arfus® HBV QS-RGQ Kit

Parametry skutecznosci

artus HBV QS-RGQ Kit, wersja 1, 4506363, 4506366

Przed wykonaniem testu nalezy sprawdzi¢ dostepno$¢ nowych

elektronicznych wersji oznakowania pod adresem

0197 www.giagen.com/products/artushbvpcrkitce.aspx. Status aktualnej wers;ji jest

wskazywany przez date wydania (format: miesigc/rok).

Czutos¢ analityczna — osocze

Analityczng granice wykrywalnosci z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia prébki (granica czutosci)
wyznaczono dla zestawu artus HBY QS-RGQ Kit, korzystajgc z probek klinicznych pozytywnych pod
wzgledem wirusa HBV w potgczeniu z izolacjg w aparacie QIAsymphony® SP.

Czutos¢ analityczng z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki dla zestawu arfus HBV QS-RGQ
Kit wyznaczono za pomoca serii rozcienczen 2. migdzynarodowego standardu dla technik amplifikacji
kwasu nukleinowego DNA wirusa zapalenia watroby typu B Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO)
(kod NIBSC 97/750) od stezenia 316 do stezenia nominalnego 0,316 IU HBV/mI dodanych do prébek
klinicznych osocza. Z prébek tych wyizolowano DNA za pomocg zestawu QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit, stosujac protokét Cellfree1000 (objgtos¢ probki do izolacji: 1 ml, objetos¢ elugiji:
60 ul). Kazde z 9 rozcienczen przeanalizowano za pomocg zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit w 4
réznych dniach, w 4 reakcjach z 8 powtdrzeniami w kazdej. Wyniki okre$lono poprzez analize
probitowa. Ryc. 1 zawiera graficzne przedstawienie analizy probitowej. Analityczna granica
wykrywalnosci z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki dla zestawu artus HBV QS-RGQ Kit w
pofaczeniu z aparatem Rotor-Gene Q wynosi 10,22 IU/ml (p =0,05). Oznacza to, ze istnieje
95-procentowe prawdopodobienstwo wykrycia wirusa przy stezeniu 10,22 1U/ml.
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Ryc. 1. Analiza probitowa: osocze, HBV (Rotor-Gene Q). Czuto$¢ analityczna z uwzglednieniem
stopnia oczyszczenia probki (osocze, za pomoca zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Midi
Kit) dla zestawu artus HBV QS-RGQ Kit stosowanego na aparacie Rotor-Gene Q.

Swoistos¢é — osocze

Swoistos¢ zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit wynika przede wszystkim z doboru starteréw i sond oraz
z zachowania rygorystycznych warunkéw reakcji. Startery i sondy sprawdzono za pomocg analizy
porownawczej sekwencji pod katem mozliwego wystepowania obszarédw homologicznych ze
wszystkimi sekwencjami opublikowanymi w bankach gendw. Wykrywalno$¢ wszystkich odnosnych
genotypow zapewniono dzigki zestawieniu ich z bazg danych oraz przeprowadzeniu reakcji PCR na
aparatach Rotor-Gene z wykorzystaniem nastepujacych genotypow (patrz Tabela 1).
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Tabela 1. Badanie swoistosci odnosnych szczepow

Kontrola
Wirus BK wewnetrzna
(zielony kanat (zotty kanat
Wirus Genotyp Zrédio fluorescencyjny)  fluorescencyjny
HBV A (USA) Teragenix* + +
HBV B (Indonezja) Teragenix + +
HBV C (Indonezja) Teragenix + +
HBV C (Wenezuela) Teragenix + +
HBV D (USA) Teragenix + +
E (Wybrzeze Teragenix
HBV Kosci + +
Stoniowej)
HBV F (Wenezuela) Teragenix + +
HBV G (USA) Teragenix + +
HBV H (Nikaragua) Teragenix + +

* Teragenix Corporation, Floryda, USA.

