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201501 NeuMoDx™ EBV Quant Test Strip 2.0 Ronly
ATENTIE: Doar pentru export din S.U.A.

A se utiliza pentru diagnosticarea in vitro cu NeuMoDx 288 si NeuMoDx 96 Molecular System
[E Pentru actualizdri ale prospectului, accesati: www.giagen.com/neumodx-ifu

Pentru instructiuni detaliate, consultati Manualul de operare NeuMoDx 288 Molecular System; Nr.P. 40600108
Pentru instructiuni detaliate, consultati Manualul de operare NeuMoDx 96 Molecular System; Nr.P. 40600317

DOMENIUL DE UTILIZARE

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 este un test automat, in vitro de amplificare a acidului nucleic pentru cuantificarea ADN-ului virusului Epstein-Barr
(EBV) uman din plasma EDTA provenitd de la pacientii cu transplant imunocompromisi.

Analiza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 aplicata pe NeuMoDx 288 Molecular System si NeuMoDx 96 Molecular System incorporeaza extractia
automatizata a ADN-ului pentru a izola acidul nucleic tinta din esantion si PCR in timp real pentru a viza doua regiuni extrem de bine conservate in
genomul EBV.

Analiza este destinata utilizarii ca ajutor in monitorizarea nivelurilor de ADN EBV din sangele periferic pentru a evalua raspunsul viral la tratament.
Aceasta analiza este destinata utilizarii impreuna cu simptomele clinice si cu alti markeri de laborator ai evolutiei bolii pentru gestionarea clinica si
monitorizarea infectiei cu EBV.

Analiza nu este destinata utilizarii ca testare de screening pentru prezenta ADN-ului EBV in sdnge sau produsi sanguini. Analiza NeuMoDx EBV
Quant Assay 2.0 este destinata utilizarii de cdtre personalul instruit al laboratoarelor clinice, pregatit si instruit special in tehnicile PCR n timp real
si procedurile de diagnosticare in vitro si/sau sistemele NeuMoDx Molecular System. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 nu este destinat pentru
autotestare sau pentru utilizare in afara sistemului sanitar.

REZUMAT SI EXPLICATII

Sangele integral uman recoltat in eprubete sterile de recoltare a sangelui, care contin EDTA ca agent de anticoagulare, poate fi folosit pentru
pregatirea plasmei. Pentru initierea testarii, plasma dintr-o eprubetd pentru esantioane compatibila cu NeuMoDx System este amplasata intr-un
suport de eprubete pentru esantioane si incarcata pe masa de lucru a sistemului NeuMoDx System. Pentru fiecare esantion, o parte alicota de 550
ul de proba plasmaticd este amestecata cu NeuMoDx Lysis Buffer 1, iar NeuMoDx System parcurge automat toate etapele necesare pentru extractia
acidului nucleic tinta, pregdteste ADN-ul izolat pentru amplificare PCR in timp real si, daca acestia sunt prezenti, amplifica si detecteaza produsii
de amplificare (doua regiuni extrem de bine conservate in genomul EBV). NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 include o substanta de control pentru
procesarea probei de ADN (Sample Process Control, SPC1), care sa ajute la monitorizarea prezentei unor substante potential inhibitoare, si a
erorilor NeuMoDx System sau de reactiv, care pot fi intalnite in timpul proceselor de extractie si amplificare.

EBV este un virus ADN dublu catenar comun din familia virusului herpetic uman, care infecteaza oameni de toate varstele. Se estimeaza ca > 90%
dintre indivizii din intreaga lume sunt sau au fost infectati cu EBV.! EBV este raspandit prin fluide corporale, cum ar fi salivd, singe, sperma si
transplanturi de organe. Multi oameni se infecteaza cu EBV in copilarie. Acesti indivizi, desi sunt infectati cu EBV, sunt de obicei asimptomatici.
Persoanele imunocompromise pot dezvolta simptome si complicatii mai severe la infectia cu EBV. Infectia latenta cu EBV prezinta cel mai mare
risc pentru pacientii post-transplant. Tulburarile limfoproliferative post-transplant (Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder, PTLD) includ
formarea tumorii determinata de EBV in celulele B, din cauza efectului agentilor imunosupresori asupra controlului imunitar al EBV, una dintre cele
mai semnificative cauze ale morbiditatii si mortalitatii la pacientii supusi oricirui tip de transplant de organe.?

