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UPOZORNENI: Pouze pro export do USA

Pro diagnostiku in vitro se soustavami NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96

Molecular System
EE Chcete-li vloZit aktualizace, prejdéte na internetové stranky: www.giagen.com/neumodx-ifu

Podrobné pokyny naleznete v ndvodu k obsluze soustavy NeuMoDx 288 Molecular System, vyr. ¢. 40600108.
Podrobné pokyny naleznete v ndvodu k obsluze soustavy NeuMoDx 96 Molecular System, vyr. ¢. 40600317.

ZAMYSLENE POUZITI
Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je automatizovany, amplifikani in vitro test nukleové kyseliny pro kvantifikace DNA lidského viru
Esptein-Barrové (Epstein-Barr Virus, EBV) v EDTA plazmé odebrané imunokompromitovanym pacientiim po transplantaci.

Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 provadéna na molekuldrnich soustavdch NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96 Molecular
System zahrnuje automatizovanou extrakci DNA k izolovani cilovych nukleovych kyselin ze vzorku a zacileni PCR v redlném case na dvé vysoce
konzervované oblasti v genomu EBV.

Analyza je uréena k pouziti jako pomucka pfi monitorovani hladin DNA viru EBV v periferni krvi za G¢elem posouzeni virové odpovédi na Ié¢bu. Tato
analyza je uréena k pouZiti ve spojeni s klinickou pfitomnosti a jinymi laboratornimi markery postupujiciho onemocnéni pro klinické fizeni
a monitoring infekce virem EBV.

Analyza neni urcena k poufZiti jako screeningovy test na pritomnost DNA viru EBV v krvi nebo pfipravcich z krve. Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay
2.0 je urcena k pouziti vySkolenym persondlem klinické laboratofe, ktery je specidlné poucen avyskolen v technikdch PCR vredlném case
a diagnostickych postupech in vitro a/nebo v pouziti molekularnich soustav NeuMoDx Molecular System. Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0
neni urcena k samotestovani ani k pouZiti v misté péce.

SHRNUTI A VYSVETLENI

K pfipravé plazmy Ize pouZit plnou lidskou krev odebranou do sterilnich zkumavek pro odbér krve s obsahem EDTA jako antikoagulantem. Pro zahdjeni
testovani se plazma ve zkumavce se vzorkem kompatibilni se soustavou NeuMoDx System umisti do k tomu ur¢eného nosice na zkumavky se vzorky a polozi
na pracovni stdl systému NeuMoDx System. U kaZzdého vzorku se pomérné mnozstvi 550 pl vzorku plazmy smichd s lyzovym pufrem NeuMoDx Lysis Buffer 1
a soustava NeuMoDx System automaticky provede vsechny kroky nezbytné k extrakci cilové nukleové kyseliny, pfipravé izolované DNA pro amplifikaci
pomoci PCR v redlném Case a, pokud jsou pfitomny, k amplifikaci a detekci produktt amplifikace (dvou vysoce konzervovanych oblasti v genomu viru EBV).
Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 obsahuje kontrolu zpracovani vzorkdi DNA (Sample Process Control, SPC1), kterd pomaha sledovat pfitomnost
moznych inhibi¢nich latek a také selhani soustavy NeuMoDx System nebo reagencii, ke kterému muze dojit béhem extrakce a amplifikace.

EBV je bézny virus s dvousroubovicovou DNA, ktery patfi do ¢eledi lidskych herpesvir(, které infikuji lidi v kazdém véku. Odhaduje se, Ze po celém

posttransplantacni lymfoproliferativni choroby (post-transplant lymphoproliferative disorder, PTLD) patfi tvorba nadort navozend EBV u B-bunék
v dlsledku G¢inku imunosupresiv na imunitni kontrolni mechanismy EBV. To pfedstavuje jednu z nejvyznamnéjsich pfic¢in nemocnosti a Gmrtnosti
pacient(, ktefi podstupuji transplantaci nékterého organu.?

Monitorovani virové naloze EBV lze vyuZit jako pomucku pfi diagnostice a [é¢bé PTLD asociované s EBV. Diagndza viak musi byt stanovena pomoci
biopsie. Monitorovani virové ndloZze EBV lze pouZit také ke sledovani odpovédi na Iécbu PTLD asociovanou s EBV, obvykle pomoci rituximabu
a shizeni imunosupresivni 1é¢by.?

PRINCIPY POSTUPU

K vlastnimu provedeni analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 na soustavé NeuMoDx System vyuZiva testovaci prouzek NeuMoDx EBV Quant Test
Strip 2.0, kalibratory NeuMoDx EBV Calibrator, externi kontroly NeuMoDx EBV External Control, lyzovy pufr NeuMoDx Lysis Buffer 1 a obecné
pouZitelné reagencie NeuMoDx. Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 kombinuje automatizovanou extrakci DNA, amplifikaci a detekci pomoci
PCR v realném case. K pripravé plazmy se odebiraji vzorky pIné krve do zkumavek s obsahem EDTA. Vzorek plazmy ve zkumavce na vzorek
kompatibilni se soustavou NeuMoDx System je umistén do nosice zkumavek se vzorky, ktery je pak vloZen na pracovni stdl soustavy NeuMoDx
System ke zpracovani. Zadny dal3i zasah obsluhy neni nutny.

Soustavy NeuMoDx System k automatickému provedeni bunécné lyzy, extrakce DNA a odstranéni inhibitord vyuZivaji kombinace zahfivani,
lytickych enzymu a extrakénich reagencii. Uvolnéné nukleové kyseliny jsou zachyceny magnetickymi afinitnimi mikrokuli¢ckami. Mikrokulicky se
s navazanymi nukleovymi kyselinami vloZi do kazety NeuMoDx Cartridge, kde se nenavazané slozky, jiné nez DNA, déle vymyji promyvaci reagencii
NeuMoDx Wash Reagent, a navazana DNA se eluuje pomoci uvolfiovaci reagencie NeuMoDx Release Reagent. Soustavy NeuMoDx System potom
eluovanou DNA vyuZiji k rehydrataci proprietarnich amplifikacnich reagencii NeuDry™, které obsahuji vSechny prvky nezbytné k amplifikaci cilG
specifickych pro EBV a kontroly SPC1 pomoci PCR. Po rekonstituci PCR reagencii NeuDry rozdéli soustava NeuMoDx System pfipravenou PCR-ready
smés do zdsobniku NeuMoDx Cartridge. K amplifikaci a detekci kontrolni a cilové (pokud je pfitomna) sekvence DNA dochazi v PCR komore
zasobniku NeuMoDx Cartridge. Kazeta NeuMoDx Cartridge je uréena také k tomu, aby v ni nasledné po PCR v redlném case byl amplikon, ¢imz je
po amplifikaci podstatné eliminovano riziko kontaminace.

Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 cili na dvé vysoce konzervované oblasti, BALF5 a BXFL1, v genomu viru EBV. Vzor s dvojitym zacilenim
snizuje riziko falesné negativnich vysledk( v pfipadé mutaci v jedné cilové oblasti, ¢imZ zvySuje robustnost analyzy. Amplifikované cile jsou
detekovany v redlném case pomoci chemizmu hydrolyzacni sondy (béZné oznacované jako chemizmus TagMan®) za pouZiti fluorogennich
oligonukleotidovych molekul sondy, specifickych pro amplikony pro jejich prislusné cile.
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Sondy TagMan sestdvaji z fluoroforu, kovalentné pripojeného k 5’ konci oligonukleotidové sondy, a ze zhasedla na 3’ konci. Zatimco sonda je
intaktni, fluorofor a zhasedlo jsou v blizkosti, ¢imz molekula zhasedla zhasi fluorescenci emitovanou fluoroforem prostfednictvim Férsterova
rezonanc¢niho pfenosu energie (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

Sondy TagMan jsou urceny k reasociaci DNA v Useku amplifikovaném specifickou sadou primerd. Jak polymeraza Tag DNA prodluzuje primer a
syntetizuje nové vldkno, 5’ az 3’ exonukledzova aktivita polymerdzy Tag DNA degraduje sondu, ktera reasociovala na templat. Degradaci sondy se
uvolriuje fluorofor a rozbiji blizkost ke zhasedlu, takZe Gcinek zhaseni je prekondn prostfednictvim FRET a detekce fluoroforu fluorescenci je mozna.
Vysledny detekovany fluorescencni signal je pfimo Umérny uvolnénému fluoroforu a mlze souviset s mnozstvim pfitomné cilové DNA.