Do dalszych badan swoistosci wykorzystano szczepy HBV ze znanymi réznicami sekwencji w regionie
przedrdzeniowym genomu wirusa HBV (HBV Pre-Core Mutant Panel, Teragenix, Floryda, USA).
Przy uzyciu zestawu artus HBY QS-RGQ Kit mozliwe byto wykrycie wszystkich 9 szczepéw z mutacjg
w regionie przedrdzeniowym.

Ponadto swoistos¢ testu poddano walidacji za pomocag 100 réznych prébek osocza negatywnych
wzgledem wirusa HBV. Nie generowaly one zadnego sygnatu ze swoistymi dla HBV starterami
i sondami wchodzgcymi w sktad mieszaniny HBV RG/TM Master.

Potencjalng reaktywnos¢ krzyzowg zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit przebadano za pomoca grupy
kontrolnej podanej w Tabeli 2. Zaden z badanych patogendw nie byt reaktywny. Reakcja krzyzowa nie
wystgpita w przypadku zakazen mieszanych.
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Tabela 2. Badanie swoistosci zestawu z patogenami mogacymi wywotac reakcje krzyzowa

Kontrola wewnetrzna
HBV (zielony kanat (zotty kanat
Grupa kontrolna fluorescencyjny) fluorescencyjny)
Ludzki herpeswirus typu 1 .
(wirus opryszczki pospolitej 1)
Ludzki herpeswirus typu 2 .
(wirus opryszczki pospolitej 2)
Ludzki herpeswirus typu 3 .
(wirus ospy wietrznej i pétpasca)
Ludzki herpeswirus typu 4 .
(wirus Epsteina-Barr)
Ludzki herpeswirus typu 5 .
(cytomegalowirus)
Ludzki herpeswirus typu 6 - +
Ludzki wirus niedoboru odpornosci N
typu 1 (HIV-1)
Wirus zapalenia watroby typu A - +
Wirus zapalenia watroby typu C - +
Parwowirus B19 - +
Wirus zoéltej gorgczki - +
Ludzki wirus biataczki z komorek T .
typu 1 i typu 2
Wirus Coxsackie B3 - +
Wirus dengi 1-4 - +
Escherichia coli - +
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Zakres liniowy

Zakres liniowy z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki dla zestawu arfus HBY QS-RGQ Kit
wyznaczono, analizujgc serie rozcienczen materiatu wzorcowego wirusa HBV Acrometrix® w stezeniu
od 2,00 x 107 IU/ml do 3,16 x 10° IU/ml. Oczyszczanie przeprowadzono w powtdrzeniach (n = 4 dla
stezen 21,00 x 107 [U/ml; n = 8 dla stezen <1,00 x 107 IU/ml) za pomocg zestawu QIAsymphony DSP
Virus/Pathogen Kit, stosujgc protokst Cellfree1000 (objetos¢ prébki do izolacji: 1 ml, objetosé eluciji:
60 pl). Kazdg z probek poddano analizie za pomocg zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit. Zakres liniowy
z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki dla zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit wyznaczono tak,
aby obejmowat stezenia od 3,16 x 10" 1U/ml do 2,00 x 107 IU/ml (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Zakres liniowy zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit. Obliczanie zakresu liniowego. Prostg
wyznaczono metodg regresiji liniowej dla log1o z obliczonych stezen w funkgji log1o nominalnych stezen.
Roéwnanie linii regresji podano na rycinie.

Precyzja

Dane dotyczace precyzji zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit pozwalajg okresli¢ catkowita wariancje testu.
Na catkowitg wariancje sktada sie zmienno$¢ wewnatrz oznaczenia (zmiennos¢ wynikéw dla wielu
prébek o tym samym stezeniu podczas jednego badania), zmienno$¢ pomiedzy réznymi oznaczeniami
(zmiennos¢ wynikéw testow przeprowadzonych na réznych aparatach tego samego typu przez
réznych operatorow w obrebie jednego laboratorium) oraz zmienno$¢ pomiedzy poszczegdolnymi
partiami (zmiennos$¢ wynikdw uzyskanych za pomocg zestawéw z réznych partii). Uzyskane dane
postuzyly do okreslenia odchylenia standardowego, wariancji i wspétczynnika zmiennosci dla
swoistego patogenowo badania PCR z kontrolg wewnetrzna.