Monitorizarea incarcaturii virale EBV poate fi utilizata ca ajutor in diagnosticarea si gestionarea PTLD asociate cu EBV. Totusi, diagnosticul trebuie
stabilit prin intermediul unei biopsii. Monitorizarea incarcaturii virale EBV poate fi, de asemenea, utilizata pentru a monitoriza raspunsul la
tratamentul PTLD asociate cu EBV, in general cu rituximab si o reducere a terapiei imunosupresoare.?

PRINCIPIILE PROCEDURII

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pe NeuMoDx System utilizeazd NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0, calibratoare NeuMoDx EBV Calibrator,
substante de control externe NeuMoDx EBV External Control, NeuMoDx Lysis Buffer 1 si reactivi NeuMoDx de uz general pentru a efectua analiza.
Testul NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 combina extractia, amplificarea si detectia automatd a ADN-ului prin PCR in timp real. Esantioanele de sange
integral sunt recoltate in eprubete cu EDTA, pentru pregatirea plasmei. Esantionul de plasma dintr-o eprubetd pentru esantioane compatibila cu
NeuMoDx System este amplasat intr-un suport de eprubete pentru esantioane si incdrcat pe masa de lucru a sistemului NeuMoDx System pentru
procesare. Nu mai este necesara nicio alta interventie a operatorului.

Sistemele NeuMoDx System utilizeaza o combinatie de caldura, enzima liticd si reactivi de extractie pentru a efectua automat liza celulard, extractia
ADN-ului si eliminarea inhibitorilor. Acizii nucleici degajati sunt captati de microsfere cu afinitate magnetica. Microsferele, impreuna cu acizii nucleici
legati, sunt incarcate in NeuMoDx Cartridge, unde componenti nelegati, non-ADN sunt spdlati ulterior cu NeuMoDx Wash Reagent, iar ADN-ul legat
este eluat, utilizand NeuMoDx Release Reagent. Ulterior, sistemele NeuMoDx System utilizeaza ADN-ul eluat pentru rehidratarea reactivilor brevetati
de amplificare NeuDry™, care contin toate elementele necesare pentru amplificarea PCR a tintelor specifice EBV si SPC1. La reconstituirea reactivilor
NeuDry PCR, NeuMoDx System distribuie amestecul pregatit compatibil cu PCR in NeuMoDx Cartridge. Amplificarea si detectia secventelor de ADN de
control si tintd (dacd sunt prezente) au loc in zona camerei PCR din NeuMoDx Cartridge. De asemenea, NeuMoDx Cartridge este conceput pentru a
include ampliconul dupa PCR in timp real, astfel eliminand, in mod esential, riscul de contaminare post-amplificare.

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 vizeaza doua regiuni foarte bine conservate, BALF5 si BXFL1, din genomul EBV. Modelul de tintd dubla reduce riscul
obtinerii de rezultate fals negative in cazul mutatiilor intr-o regiune tintd, crescand astfel soliditatea analizei. Tintele amplificate sunt detectate in
timp real, utilizdnd chimia sondei de hidroliza (denumita in mod popular drept chimie TagMan®), utilizdnd molecule depistate cu sonda de testare
fluorogenica specifica oligonucleotidelor, specificda ampliconilor pentru tintele respective.
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Sondele TagMan constau in fluorofor legat covalent de capatul 5 al tulpinii sondei specifice oligonucleotidelor si intr-o substanta extinctoare de
fosforescentd la capatul 3’. Desi sonda este intacta, fluoroforul si substanta extinctoare de fosforescenta sunt in apropiere, ceea ce face ca molecula
de substanta extinctoare de fosforescentd sa tempereze fluorescenta emisa de fluorofor prin transfer de energie de rezonantd Forster (Forster
Resonance Energy Transfer, FRET).

Sondele TagMan sunt destinate temperarii intr-o regiune ADN amplificata printr-un set specific de solutii de amorsare. Pe masura
ce Tag ADN-polimeraza extinde solutia de amorsare si sintetizeazad noua tulping, activitatea exonucleazica 5’-3’ a Taqg ADN-polimerazei degradeaza
sonda care a fost temperatd la sablon. Degradarea sondei degaja fluorofor si provoaca pierderea proximitatii fata de substanta extinctoare de
fosforescentd, astfel prevenind efectul de temperare cauzat de FRET si permitdnd detectia fluorescentei fluoroforului. Semnalul fluorescent
rezultat detectat este direct proportional cu fluoroforul degajat si poate fi corelat cu cantitatea prezenta de ADN tinta.

