepes ieraksts precizitates ieraksta
tampona TCIDso/  Konstatétas CV kopijas/ kopiju SN (ieraksta
tips Donors n 0,2ml kopijas/ml ml (%) skaits/ml kopijas/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

18. tabula. EZ1 DSP Virus protokola kombinacija ar artus® HSV1/2 RG PCR Kit komplektu

HSV-1 izdali$anai no sausas uztriepes tamponiem precizitate

Nominalais Starpposma Konstatétais

Uztriepes ieraksts precizitates ieraksta
tampona TCIDso/  Konstatetas CV kopijas/ kopiju SN (ieraksta
tips Donors n 0,2ml kopijas/ml ml (%) skaits/ml kopijas/ml)

1 9 3,75 5843 52 3,77 0,22
Puritan
Cotton 2 8 3,75 13 295 62 412 0,20
Swabs i

3 8 3,75 10272 40 4,01 0,16

1 8 3,75 6215 30 3,79 0,13
Copan
Flocked 2 9 3,75 10773 24 4,03 0,11
Swabs

3 9 3,75 10 336 24 4,01 0,11
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Elpcelu paraugi (krépas)

Korelacijas pétijums

Ir veikts EZ1 DSP Virus procediras korelacijas pétijums baktérijas Mycobacterium Tuberculosis
izdaliSanai no negativa cilvéka krépu parauga. AtSkaidijuma sérija ar 4 dazadiem virusu titriem
tika testéta atseviSkos atkartojumos, salidzinot ar atsauces metodes rezultatiem. Baktérijas DNS
izdaltja no 200 ul krépu parauga, kas iepriek§ bija apstradats ar Sputasol (Oxoid Limited, ats.
Nr. SR0233) un lizocimu (Sigma-Aldrich, kat. Nr. L6876), ka aprakstits EZ1 DSP Virus procediras
rokasgramatas 4. versija, un elugja 90 pl eluéSanas buferSkiduma (AVE). Analize tika veikta,
izmantojot artus® M. tuberculosis RG PCR analizi (10. attéls).

Atsauces ieraksta kopijas/ml

2 3 4 5 6
EZ1 DSP Virus ieraksta kopijas/ml

10. attéls. EZ1 DSP Virus procediras korelacija ar atsauces metodi.
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Jaunako informaciju par licencéSanu un precu juridiskds atrunas skatiet attieciga QIAGEN
komplekta rokasgramata vai lietotdja instrukcija. QIAGEN komplektu lietotaja rokasgramatas un
lietotdja instrukcijas ir pieejamas vietné www.giagen.com, ka art tds var iegit, sazinoties ar
QIAGEN tehniska atbalsta centru vai vietéjo izplatitaju.

Pre¢u zZimes: QIAGEN®, artus®, EZ1°®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); ABI PRISM® (Applied Biosystems); COBAS®, AMPLICOR®
(Roche Molecular Systems, Inc., licensed to Roche Diagnostic Systems, Inc.); LightCycler® (Roche); MONITOR® (Roche Group);
OptiQuant® (AcroMetrix Corporation); Adenovirus R-Gene™ (Argene, Inc.); Remel M4RT® (Thermo Fisher Scientific Group);
PreservCyt® (Cytyc Corp.); Surepath® (Becton, Dickinson and Company)
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