Sonda TagMan znacena fluoroforem (excitace: 490 nm a emise: 521 nm) na 5’ konci a tmavym zhasedlem na 3’ konci se pouziva k detekci DNA viru
EBV. Pro detekci SPC1 je sonda TagMan oznacena alternativnim fluorescenénim barvivem (excitace: 535 nm a emise: 556 nm) na 5’ konci a tmavym
zhasedlem na 3’ konci. Software soustavy NeuMoDx System monitoruje fluorescencni signal vydavany sondami TagMan na konci kazdého
amplifikacniho cyklu. KdyZ je amplifikace hotova, software soustavy NeuMoDx System Udaje analyzuje a poda zpravu o vysledku (POSITIVE
(POZITIVNI) / NEGATIVE (NEGATIVNI) / INDETERMINATE (NEURCITY) / NO RESULT (BEZ VYSLEDKU) / UNRESOLVED (NEROZLISENO)). Pokud je
vysledek POSITIVE (POZITIVNI), software soustavy NeuMoDx System doda také kvantitativni hodnotu pfidruzenou ke vzorku, pfipadné oznami, zda
je vypocitana koncentrace mimo linedrni rozsah.

WREAGENClE / SPOTREBNi MATERIAL

Dodany materidl
Pocet Pocet Pocet
REF. Obsah jednotek testl na testd
v baleni jednotku v baleni
NeuMoDx EBV T ip 2.
201501 eu ,O X ‘Quant estStrlpu 10 ' o 6 16 %
Suché reagencie RT-PCR obsahujici sondu TagMan a primery specifické na EBV a SPC1.

PoZadované, ale nedoddvané materidly (k dispozici samostatné od spolecnosti QIAGEN)

REF. Obsah

NeuMoDx EBV Calibrators
800501 Sady jednordzovych kalibrdtori vysokych a nizkych hodnot EBV pro stanoveni validity standardni kfivky
(1 ampulka z kaZdé kontroly = 1 sada)

NeuMoDx EBV External Controls
900502 Jednordzové sady EBV nizko pozitivnich, vysoko pozitivnich a negativnich kontrol ke stanoveni kaZdodenni validity analyzy
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (1 ampulka na kaZdou kontrolu = 1 sada)

NeuMoDx Extraction Plate

1002 o
00200 Suché paramagnetické Cdstice, lyticky enzym a kontroly zpracovdni vzorki

400500 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent
400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge
235903 Hroty Hamilton® CO-RE / CO-RE Il (300 pl) s filtry
235905 Hroty Hamilton CO-RE / CO-RE Il (1000 pl) s filtry

Potrebné pristrojové vybaveni
Molekularni soustava NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] nebo NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]
Software NeuMoDx System Software, verze 1.9.2.6 nebo vyssi

& ® VAROVANI A BEZPECNOSTNi OPATRENI

. Testovaci prouzek NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 je uréen pouze pro diagnostiku in vitro se soustavami NeuMoDx System.

. Spotfebni material ani reagencie po uvedené dobé exspirace nepouZivejte.

. NepouZivejte Zzadné reagencie, pokud je bezpecnostni tésnéni rozbito nebo je pti dodani poskozen obal.

. Spotfebni material nebo reagencie nepouzivejte, pokud je ochranny vacek pfi dodani otevieny nebo rozbity.

. K dispozici musi byt platnad kalibrace testovani (generovana zpracovanim kalibratord NeuMoDx EBV Calibrator (REF 800501) vysokych

a nizkych hodnot) pfedtim, nez Ize vysledky testu generovat pro klinické vzorky.
. Externi kontroly NeuMoDx EBV External Control [REF 900502] museji byt béhem testovani pomoci analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0
zpracovany kazdych 24 hodin.

. Minimalni objem vzorku sekundarnich alikvotl plazmy EDTA je podrobné popsan nize v Casti Pfiprava testu. Objem mensi, neZ je
specifikované minimum, miZe vést k chybé ,Quantity Not Sufficient” (Nedostate¢né mnozstvi).
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. Pouziti vzork( skladovanych pfi nespravnych teplotach nebo po uplynuti specifikovanych dob skladovani maze vést k neplatnym nebo
chybnym vysledkim.

. U vSech reagencii a spotfebniho materialu zabrarnte mikrobidlni a deoxyribonukledzové (DNazové) kontaminaci. Pfi pouZiti sekundarnich
zkumavek se doporucuje pouzivat sterilni jednorazové prenosové pipety bez DNazy. Pro kazdy vzorek pouZijte novou pipetu.

. Abyste predesli kontaminaci, s kazetou NeuMoDx Cartridge po amplifikaci nemanipulujte ani ji nerozebirejte. Za Zadnych okolnosti
nevyjimejte kazety NeuMoDx Cartridge z nadoby na biologicky nebezpecny odpad (NeuMoDx 288 Molecular System) nebo z kose na
nebezpeény biologicky odpad (NeuMoDx 96 Molecular System). Kazeta NeuMoDx Cartridge je zkonstruovana tak, aby kontaminaci
zabranila.

. V pfipadé, Ze laborator provadi také testy PCR s otevienymi zkumavkami, musi byt zajisténo, Ze testovaci prouzek NeuMoDx EBV Quant Test
Strip 2.0, pfidavny spotfebni material a reagencie nezbytné k testovani, ochranné osobni prostfedky, jako napfiklad rukavice a laboratorni
plasté, a soustava NeuMoDx System nejsou kontaminovany.

. PFi manipulaci s reagenciemi a spotfebnim materidlem NeuMoDx byste méli nosit Cisté nitrilové rukavice bez obsahu pudru. Méli byste
davat pozor, abyste se nedotykali vrchniho povrchu kazety NeuMoDx Cartridge, povrchu féliového tésnéni testovaciho prouzku NeuMoDx
EBV Quant Test Strip 2.0 a extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate ani vrchniho povrchu nadobky s lyzaénim pufrem NeuMoDx Lysis
Buffer; pfi manipulaci se spotfebnim materialem a reagenciemi byste se méli dotykat pouze bocnich stran.

. Pro kazdou reagencii jsou, v pfislusnych pripadech, poskytnuty bezpecénostni listy (BL), které jsou k dispozici na internetové strance
www.giagen.com/neumodx-ifu.

. Po provedeni testu si dtkladné umyijte ruce.

. Nepipetujte Usty. Nekufte, nepijte ani nejezte v oblastech, kde se manipuluje se vzorky nebo reagenciemi.

. Se vzorky vidy zachazejte tak, jako by byly infekéni, a v souladu s bezpeénymi laboratornimi postupy, naptiklad témi popsanymi v publikaci
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories* a v dokumentu M29-A4 institutu CLSI.®

. PF¥i praci s chemikaliemi vidy noste vhodny laboratorni plast, jednorazové rukavice a ochranné bryle. Dal3i informace naleznete v pfislusnych

bezpecénostnich listech (BL).

. NepouZité reagencie aodpad likvidujte podle statnich, federalnich, oblastnich a mistnich pfedpisd. Dodrzujte doporuceni uvedena
v bezpecnostnim listu (BL).

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0
Obsahuje: kyselinu boritou. Nebezpeti! Zplsobuje vazné podrazdéni o¢i. MuzZe poskodit reprodukéni schopnost
nebo plod v téle matky. Pfed pouZitim si obstarejte specialni instrukce. Nepouzivejte, dokud jste si neprecetli
vSechny bezpetnostni pokyny a neporozuméli jim. PouZivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle/
obli¢ejovy stit. PRI expozici nebo podezieni na ni: Vyhledejte Iékaiskou pomoc/osetieni. Skladujte uzaméené.
Obsah/nadobu zlikvidujte ve schvaleném zafizeni na likvidaci odpadu.