O sonda TagMan etichetata cu un fluorofor (excitatie: 490 nm si emisie: 521 nm) la capatul 5, si o substanta extinctoare de fosforescenta de
culoare inchisd la capatul 3’, este utilizata pentru detectia ambelor tinte ADN EBV. Pentru detectia SPC1, sonda TagMan este etichetata cu o vopsea
fluorescenta alternativa (excitatie: 535 nm si emisie: 556 nm) la capatul 5, si o substantd extinctoare de fosforescenta de culoare inchisa la capatul
3. Software-ul sistemului NeuMoDx System monitorizeaza semnalul fluorescent emis de sondele TagMan la sfarsitul fiecarui ciclu de amplificare.
Cand amplificarea este completd, software-ul NeuMoDx System analizeaza datele si raporteazd un rezultat (POSITIVE (POZITIV)/NEGATIVE
(NEGATIV)/INDETERMINATE (NECONCLUDENT)/NO RESULT (NICIUN REZULTAT)/UNRESOLVED (NEREZOLVAT)). Dacd un rezultat este POSITIVE
(POZITIV), software-ul sistemului NeuMoDx System oferd, de asemenea, si o valoare cantitativd asociata probei sau raporteaza daca valoarea
calculatd pentru concentratie este in afara intervalului liniar.

WREACTIVI/CONSUMABILE

Materiale furnizate
. Unitati per Testari pe Teste per
337 s pachet unitate pachet
NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0
201501 Reactivi RT-PCR deshidratati, care contin sonde si solutii de amorsare TagMan specifice 6 16 96
EBV si SPC1.
Materiale necesare, dar nefurnizate (disponibile separat de la QIAGEN)
REF Continut
NeuMoDx EBV Calibrators
800501 Seturi de unicd folosintd de calibratoare puternice si slabe pentru EBV, pentru a stabili validitatea curbei standard

(Céte 1 flacon din fiecare substantd de control = 1 set)

NeuMoDx EBV External Controls
900502 Seturi de unicd folosintd de substante de control Low Positive (slab pozitiv), High Positive (Puternic pozitiv) si Negative (Negativ)
la EBV pentru a stabili validitatea zilnicd a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (cdte 1 flacon din fiecare substantd de control = 1 set)

NeuMoDx Extraction Plate

100200 ) . . . . . . . .
Particule paramagnetice deshidratate, enzime litice deshidratate si substante de control deshidratate pentru procesarea probei

400500 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Varfuri Hamilton® CO-RE / CO-RE Il (300 pl) cu filtre

235905 Varfuri Hamilton CO-RE / CO-RE 11 (1000 pl) cu filtre

Instrumentar necesar
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] sau NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]
Software NeuMoDx System versiunea 1.9.2.6 sau o versiune superioara

& @ AVERTISMENTE $I PRECAUTII

. NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 este destinat exclusiv diagnosticarii in vitro cu sistemele NeuMoDx System.

. Nu utilizati reactivii sau consumabilele dupa data de expirare mentionata.

. Nu utilizati reactivi in cazul in care sigiliul de siguranta este rupt sau daca ambalajul este deteriorat la sosire.

. Nu utilizati consumabilele sau reactivii daca punga de protectie este deschisd sau rupta la sosire.

. Tnainte ca rezultatele testarii s& poata fi generate pentru probele clinice trebuie sa fie disponibil o calibrare valida a testarii (generata prin

procesarea calibratoarelor puternice si slabe NeuMoDx EBV Calibrator [REF 800501]).

. Substantele de control externe NeuMoDx EBV External Control [REF 900502] trebuie procesate la fiecare 24 de ore pe parcursul testarii cu
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.
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Volumul minim al esantionului de alicote secundare de plasma EDTA este detaliat mai jos in sectiunea Pregatirea testarii. Volumul sub
minimul specificat poate duce la o eroare ,,Quantity Not Sufficient” (Cantitate insuficienta).

Utilizarea esantioanelor depozitate la temperaturi improprii sau in afara timpilor de depozitare specificati poate produce rezultate nevalide
sau eronate.

Evitati contaminarea microbiana si dezoxiribonucleazica (DNazd) a tuturor reactivilor si consumabilelor. La utilizarea eprubetelor secundare,
se recomanda folosirea pipetelor de transfer sterile, de unica folosinta, fara DNaza. Utilizati cate o pipeta noud pentru fiecare esantion.

Pentru a evita contaminarea nu manipulati si nu desfaceti niciun cartus NeuMoDx Cartridge dupa amplificare. Tn niciun caz nu recuperati
cartusele NeuMoDx Cartridge din recipientul pentru deseuri biopericuloase (NeuMoDx 288 Molecular System) sau din cosul de gunoi pentru
deseuri biopericuloase (NeuMoDx 96 Molecular System). NeuMoDx Cartridge este conceput pentru a preveni contaminarea.