Dane precyzji analitycznej dla zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit (bez uwzglednienia stopnia
oczyszczenia probki) uzyskano z wykorzystaniem wzorca ilosciowego o najnizszym stezeniu (QS 5;
10 IU/ul). Test przeprowadzono w 8 powtdrzeniach. Dane precyzji obliczono na podstawie wartosci Cr
krzywych ampilifikacji (Ct: cykl progowy, patrz Tabela 3).
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Tabela 3. Dane precyzji na podstawie wartosci Cr

Odchylenie Wspotczynnik
standardowe Wariancja zmiennosci (%)

Zmiennos$¢ wewnatrz

oznaczenia: 0,09 0,01 0,32

HBV RG/TM QS 5

Zmiennos¢ wewnatrz

oznaczenia: 0,10 0,01 1,06

Kontrola wewnetrzna

Zmiennos¢ pomiedzy

oznaczeniami: 0,14 0,02 0,49

HBV RG/TM QS 5

Zmiennos¢ pomiedzy
oznaczeniami: 0,29 0,08 1,00
Kontrola wewnetrzna

Zmiennos¢ pomiedzy
testami z r6znych partii: 0,38 0,15 1,39
HBV RG/TM QS 5

Zmiennos¢ pomiedzy
testami z ré6znych partii: 0,62 0,39 2,23
Kontrola wewnetrzna

Catkowita wariancja:

0,36 0,13 1,29
HBV RG/TM QS 5

Catkowita wariancja:
0,52 0,27 1,87
Kontrola wewnetrzna

Ponadto dane precyzji dla wynikéw ilosciowych w IU/ul zostaly wyznaczone z wykorzystaniem
odpowiednich warto$ci Cr (Tabela 4). W oparciu o te wyniki catkowity rozrzut statystyczny dla dowolne;j
probki o podanym powyzej stezeniu wynosi 1,29% (Cr) lub 8,99% (stezenie) i 1,87% (Cr) dla detekcji
kontroli wewnetrznej. Powyzsze wartosci sg oparte na cafosci wszystkich pojedynczych wartosci
o okreslonych zmiennosciach.
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Tabela 4. Dane precyzji na podstawie wynikow ilosciowych (w [U/pl)

Odchylenie Wspotczynnik
standardowe Wariancja zmiennosci (%)
Zmiennos$¢ wewnatrz
oznaczenia: 0,93 0,87 9,28
HBV RG/TM QS 5
Zmiennos¢ pomiedzy
oznaczeniami: 0,79 0,63 7,92
HBV RG/TM QS 5
Zmiennos¢ pomiedzy
testami z ré6znych partii: 1,03 1,05 10,21
HBV RG/TM QS 5
Catkowita wariancja:
0,90 0,81 8,99

HBV RG/TM QS 5

Precyzja — osocze

Dane precyzji z uwzglednieniem stopnia oczyszczenia probki dla zestawu arfus HBV QS-RGQ Kit
uzyskano z wykorzystaniem materiatu wzorcowego wirusa HBV Acrometrix w stezeniu 1,00 x 103 [U/ml
dodanego do prébek klinicznych osocza. Badania wykonywano za pomoca zestawu QIAsymphony
DSP Virus/Pathogen Kit, stosujgc protokét Cellfree1000 (objetos¢ probki do izolacji: 1 ml, objetosé
elugji: 60 pl). Badania wykonywano na 36 powtdrzeniach za pomocg matrycy réznych partii zestawow
QIAsymphony DSP Virus/Pathogen Kit i arfus HBV QS-RGQ Kit. W oparciu o te wyniki catkowity
rozrzut statystyczny dla dowolnej prébki o podanym powyzej stezeniu wynosi 1,22% (Cr) lub 20,56%
(stezenie) i 1,29% (Cr) dla detekcji kontroli wewnetrznej (Tabela 5 i 6). Powyzsze warto$ci sg oparte na
catosci wszystkich pojedynczych wartosci o okreslonych zmiennosciach z uwzglednieniem stopnia
oczyszczenia prébki.