Informace pro pfipad nouze
CHEMTREC
Mimo USA a Kanadu +1 703-527-3887

g UCHOVAVANI, MANIPULACE A STABILITA PRODUKTU

1. Testovaci prouzky NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 jsou stabilni v primdrnim obalu po dobu exspirace, ktera je uvedena na Stitku
produktu, pfi uchovavani pfi teploté mezi 15 °C az 28 °C.

2. Testovaci prouzek NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 mUZe po vloZeni zlistat v pristroji soustavy NeuMoDx System po dobu 14 dnd. Zbyvajici
Zivotnost vloZenych testovacich prouzk( je sledovana pomoci softwaru a hldsena uzivateli v redlném case. Soustava vyzve k vyjmuti
testovaciho prouzku, ktery byl pouzivan po uplynuti povolené doby.

3. Ackoli kalibratory NeuMoDx EBV Calibrator a externi kontroly NeuMoDx EBV External Control nejsou infekéni, mély by byt po pouZiti
v laboratotfi zlikvidovany jako biologicky nebezpecny odpad, aby se sniZilo riziko kontaminace.

ODBER, PREPRAVA A UCHOVAVANI VZORKU
Se vsemi vzorky manipulujte, jako kdyby byly schopné prenosu infekcnich agens.
Plnou krev nebo jakékoli vzorky skladované v pivodnich zkumavkach nezmrazujte.
Pro ptipravu vzork( plazmy by méla byt plnd krev odebrana do sterilnich zkumavek za pouziti EDTA jako antikoagulantu. Postupujte podle
pokyn( vyrobce zkumavek pro odbér vzorkd.

3. PIna krev odebrana v zafizenich vyjmenovanych vyse mize byt pfed pfipravou plazmy skladovana a/nebo pfepravovéna az po dobu 24 hodin
pfi 2 °C az 25 °C. Pfiprava plazmy by méla byt provadéna podle pokynt vyrobce.

4. Pfipravené vzorky plazmy mohou pred zpracovanim zlstat na soustavé NeuMoDx System aZ po dobu 8 hodin. Pokud je tfeba delsi doby
skladovani, doporucujeme vzorky bud' zchladit nebo zmrazit.

5. Pripravené vzorky plazmy by pfi 2 aZz 8 °C nemély byt pred testovanim skladovany déle nez 7 dn(i a maximalné 8 hodin pfi pokojové teploté.

6. Pfipravené vzorky plazmy mohou byt skladovany pfi teploté —20 °C po dobu aZz 8 tydnu; vzorky plazmy by pfed pouzitim nemély byt
vystaveny vice nez 2 cyklim zmrazeni/rozmrazeni.
1. Pokud jsou vzorky zmrazené, nechte je Uplné rozmrazit pfi teploté mistnosti (15-30 °C); pro vytvofeni rovnomérné rozlozeného

vzorku vzorek zvifte. Vzorky by mély mit pred testovanim teplotu mistnosti.

2. Jakmile jsou zmrazené vzorky rozmrazeny, testovani by mélo probéhnout do 8 hodin.

7. Pokud jsou vzorky piepravovany, mély by byt zabaleny a oznaceny v souladu s platnymi pfedpisy zemé a/nebo mezinarodnimi pfedpisy.
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Pfiprava testu
1. Na zkumavku se vzorkem, kompatibilni se soustavou NeuMoDx System, nalepte Stitek s ¢arovym kédem na vzorky, jak je popsano nize.
2. Preneste alikvotni podil vzorku do zkumavky se vzorkem s ¢arovym kédem, ktera je kompatibilni se soustavou NeuMoDx System podle
objemu definovanych nize:
3. Pro vzorky plazmy:
. Stojan na zkumavky se vzorkem (32 zkumavek): primér 11-14 mm a vy$ka 60—120 mm; minimalni plnici objem je > 750 pl
. Stojan na zkumavky se vzorkem (24 zkumavek): prdmér 14,5-18 mm a vyska 60-120 mm; minimalni plnici objem je > 1100 pl
. Stojan na zkumavky se vzorkem o malém objemu (32 zkumavek): 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavka s kénickym dnem; minimalni
plnici objem je 2 650 pl

Provoz soustavy NeuMoDx System
Podrobné pokyny jsou uvedeny v ndvodech kobsluze molekuldrnich soustav NeuMoDx 288 Molecular System a NeuMoDx 96 Molecular System
(vyr. ¢. 40600108 a 40600317).

1. Osadte jeden nebo vice stojan na testovaci prouzky NeuMoDx System Test Strip testovacim prouzkem (prouzky) NeuMoDx EBV Quant Test
Strip 2.0 a k zaloZeni stojanu (stojan() na testovaci prouzky do soustavy NeuMoDx System pouzijte dotykovou obrazovku.

2. Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, pfidejte do stojanu na spotiebni material soustavy NeuMoDx System nezbytny
spotfebni material a k zaloZeni stojanu (stojanu) do soustavy NeuMoDx System pouzijte dotykovou obrazovku.

3. Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, vymérite podle potfeby promyvaci reagencii NeuMoDx Wash Reagent a uvolfiovaci
reagencii NeuMoDx Release Reagent avyprazdnéte odpadni reagencie z plnéni, nddobu na biologicky nebezpecny odpad (pouze
molekuldrni soustava NeuMoDx 288 Molecular System), odpadni ko$ na hroty (pouze molekuldrni soustava NeuMoDx 96 Molecular System)
a nebo kos$ na nebezpecny biologicky odpad (pouze molekularni soustava NeuMoDx 96 Molecular System).

4. Pokud vas software soustavy NeuMoDx System vyzve, zpracujte dle nutnosti kalibratory Calibrators (REF 800501) a/nebo kontroly External
Controls (REF 900502). Dalsi informace tykajici se kalibratort a kontrol Ize najit v oddile Zpracovdni vysledka.

5. Zkumavku (zkumavky) se vzorkem vloZte do pfislusného stojanu na zkumavky se vzorky a ujistéte se, Ze jsou ze vSech zkumavek sejmuta
vicka a vyjmuty tampony.

6. Umistéte stojan na zkumavky se vzorkem na pfihradku automatického podavace a pomoci dotykové obrazovky vloZte stojan (stojany) do
soustavy NeuMoDx System. Tim se zahdji zpracovani vloZenych vzorkl pro identifikovany test (identifikované testy), pokud je v soustavé
pfitomno platné zadani test(.

OMEZENI
1. Testovaci prouzek NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 Ize pouZit pouze na soustavdch NeuMoDx System.
2. Uéinnost testovaciho prouzku NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 byla stanovena u vzorkd plazmy p¥ipravenych z pIné krve odebrané s EDTA

jako antikoagulantem. PoufZiti testovaciho prouzku NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 nebylo u jinych zdroji posuzovano a vykonové
charakteristiky nejsou pro jiné typy vzork( znamé.

3. Vzhledem k tomu, Ze detekce EBV obecné zavisi na mnozstvi virovych &astic pfitomnych ve vzorku, zavisi spolehlivost vysledk( na spravném
odbéru vzork(, zachazeni s nimi a jejich skladovani.

4, K chybnym vysledkdm testd mdze dojit kvlli nespravnému odbéru vzorkU, zachdzeni s nimi, jejich nevhodnému skladovani, technické chybé
nebo nespravné identifikaci zkumavek se vzorkem. Kromé toho by se mohly objevit falesné negativni vysledky kvili tomu, Ze mnozstvi
virovych &astic ve vzorku je pod mezi detekce analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

5. Obsluha soustavy NeuMoDx System je omezena pouze na persondl vyskoleny v pouZivani soustavy NeuMoDx System.

6. Pokud se ani cilovy virus EBV, ani cilova SPC1 neamplifikuji, bude oznamen neplatny vysledek (Indeterminate (neurcity) nebo Unresolved
(nerozliseno)) a test by mél byt zopakovan.

7. Pokud pfed dokonéenim zpracovani vzorku dojde k chybé systému, bude nahlaseno ,No Result” (Bez vysledku) a test by mél byt zopakovén.

8. V pfipadé, Ze je detekovand DNA viru EBV nad hodnotou ULoQ, mUzZe byt analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 zopakovéna se zfedénou

alikvotni ¢asti plvodniho vzorku. Doporucujeme fedéni 1 : 100 nebo 1 : 1000 v EBV negativni plazmé nebo diluentu Basematrix 53 Diluent
(Basematrix, SeraCare®, Milford, MA). Soustava automaticky spocitd koncentraci plvodniho vzorku takto: Plvodni koncentrace
vzorku = log10 (faktor fedéni) + oznamena koncentrace zfedéného vzorku, pokud je pfed opakovanim v softwaru fadné zvolen faktor fedéni.

9. Disledkem pFitomnosti PCR inhibitord v plazmé muiZe byt chyba stanovitelnosti v systému; pokud k tomu dojde, doporudujeme test
zopakovat se stejnym vzorkem zifedénym v diluentu Basematrix v poméru 1 : 10 nebo 1 : 100.

10.  Pozitivni vysledek indikuje pfitomnost DNA viru EBV.

11.  Ackoli je tato moznost mala, delece nebo mutace v konzervovanych oblastech, na které cili analyza NeuMoDx EBV Quant Assay, mohou
ovlivnit detekci a/nebo kvantifikaci a vést k chybnému vysledku.

12.  Vysledky z analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 by mély byt pouZity jako dopInék klinickych vySetreni a dalSich informaci, které ma Iékar
k dispozici; test neni uréen k diagnostice infekce.

13.  Aby nedoslo ke kontaminaci, doporuc¢ujeme spravnou laboratorni praxi, véetné vymeény rukavic mezi manipulacemi s pacientskymi vzorky.
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-CS_B
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ZPRACOVANI VYSLEDKU

Dostupné vysledky lze prohlizet nebo vytisknout ze zélozky ,Results” (Vysledky) v okné Results (Vysledky) na dotykové obrazovce soustavy
NeuMoDx System. Vysledky analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 automaticky generuje software soustavy NeuMoDx System pouZivajici
algoritmus rozhodovéni a parametry zpracovani vysledkd popsané v souboru definic analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay Definition File (EBV Quant
ADF verze 4.0.0 nebo vyssi). Vysledek analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 mdzZe byt ohlasen jako Negative (negativni), Positive (pozitivni)
s ohlasenim koncentrace DNA viru EBV, Indeterminate (neurcity), No Result (bez vysledku) nebo Unresolved (nerozliseno) na zékladé stavu
amplifikace cile a kontroly zpracovani vzorku. Vysledky jsou uvddény na zakladé rozhodovaciho algoritmu ADF pro zpracovani vzorkd, shrnutého
v tabulce 1 uvedené nize.

Tabulka 1: Interpretace vysledk( analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Kontrola zpracovani
Vysledek Cilové EBV vzorkd (Sample Process
Control, SPC1)
AMPLIFIED (AMPLIFIKOVANO)
. I [2 <Ct<28 AND (A) EPR > 1.3 AND (A) EP > 1200]
Positive (Pozitivni) OR (NEBO) N/A
[28 < Ct <38 AND (A) EP > 1200]
Positive, above Upper Limit of
Quantitation (Pozitivni, nad horni [CONC] (KONC.) > 8,9 log10 IU/ml, NO QUANT N/A
mezi stanovitelnosti) [Upper Limit of (NENI STANOV.)
Quantitation, ULoQ] (log10 IU/ml)
Positive, below Lower Limit of
Quantitation (Pozitivni, pod dolni [CONC] (KONC.) < 1,4'8 log10 1U/ml, NO QUANT N/A
mezi stanovitelnosti) [Lower Limit of (NENI STANOV.)
Quantitation, LLoQ] (log10 1U/ml)
NOT AMPLIFIED (NEAMPLIFIKOVANO)
N/A
AMPLIFIED
OR (NEBO) p
. —_ [2<Ct<28 AND (A) EPR <1,3 AND EP > 1200] (AMPLIFIKOVANO)
Negative (Negativni) [29<Ct<35
OR (NEBO) and (a)
[28 < Ct <38 AND (A) EP > 1200] EP > 2000]
OR (NEBO) B
Ct>38
No Result (Bez vysledku)* Not .A.mpli’fied, SysteT IError Detected,’SampIe Proc?ssling Abgorte(j
(Neamplifikovano, Byla zjisténa chyba systému, Zpracovani vzorkd zruseno)
. e Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed
Indeterminate (Neurcity)* (Neamplifikovano, Byla zjisténa chyba systému, Zpracovani vzork dokonéeno)
- " Not Amplified, No System Error Detected
Unresolved (Nerozlieno) (Neamplifikovédno, Nebyla zjisténa Zzadna chyba systému)

EP = End Point Fluorescence (Hrani¢ni fluorescence); EPR = End Point Fluorescence Ratio (Pomér hrani¢ni fluorescence); C:= Cycling
Threshold (Prahova hodnota cyklovani);

Quant (Stanov.) = vypoctené mnoizstvi pfitomného viru EBV vyjadiené v logio IU/ml. Viz oddil Vypocet testu nize.

*Systém umoziiuje volitelnou funkci Rerun/Repeat (Nova analyza / Opakovat) a umoZiiuje automatické opétovné zpracovani v pfipadé
neplatného vysledku, aby se minimalizovaly prodlevy v ohladovéni vysledku.

Vypocet testu: Vzorky
1. Uvzorkl v linedrnim rozsahu analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 se koncentrace DNA viru EBV ve vzorcich pocita za pomoci uloZzené

standardni kfivky ve spojeni s koeficientem kalibrace.
1. ,Koeficient kalibrace” se vypocita na zakladé vysledk( kalibratord NeuMoDx EBV Calibrator zpracovanych tak, aby byla zajisténa validita
standardni kfivky pro kazdou $arzi testovaciho prouzku NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 na konkrétni soustavé NeuMoDx System.
2. Koeficient kalibrace je do kone¢ného stanoveni koncentrace DNA EBV soustavou automaticky zahrnuty.
2. Vysledky analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 se udavaji jako IU/ml a log10 IU/ml.
3. Vysledna stanovitelnost u neznamych vzorkl je vysledovatelnd k 1. mezinarodnimu standardu organizace WHO pro techniku amplifikace
nukleové kyseliny u viru Esptein-Barrové.

Vypocet testu: Kalibratory
Platnd kalibrace na zakladé standardni kfivky je pro kvantitativni vyjadfeni DNA viru EBV ve vzorcich nezbytnd. Pro ziskani platnych vysledk( musi

byt kalibrace testu provedena za poufZiti kalibratord dodanych spoleénosti NeuMoDx Molecular, Inc.

1. Kalibratory NeuMoDx EBV Calibrator jsou dodavany v soupravé (REF 800501) a obsahuiji cilovy neinfekéni opouzdieny virus EBV pfipraveny
v diluentu Basematrix.

2. Sada kalibrator(i EBV musi byt zpracovana s kazdou novou $arZi testovacich prouzk NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0, pokud je do soustavy
NeuMoDx System nahran novy soubor definic analyzy EBV, pokud je aktualni sada kalibrator( za dobou platnosti (nastavenou na 90 dni) nebo
pokud je software soustavy NeuMoDx System upraven.

3. Software soustavy NeuMoDx System uZivatele uvédomi, kdy je tfeba kalibratory zpracovat; novou $arzi testovacich prouzkl nelze k testovani

pouzit, dokud nebyly kalibratory Uspésné zpracovany.
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-CS_B
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4. Validita kalibrace je zajisténa nasledovné:
1. Pro zajisténi validity je tfeba zpracovat sadu se dvéma kalibratory — pro vysokou a nizkou hodnotu.
2. Pro ziskdni platnych vysledkd je nutné mit vysledky nejméné 2 ze 3 replikat(i v mezich pfedem stanovenych parametrd. Nominalni cil
kalibratoru pro nizkou hladinu je 3 log10 IU/ml a nominalni cil kalibratoru pro vysokou hladinu je 5 log10 IU/ml.
3. Koeficient kalibrace se vypocita tak, aby zohledrioval o¢ekavanou variaci mezi Sarzemi testovacich prouzk(; tento koeficient kalibrace se
pouziva ke stanoveni findlni koncentrace DNA viru EBV.