Tabela 5. Dane precyzji (catkowita wariancja) na podstawie wartosci Cr

Odchylenie Wspotczynnik
standardowe Wariancja zmiennosci (%)

Wzorzec wirusa HBV

. 0,37 0,13 1,22

Acrometrix (1,00 x 10% IU/ml)

Kontrola wewnetrzna
0,37 0,14 1,29

(HBV, 1,00 x 10° IU/ml)

Parametry skutecznosci: zestaw arfus HBV QS-RGQ Kit
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Tabela 6. Dane precyzji (catkowita wariancja) na podstawie wynikéw ilosciowych (w IU/ml)

Odchylenie Wspotczynnik
Srednia standardowe zmiennosci (%)

Wzorzec wirusa HBV
Acrometrix 1,12 x 108 2,29 x 102 20,56
(1,00 x 103 [U/ml)

Odpornosc¢

Weryfikacja odpornosci testu pozwala na wyznaczenie catkowitej czgstosci niepowodzen dla zestawu
artfus HBV QS-RGQ Kit. Aby sprawdzi¢ odporno$¢ testu, do 100 probek osocza negatywnych
wzgledem wirusa HBV dodano wirus HBV w stezeniu 30 IU/ml (w przyblizeniu trzykrotno$¢ stezenia
dla granicy czutosci analitycznej). Po izolacji za pomocg zestawu QIAsymphony DSP Virus/Pathogen
Kit, stosujac protokot Cellfree1000_DSP (objetos¢ probki do izolacji: 1 ml, objetosé elugji: 60 pl), probki
te zbadano zestawem artus HBV QS-RGQ Kit. Ponadto sprawdzono odpornosé kontroli wewnetrznej,
oczyszczajgc i analizujgc 100 probek osocza z domieszkg. Nie zaobserwowano inhibicji reakcji.
Whynika z tego, ze odpornosc¢ zestawu artus HBV QS-RGQ Kit wynosi >99%.

Odtwarzalnos¢

Dane dotyczace odtwarzalnosci umozliwiajg regularng ocene dziatania zestawu arfus HBV QS-RGQ
Kit, jak réwniez poréwnanie wydajnosci w stosunku do innych produktéw. Dane te uzyskuje sie,
uczestniczgc w ustalonych programach badan biegtosci.

Zanieczyszczenie krzyzowe

Udowodniono brak zanieczyszczenia krzyzowego miedzy probkami w reprezentatywnym
systemieartus QS-RGQ w czasie catej procedury laboratoryjnej poprzez prawidiowe oznaczenie
wszystkich znanych pozytywnych i negatywnych prébek utozonych naprzemiennie (w szachownice).

Parametry skutecznosci: zestaw arfus HBV QS-RGQ Kit
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Aktualne informacje licencyjne oraz dotyczace wylgczenia odpowiedzialnosci dla poszczegdlnych
produktdw znajdujg sie w odpowiedniej instrukcji obstugi lub podreczniku uzytkownika zestawu
QIAGEN. Instrukcje obstugi lub podreczniki uzytkownika zestawow QIAGEN sg dostepne pod adresem
www.qgiagen.com. Mozna je takze zamowi¢ w serwisie technicznym lub u lokalnego dystrybutora firmy
QIAGEN.

Znaki towarowe: QIAGEN®, QlAsymphony®, artus®, Rotor-Gene® (QIAGEN Group); Acrometrix® (Life Technologies).
Maj-12 © 2012 QIAGEN, wszelkie prawa zastrzezone.
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