5. Pokud jeden nebo oba kalibratory kontrolou validity neprojdou, zpracovani nedspésného kalibratoru (kalibratort) zopakujte za pouZiti nové
ampulky. V pfipadé, Ze validitou neprojde jeden kalibrator, je moZné zopakovat pouze neuspésny kalibrator, jelikoz soustava nevyZaduje, aby
uzivatel znovu kontroloval oba kalibratory.

6. Pokud kalibrator (kalibratory) neprojdou kontrolou validity podruhé za sebou, kontaktujte technickou podporu spole¢nosti QIAGEN.

Neplatné vysledky

Pokud se analyze NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 provadéné na soustavé NeuMoDx System nepodafi vyprodukovat platny vysledek, bude vysledek
ohldsen bud jako Indeterminate (neurcity), No Result (bez vysledku), anebo Unresolved (nerozliseno) podle typu chyby, ke které doslo. Pro ziskani
platného vysledku by mél byt test zopakovan.

Vysledek Indeterminate (neurcity) bude ozndmen tehdy, pokud je béhem zpracovéani vzorkd detekovana chyba soustavy NeuMoDx System.
V pfipadé ohlaseni vysledku Indeterminate (Neurcity) se doporucuje opakovani testu.

Vysledek No Result (Bez vysledku) bude ohldsen tehdy, pokud je detekovana chyba soustavy NeuMoDx System a zpracovani vzorku je preruseno.
V pfipadé ohlaseni vysledku No Result (Bez vysledku) se doporucduje opakovani testu.

Vysledek Unresolved (Nerozliseno) bude ozndmen, pokud neni detekovan Zadny cil a nedojde k Zzadné amplifikaci kontroly zpracovani vzorku, coz
naznacuje mozné selhani reagencie nebo pfitomnost inhibitord. V pfipadé ohldseni vysledku Unresolved (Nerozliseno) se jako prvni krok
doporuduje opakovani testu. Pokud opakovany test neni Uspésny, lze pouZit zfedény vzorek pro snizeni u¢inkd mozné inhibice (dalsi pokyny
naleznete v oddile s omezenimi).

Viz navod k obsluze molekuldrni soustavy NeuMoDx 288 Molecular System (PN: 40600108) nebo v ndvodu k uzivatelské obsluze molekularniho
systému NeuMoDx 96 Molecular System (vyr. ¢.: 40600317), kde je uveden seznam kddU, které mohou souviset s neplatnymi vysledky.

Kontrola kvality

Mistni pfedpisy obvykle stanovi, Ze laboratof je odpovédna za kontrolni postupy, které monitoruji pfesnost a preciznost celého analytického
procesu, a musi stanovit pocet, typ a Cetnost testl kontrolnich materidli pomoci ovérenych specifikaci vykonu pro nemodifikovany a schvaleny
testovaci systém.

Externi kontroly

1. Externi kontrolni materialy, které pro pozitivni kontroly obsahuji cilovy neinfekcni zapouzdieny virus EBV v diluentu Basematrix, pfipadné
diluent Basematrix pro negativni kontroly, dodava spolecnost QIAGEN v soupravé obsahujici externi kontroly NeuMoDx EBV External Control
[REF 900502].

2. Pozitivni a negativni externi kontroly je tfeba provést jednou za 24 hodin. Pokud sada platnych externich kontrol neexistuje, software soustavy
NeuMoDx System vyzve uZivatele ke zpracovani téchto kontrol dfiv, nez budou moci byt ohlaseny vysledky vzorku:

Externi kontroly NeuMoDx EBV External Control Ocekavana koncentrace Schéma barevného znaceni
NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) 1,5E4 1U/ml (4,18 logi, 1U/ml) Cervena

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) 150 1U/ml (2,18 logio 1U/ml) Seda

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) N/A Cernd

3. Pfizpracovavani externich kontrol umistéte kontroly do stojanu na zkumavky se vzorkem a k zaloZeni stojanu do soustavy NeuMoDx System
z pfihradky automatického podavace pouzijte dotykovou obrazovku. Soustava NeuMoDx System rozpozna ¢arové kddy a zaCne se zpracovanim
kontrolnich materialt, dokud nebudou k dispozici pfislusné reagencie nebo spotfebni material nutny k testovani.

4. Validita téchto externich kontrol bude hodnocena soustavou NeuMoDx System na zdkladé ocekavanych vysledka.

Externi kontroly NeuMoDx EBV External Control Vysledek stan. EBV Vysledek SPC1
EBV POSITIVE (EBV POZITIVNI)
[Conc] (Konc.) 3,68—4,68 logio IU/ml
EBV POSITIVE (EBV POZITIVNI)
[Conc] (Konc.) 1,58-2,78 logio IU/ml

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) EBV NEGATIVE (EBV NEGATIVNI) Pozitivni SPC1

NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) Pozitivni SPC1

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) Pozitivni SPC1

5. S neshodnym vysledkem externich kontrol by mélo byt zachazeno nasledovné:

1. Pozitivni vysledek testu hlaseny u vzorku negativni kontroly m(iZze naznacovat kontaminaci a je tfeba provéfit postupy kontroly kvality
laboratofe, aby se zjistila pficina. Zajistéte oddélené prostory pro pripravu vzorkd, manipulaci s kontrolami a pfipravu RT-PCR. Tipy na dalsi
feseni problém( naleznete v navodu k obsluze molekuldrnich soustav NeuMoDx 288 Molecular System nebo NeuMoDx 96 Molecular
System.

2. Vysledek testu Negative (Negativni), ohlaseny u pozitivni kontroly vzorku, mliZze naznacovat, Ze se jedna o problém souvisejici s reagencii
nebo pristrojem.
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3. Vkaidém vyse uvedeném pfipadé anebo v pfipadé vysledku No Result (NR, bez vysledku), Unresolved (UNR, nerozliseno) nebo
Indeterminant (IND, neurdity) nelspé&$nou kontrolu zopakujte s c&erstvé rozmrazenou ampulkou / rozmrazenymi ampulkami
kontroly/kontrol, které testem validity neprosly.

4. Pokud pozitivni externi kontrola neprestava hlasit vysledek Negative (Negativni), kontaktujte technickou podporu spole¢nosti QIAGEN.

5. Pokud negativni kontrola nepfestava hlasit vysledek Positive (Pozitivni), pokuste se eliminovat viechny zdroje mozné kontaminace, véetné
vymeény vsech reagencii, a dfiv, nez kontaktujete technickou podporu spolecnosti QIAGEN, cyklus zopakujte.

6. Pokud externi kontroly neposkytnou ocekavané vysledky, je nutné zopakovat sadu pozitivnich i negativnich kontrol. Vysledky vzorkd nebudou
ohlaseny, pokud kontroly neposkytnou ocekavané vysledky.

7. Soustava NeuMoDx System je opatfena automatickou funkci Rerun (Nova analyza) / Repeat (Opakovat), kterou si miZe uZivatel zvolit
k zajisténi, 7e vysledek INVALID (NEPLATNY) bude automaticky znovu zpracovan, a tak se minimalizovaly prodlevy v hlaseni vysledka.

Kontroly (interni) zpracovani vzorkd

Exogenni kontrola zpracovani vzorkd (Sample Process Control, SPC1) je zabudovana do extrakéni desticky NeuMoDx Extraction Plate a u kazdého
vzorku/kontroly/kalibratoru prochazi celym procesem extrakce nukleové kyseliny a amplifikace s RT-PCR v redlném ¢ase. Kazdy testovaci prouzek
NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 obsahuje primery a sondu specifické pro kontrolu SPC1. Tato kontrola SPC1 umoZriuje soustavé NeuMoDx
System sledovat ucinnost extrakce DNA a procesy amplifikace pomoci RT-PCR.

VYKONOVA CHARAKTERISTIKA

ANALYTICKA CITLIVOST — mez detekce

Analyticka citlivost analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 byla charakterizovana ve dvou postupnych fazich: 1. PredbéZzné posouzeni meze detekce
(Limit of Detection, LoD) (probitova analyza), po kterém nasleduje 2. Potvrzeni LoD. V casti 1 byly testovany negativni vzorky a série fedéni
1. mezinarodniho standardu WHO ve screeningové lidské plazmé negativni na EBV, aby se stanovila pfedbéznd hodnota LoD na soustavach
probitovou analyzou. V ¢asti 2 byla predbéZnd hodnota LoD potvrzena testovanim uméle pfipraveného panelu na trovni LoD. Obé faze studie byly
provadény po dobu 3 dnl napfi¢ nékolika soustavami s nékolika SarZzemi reagencii NeuMoDx. V ¢asti 1 bylo zpracovano celkem 144 replikatd na
kazdé urovni fedéni. Miry detekce jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2: Stanoveni pfedbézné hodnoty LoD analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

S R PLAZMA
Cilova Cilova < <
Pocet Pocet .
koncentrace koncentrace D e Mira
[Ilu/mi] [logio IU/ml] testii vzorki detekce
35 1,54 144 139 96,5%
30 1,48 144 140 97,2%
25 1,40 143 133 93,0%
10 1,00 144 97 67,4%
5 0,70 143 75 52,4%
NEG 144 0 0,0%

Hodnota LoD analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 v plazmé pomoci 1. mezinarodniho standardu WHO pro EBV byla stanovena jako 29,3 IU/ml
(1,47 logio IU/ml) s 95% intervalem spolehlivosti (Confidence Interval, Cl) 24,4-37,1 IU/ml, (1,39-1,57 logio IU/ml) [obrdzek 1]. Tato hodnota LoD
byla ndsledné potvrzena analyzou miry shody, kterd je uvedena v tabulce 3.

LoD analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (plazma)
1,2
Analyza 2.0
1
0,8
=
8 06
s Y
—
=
© 04 -
Sigmoida
0,2 @ ExperimentdIni Gdaje
# Vypoctena LoD
0
-2 -1 0 1 2 3 4
Koncentrace (logio IU/ml)

Obrazek 1: Probitova analyza pouZitd ke stanoveni LoD analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 u vzork( plazmy
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Tabulka 3: Potvrzeni hodnoty LoD analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Cilova Cilova Pocet Pocet .
p —_ Mira
Soustava koncentrace koncentrace platnych pozitivnich detekce
[IU/ml] [log10 1U/ml] testd vzorkd
N96 96 94 97,9%
N288 29,3 1,47 96 92 95,8 %
Vsechny 192 186 96,9 %

LoD pro genotyp 2 (GT2) viru EBV byla potvrzena s hodnotou 29,3 IU/ml [1,47 log10 1U/ml], jak bylo stanoveno analyzou miry shody.
Na zakladé vysledku obou studii byla hodnota LoD analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 stanovena jako 29,3 IU/ml [1,47 log10 IU/ml].

ANALYTICKA CITLIVOST — dolni mez stanovitelnosti (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)
LLoQ je definovana nejnizsi cilova hladina, pfi které je dosazeno detekce > 95 % A celkové analytické chyby (Total Analytical Error, TAE) < 1,0.
Za ucelem stanoveni LLoQ byla pro kazdou z cilovych hladin EBV, které jako soucast vypocétu LoD vykazovaly > 95% detekce, spocitana chyba
TAE. TAE je stanovena nasledovné:

TAE = odchylka + 2 x SD (Westgardova pravidla)

Odchylka je absolutni hodnota mezi primérem vypocitané koncentrace a o¢ekdvanou koncentraci. SD odkazuje na standardni odchylku
kvantitativné vyjadifené hodnoty vzorku.

Zpracované vysledky pro 5 Urovnivzorkl plazmy 1. mezinarodniho standardu WHO pro r EBV, pouZzité pfi stanovovani hodnoty LLoQ, jsou uvedeny
v tabulce 4. Na zakladé téchto udajl a dfive stanovené LoD, byla LLoQ stanovena jako 30,0 IU/ml (1,48 logio IU/ml) a nasledné potvrzena pro

genotyp 2 (GT2) viru EBV.

Tabulka 4: LLoQ analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, s odchylkou a chybou TAE

Plazma
Cilova Cilova konc. Primérna
konc.[IlU/ml] | [logio IU/mI] konc.[logs Mira detekce SD Odchylka TAE
1U/ml]
35 1,54 2,05 96,5% 0,23 0,50 0,96
30 1,48 1,97 97,2% 0,24 0,49 0,98
25 1,40 1,93 93,0% 0,24 0,53 1,02
10 1,00 1,96 67,4% 0,31 0,96 1,59
5 0,70 1,83 52,4% 0,27 1,13 1,68

Na zakladé vysledk( téchto studii byla hodnota LoD analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 stanovena na 29,3 IU/ml (1,47 logio IU/ml)
a hodnota LLoQ byla stanovena na 30,0 1U/ml [1,48 logio IU/ml].

Linearita a urceni horni meze stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Linearita a horni mez stanovitelnosti (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 u plazmy byly stanoveny
pfipravou série fedéni za pouZiti zapouzdieného cilového EBV NeuMoDx a kromé 1. mezindrodniho standardu WHO pro EBV za pouZiti také kultury
ATCC EBV (ATCC, Manassas, VA). Dohledatelnost k 1. mezinarodnimu standardu WHO pro EBV byla zajiSténa pro viechny sekundarni standardy
pred testovanim. Ve smisené EBV negativni plazmé byl pfipraven 10prvkovy panel za Gcelem vytvofit panel, ktery by pokryl rozsah koncentraci
1,48-8,0 logio IU/ml. Hodnota ULoQ analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 byla stanovena jako 8,0 logio IU/ml. K hodnoceni linearity standardni
krivky byl pripraven konfirmacéni panel a koncentrace analyzy EBV ohlasené soustavou NeuMoDx System ve srovnani s o¢ekavanymi hodnotami
jsou uvedeny na obrdzku 2.

Graf ekvivalence plazmy s EBV
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Obrazek 2: Linearita analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0
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Linearita genotypu 2 (GT2) viru EBV

Linearita analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pro genotyp 2 (GT2) viru EBV byla charakterizovéna testovanim jedenacti rliznych koncentraci
GT2 viru EBV s potvrzenou navaznosti na 1. mezinarodni standard WHO pro EBV, pfipravenych ve smésné plazmé negativni na EBV. Studie byla
provedena testovanim 36 replikatd v 11 koncentracich ve 2 soustavdach NeuMoDx System a se 3 $arzemi testovacich prouzk EBV Quant Test Strip
2.0. Linearita genotypu 2 (GT2) viru EBV je znazornéna v tabulce 5 a obrdzku 3.

Tabulka 5: Linearita analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pro genotyp 2 viru EBV

Rovnice linearity
A y = stanovitelnost analyzy NeuMoDx EBV Quant R?
Assay 2.0
x = o€ekavana stanovitelnost
GT2 y =0,9965x — 0,0982 0,9761
Graf ekvivalence v genotyp 2 (GT2) viru EBV
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Obrazek 3: Linearita analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pro genotyp 2 viru EBV
Analyticka specificnost — zkfizena reaktivita
Analyticka specificnost byla prokdzana screeningem zkfizené reaktivity 36 organism, které se mohou nachézet ve vzorcich krve/plazmy, a také
druh, které se viru EBV fylogeneticky podobaji. Organismy byly pfipraveny ve smésich po 5 az 6 organismech pti vysoké koncentraci. Testované
organismy jsou uvedeny v tabulce 6. U Zzddného z testovanych organisml nebyla pozorovéna Zadna zkfizend reaktivita, coz potvrzuje 100%
analytickou specificnost analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

Tabulka 6: Patogeny pouZzité k prokazani analytické specifi¢nosti

Necilové organismy
lostridium M lasm T
Polyomavirus BK Adenovirus typu 5 Herpes simplex virus 1 ¢ OSt.Idlu yeop as‘ a St eptocoFcus
perfringens pneumoniae pneumoniae
Enterococcus Streptococcus
Cytomegalovirus Virus hepatitidy C Herpes simplex virus 2 . Neisseria gonorrhoeae P
faecalis pyogenes
Lidsky herpesvirus 6 Parvovirus B19 Varicella zoster virus Escherichia coli Z‘Czr)’zlson/bacterlum Aspergillus niger
Lidsky herpesvirus 7 JC virus HIV 1 KIebs:elIa‘ Salm.o nel{a Candida albicans
pneumoniae typhimurium
Lidsky Listeri s
Lidsky herpesvirus 8 |ds. ¥ . HIV 2 Isteria Staphylococcus aureus Cryptococcus
papilomavirus 16 monocytogenes neoformans
Lidsky M j hyl hl 1
Virus hepatitidy B |ds. y . oV 40 ycobactenum Stqp y o‘cqccus C amydla‘
papilomavirus 18 avium epidermidis trachomatis

Analyticka specificnost — interferujici latky, komenzalové

Interference u analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 byla vyhodnocena za pfitomnosti necilovych organism(, a to za poufZiti stejnych smési
organism, jaké byly pfipraveny pro testovani zkfizené reaktivity, uvedenych vyse v tabulce 6. Plazma negativni na EBV byla obohacena o organismy
smisené do skupin po 4-7; tyto smési byly potom obohaceny o cilovy virus EBV pfi koncentraci 90 1U/ml [1,95 logio IU/ml]. Jak naznacila minimalni
odchylka stanovitelnosti z kontrolnich vzork(, které neobsahovaly Zadny interferujici pfipravek, nebyla za pfitomnosti téchto organismui
pozorovana zadna vyznamna interference.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-CS_B
2023-07
Str.9z13



&

NeuMoDx

rmolecular

NAVOD K POUZITi

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0

201501

Analyticka specificnost — interferujici latky, endogenni a exogenni latky

Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 byla hodnocena za pfitomnosti typickych exogennich a endogennich interferujicich latek, které se
v klinickych vzorcich plazmy s EBV objevily. Mezi tyto latky patfily neobvykle vysoké hladiny krevnich sloZek ataké béiné antivirové léky
aimunosupresiva, kterad jsou zafazena do tabulky 7. Kazda latka byla pfidana k vySetfené krevni lidské plazmé negativni na EBV, obohacené
090 1U/ml [1,95 logio IU/ml] EBV a u vzorkd byla zkoumana interference srovnanim uvedené koncentrace s pozitivni kontrolou. Kromé toho byla
na moznou interferenci testovana i plazma ve stavu pfi béZném onemocnéni souvisejicim s infekci virem EBV. Primérna koncentrace a odchylka u
véech testovanych latek ve srovnani s kontrolnimi vzorky uméle obohacenymi o stejnou hladinu viru EBV jsou uvedeny v tabulce 8. Zadna
z exogennich a endogennich latek specificnost analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 neovlivnila.

Tabulka 7: Testovani interference — exogenni pripravky (klasifikace 1éka)

Tabulka 8: Testovani interference — endogenni a exogenni pripravky

Smés | Nazev léku Klasifikace Smés | Nazev léku Klasifikace

Azathioprin Imunosupresivum Trimethoprim Antibiotikum

- Cyklosporin Imunosupresivum = Vankomycin Antibiotikum

>g Foscarnet Antivirotikum (herpetické viry) é Takrolimus Imunosupresivum

] Ganciclovir Antivirotikum (EBV) 2 Everolimus Imunosupresivum
Valganciklovir hydrochlorid Antivirotikum (EBV) Klavulanat draselny Antibiotikum
Prednison .Kortlkostermle/ Famotidin Blokatoruhlstamlnovych

imunosupresivum receptor(

N Cidofovir Antivirotikum (EBV) n Sulfamethoxazol Antibiotikum

)

>E Cefotetan Antibiotikum (3irokospektré) >§ Valaciklovir Antivirotikum (herpetické viry)

wv
Cefotaxime Antibiotikum (Sirokospektré) L2 Letermovir Antivirotikum (EBV)
Flukonazol Protiplisriovy lék Ticarcillin disodium Antibiotikum
Mycophenolate mofetil Imunosupresivum Leflunomid Imunosupresivum

() Mycophenolate sodium Imunosupresivum

"

’g Piperacillin Antibiotikum

v Sirolimus/ Rapamycin Imunosupresivum
Tazobactam Modifikované antibiotikum

Priimérna konc. Odchylka
Endogenni + stav onemocnéni
Logio IU/ml Logio IU/ml
Hemoglobin 2,19 0,32
Triglyceridy 1,90 0,02
Bilirubin 2,12 0,24
Albumin 1,95 0,07
Systémovy lupus erythematodes (Systemic Lupus 2,08 0,20
Erythematosus, SLE)
Antinukledrni protilatka (Antinuclear Antibody, ANA) 2,36 0,48
Revmatoidni artritida (Rheumatoid Arthritis, RA) 1,89 0,01
Pozitivni kontrola 1,88 N/A
Priimérna konc. Odchylka
Exogenni (medikace)
Logio IU/ml Logio IU/ml
Smés 1: Azathioprin, Cyklosporin, Foskarnet, Ganciklovir,
. ) ) 2,19 0,09

Valganciklovir hydrochlorid
Smeés 2: Prednison, Cidofovir, Cefotetan, Cefotaxime, 211 0,01
Flukonazol
Smés 3: Mycophenolate mofetil, Mycophenolate sodium, 216 0.06
Piperacillin, Sirolimus/Rapamycin, Tazobactam ’ !
Smés 4: 'I:rlmethoprlm, Vankomycin, Takrolimus, Everolimus, 2,24 0,14
Klavulanat draselny
Smés 5: Famotidin, Sulfamethoxazol, Letermovir, Valaciklovir,

. I X . 2,26 0,16
Ticarcillin disodium, Leflunomid
Pozitivni kontrola 2,10 N/A
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Vnitrolaboratorni preciznost

Preciznost analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 byla stanovena testovanim 3 replikatd 6prvkového panelu se vzorky EBV ptipravenych s pozitivni
kontrolou EBV NeuMoDx a kulturou EBV (ATCC, Manassas, VA) dvakrat denné za pouziti dvou soustav NeuMoDx 288 System a dvakrat za pouZziti
soustav NeuMoDx 96 System po dobu 12 dn(. Preciznost byla charakterizovana v ramci jednoho cyklu, jednoho dne a jedné soustavy a celkova
smérodatna odchylka byla stanovena jako < 0,18 logio IU/ml. Napfi¢ soustavami, dny nebo cykly byla prokazana vynikajici preciznost, jak je uvedeno
v tabulce 9. Preciznost mezi pracovniky obsluhy charakterizovana nebyla, jelikoZ obsluha pfi zpracovani vzork( za poufZiti soustavy NeuMoDx
System nehraje zadnou vyznamnou roli.

Tabulka 9: Vnitrolaborni preciznost — analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 na soustavach NeuMoDx System

Konc. cilového EBV RELE Sikene SD v ramci SD v ramci SD v ramci Celko’vé .
(Logio IU/mI) EBV soustavy dne cyklu =1} ranjcn
(Logio IU/ml) laboratofe)

7,70 7,82 0,10 0,08 0,08 0,11

6,00 6,07 0,12 0,11 0,11 0,13

5,00 4,75 0,13 0,12 0,11 0,13

4,00 3,78 0,13 0,11 0,11 0,14

3,00 2,93 0,15 0,14 0,13 0,16

1,95 2,19 0,17 0,16 0,16 0,18

Reprodukovatelnost mezi Sarzemi

Reprodukovatelnost mezi Sarzemi u analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 byla stanovena vyhodnocenim 3 $arzi testovacich prouzkd NeuMoDx
EBV Quant Test Strip 2.0 jako soucdsti studie vnitrolaborni preciznosti. K hodnoceni G¢innosti byl pouZit 6prvkovy panel plazmy pozitivni na EBV
(tabulka 10). Vysledky ziskané napfi¢ Sarzemi byly analyzovany a jsou prezentovany v tabulce 10. Celkova maximalni odchylka u testovacich
prouzk NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strip 2.0 byla 0,29 logio IU/ml a celkova maximalni SD byla 0,18 logio IU/ml. Provedeny ekvivalent byl
prokazan napfic sarzemi, jelikoZ stanovitelnost vSech prvkd panelu byla v mezich stanovené tolerance.

Tabulka 10: Reprodukovatelnost mezi Sarzemi — analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, testovaci prouzek

Sarie 1 Sarie 2 Sarze 3
Oc:I;:\Clana Prdim. konc. Log konc Abs. Pram. konc. Log konc Abs. Pram. konc. Log konc Abs.
(log10 IU./mI) (log10 IU/ml) SD odchylka (log10 1U/ml) SD odchylka (log10 1U/ml) SD odchylka
7,70 7,82 0,11 0,12 7,84 0,10 0,14 7,79 0,09 0,09
6,00 6,08 0,12 0,08 6,10 0,10 0,10 6,04 0,10 0,04
5,00 4,77 0,13 0,23 4,78 0,13 0,22 4,71 0,10 0,29
4,00 3,80 0,15 0,20 3,81 0,13 0,19 3,74 0,11 0,26
3,00 2,96 0,16 0,04 2,96 0,15 0,04 2,87 0,16 0,13
1,95 2,20 0,18 0,25 2,22 0,18 0,27 2,16 0,16 0,21

Ucinnost kontroly zpracovani vzorki

Analyza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 obsahuje kontrolu zpracovani vzorkd (Sample Process Control, SPC1), ktera ma ohlasit selhani jakéhokoli
kroku zpracovéni nebo inhibici ovliviiujici vykon analyzy. Za pouZiti analyzy NeuMoDx CMV Quant Assay jako vzoru byla G¢innost SPC1 u vzork(
plazmy testovana za podminek reprezentativnich pro kriticka selhani zpracovani, ke kterym by béhem zpracovani vzorku mohlo teoreticky dojit a
kterd by nemusela byt odhalena ¢idly, ktera vykon soustavy NeuMoDx System monitoruji. Vzorky pozitivni na cytomegaloviry (pfi 3 Logio IU/ml) a
negativni vzorky se musely vyporadat s nasledujicimi podminkami: pfitomnosti inhibitoru, absenci nedodaného promyvaciho ¢inidla a absenci
propldchnuti. Netcinnost procesu, kterd méla na detekci/stanovitelnost virového cile nepfiznivy vliv, se odrazila v i¢innosti cilové SPC1, jak ukazuje
tabulka 11. Ve vsech testovanych pfipadech bylo prokazano, Ze bud kontrola zpracovani vzorkd dostatecné monitorovala nedcinnost procesu a
pfitomnost inhibitord, nebo nepfiznivy vliv predpokladané neudinnosti procesu na detekci SPC1 ani na detekci a stanovitelnost virového cile, nebyl
vyznamny. TudiZ efektivni monitoring ucinnosti analyzy na soustavé NeuMoDx System kontrolou SPC1 byl s Uspéchem prokézan.

Tabulka 11: Ucinnost kontroly zpracovani vzorkd u virové DNA v plazmé*

Testovana selhani

Stav amplifikace kontroly

Cilovy CMV

(Promyti nebylo dodano)

(Neamplifikovano)

(Neamplifikovano)

kroku zpracovani zpracovani vzorkid 1 Stav amplifikace VA B SE )
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified Unresolved (Nerozligeno)
(PFitomnost inhibitoru) (Neamplifikovano) (Neamplifikovano)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified

Unresolved (NerozliSeno)

No Wash Blowout
(Bez procisténi)

Amplified (Amplifikovano)

Amplified (Amplifikovano)

Positive (Pozitivni) se stanovitelnosti do

0,3 logio IU/ml kontroly

*K hodnoceni G¢innosti kontroly zpracovani vzorkd byl jako modelova soustava pouZit cytomegalovirus (CMV) ve vzorcich plazmy.
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KFizova kontaminace

Mira kfiZové kontaminace u vzork( plazmy byla stanovena zpracovanim vzorkd, kde se stfidaly vzorky vysoce pozitivni a negativni vzorky EBV. Bylo
provedeno pét sad takového mozaikového testu celkem se 60 replikdty plazmy negativni na EBV a 60 replikaty EBV plazmy obohacené pfi
6,0 Logio IU/ml na obou soustavach NeuMoDx 288 Molecular System i NeuMoDx 96 Molecular System. V obou typech soustav bylo vSech
120 replikatd negativniho vzorku hlaseno jako negativnich, coz je diikazem, Ze béhem zpracovani vzorku plazmy na soustavach NeuMoDx System
k Zadné krizové kontaminaci nedoslo.

Ekvivalence matrice vzorki

Bylo provedeno testovani k prokazani ekvivalence mezi erstvymi a zmrazenymi vzorky plazmy za pouZiti podobného viru prenaseného krvi, CMV,
jako vzoru. Cerstvé vzorky byly uchovavany pfi 4 °C, dokud nebyly obohaceny tfemi hladinami CMV a otestovény na ekvivalenci. Vzorky byly
zmrazeny minimalné na 24 hodin pfi teploté —20 °C. Po této dobé skladovéani ve zmrazeném stavu byly vzorky rozmrazeny a znovu testovany.
Vysledky ze vzorkil Cerstvé azmrazené plazmy byly porovnany z hlediska ekvivalence pomoci regresni analyzy. Udaje prokazaly vynikajici
ekvivalenci mezi vzorky Cerstvé a zmrazené plazmy se sklonem 1,0 a velmi nizkou odchylkou (prasecik), jak je uvedeno v tabulce 12 nize.

Tabulka 12: Ekvivalence matrice vzorka

. Cerstvé EDTA vzorky ve srovnani se
PoZadavek na parametry .
zmrazenymi
Smérnice (0,9-1,1) 1,000
Prisetik < 0,5 logio IU/ml 0,020
p-hodnota > 0,05 0,631

Charakterizace kvantitativni ucinnosti
Kvantitativni u¢innost analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 byla charakterizovana zpracovanim dvou komer¢nich verifikaénich panel( EBV od
spolecnosti AcroMetrix a Exact Diagnostics (s ndvaznosti na 1. mezinarodni standard WHO pro EBV) na soustavach NeuMoDx Molecular System.

Mezi analyzou NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a dvéma komerc¢nimi verifikacnimi panely EBV (obrdzek 4) bylo bud regresni analyzou podle Deminga
(obrdzek 4A) nebo Passing-Bablokovou metodou (obrdzek 4B) dosazeno vynikajici korelace.

Demingova regresni analyza Passing-Bablokova regresni analyza

6 y=0,9904X -0,3133

y = 1,004x - 0,332

(log10 1U/ml)
»
(log10 1U/mI)

 Konc. EBV Kvantifikovano analyzou NeuMoDx EBV Quant Assay v2
03 Konc. EBV Kvantifikovano analyzou NeuMoDx EBV Quant Assay v2

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5 7 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7
Konc. EBV Kvantifikovano komerénimi panely Konc. EBV Kvantifikovano komerénimi panely
(log10 1U/mI) (log10 1U/mI)

Obrazek 4. Graf ekvivalence mezi verifikacnimi panely AcroMetrix a Exact Diagnostics a analyzou NeuMoDx EBV Quant Assay.
A. Linearni regresni analyza metodou Deming. B. Linearni regresni analyza metodou Passing-Bablok.

Kvalita regresni metody podle Deminga je zndzornéna celkovym koeficientem smérnice 0,990 a prisecikem (odchylkou) —0,313, coZ dokazuje, Ze
vysledky koncentrace ziskané mezi analyzou NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a verifikacnimi panely EBV jsou viceméné stejné a s pfijatelnou
odchylkou. Linedrni metoda podle Passinga-Babloka také podporuje vyznam korelace mezi vysledky ziskanymi z analyzy NeuMoDx EBV Quant Assay
2.0 a verifika¢nich panelll EBV s celkovym koeficientem smérnice 1,004 a prisecikem (odchylkou) —0,332. P-hodnota analyzy metodou podle
Passinga-Babloka byla vypocitana jako 0,988.

Tabulka 13: Shrnuti linedrni regresni analyzy metodami Demming a Passing-Bablok

Analyza metodou Deming Analyza metodou Passing-Bablok
Prisecik Koeficient smérnice Prisecik Koeficient smérnice
-0,313 0,990 -0,332 1,004
Cl 95 % (-0,620, -0,007) Cl 95 % (0,928, 1,053) Cl 95 % (-0,548, -0,116) Cl 95 % (0,950, 1,047)
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