Tn cazurile in care testarile PCR cu eprubete deschise sunt realizate in laborator, aveti grija s va asigurati cd NeuMoDx EBV Quant Test Strip
2.0, consumabilele si reactivii suplimentari necesari pentru testare, echipamentul individual de protectie, precum manusi si halate de
laborator, si NeuMoDx System nu sunt contaminate.

n timpul manipulérii reactivilor si a consumabilelor NeuMoDx trebuie purtate manusi curate din nitril, fira pulbere. Aveti grijd s3 nu atingeti
suprafata superioard a NeuMoDx Cartridge, suprafata de etansare cu folie a NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 si NeuMoDx Extraction Plate
sau suprafata superioard a recipientului de NeuMoDx Lysis Buffer; manipularea consumabilelor si a reactivilor trebuie facuta doar prin
atingerea suprafetelor laterale.

Fisele cu date de securitate (FDS) sunt puse la dispozitie pentru fiecare reactiv (dupa caz), la www.giagen.com/neumodx-ifu.

Spalati-va bine pe maini dupa efectuarea testarii.

Nu pipetati prin intermediul cavitatii bucale. Nu fumati, nu consumati bauturi sau alimente in zonele in care se manipuleaza esantioane sau
reactivi.

Manipulati intotdeauna esantioanele ca si cum ar fi infectioase si in conformitate cu procedurile sigure de laborator, cum ar fi cele descrise
n Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® (Biosiguranta in laboratoarele microbiologice si biomedicale) si ih Documentul
M29-A4 CLSI.®

Cand lucrati cu substante chimice, purtati intotdeauna un halat de laborator adecvat, manusi de unica folosinta si ochelari de protectie.
Pentru mai multe informatii, consultati fisele cu date de securitate corespunzatoare (FDS).

Eliminati reactivii nefolositi si deseurile Tn conformitate cu reglementarile nationale, federale, regionale, statale si locale. Urmati
recomandarile din fisa cu date de securitate (FDS).

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0

Contine: acid boric. Pericol! Provoaca iritarea grava a ochilor. Poate dduna fertilitatii sau fatului. Procurati
instructiuni speciale inainte de utilizare. A nu se manipula decat dupa ce au fost citite si intelese toate masurile de
securitate. Purtati manusi de protectie/imbréciminte de protectie/ochelari de protectie/masci de protectie. IN
CAZ DE expunere sau de posibila expunere: Consultati medicul. Depozitati produsul sub cheie. Aruncati
continutul/recipientul la un centru omologat pentru eliminarea deseurilor.

Informatii in caz de urgentd
CHEMTREC
n afara SUA si Canada +1 703-527-3887

g DEPOZITAREA, MANIPULAREA S| STABILITATEA PRODUSULUI

1.

Bandeletele NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 sunt stabile in ambalajul primar pana la data de expirare mentionata pe eticheta aplicata
direct pe produs, dacd sunt depozitate la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 28 °C.

Odata incarcata, NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 poate ramane pe NeuMoDx System timp de 14 zile. Termenul de valabilitate ramas al
bandeletelor de testare incdrcate este urmarit de software si raportat utilizatorului in timp real. Eliminarea unei bandelete de testare care
a fost utilizata dupa perioada admisibila va fi solicitata de sistem.

Desi sunt neinfectioase, calibratoarele NeuMoDx EBV Calibrator si substantele de control externe NeuMoDx EBV External Control trebuie
aruncate dupa utilizare ca deseuri biopericuloase de laborator pentru a reduce riscul de contaminare.

RECOLTAREA, TRANSPORTUL Sl DEPOZITAREA ESANTIOANELOR

Manipulati toate esantioanele ca si cum ar fi capabile sd transmitd agenti infectiosi.
Nu congelati esantioanele de sange integral sau alte esantioane depozitate in eprubete primare.

2. Pentru pregatirea esantioanelor de plasma, sangele integral trebuie recoltat in eprubete sterile, utilizand EDTA drept anticoagulant. Urmati
instructiunile producdtorului eprubetelor de recoltare a esantioanelor.

3. Sangele integral recoltat in dispozitivele enumerate mai sus poate fi depozitat si/sau transportat timp de pana la 24 de ore la o temperaturd
cuprinsa intre 2 si 25 °C inainte de pregdtirea plasmei. Pregatirea plasmei trebuie realizatd in conformitate cu instructiunile producatorului.

4. Esantioanele pregatite de plasma pot ramane pe NeuMoDx System timp de pana la 8 ore Tnainte de procesare. Daca este necesar un timp
suplimentar de depozitare, se recomanda ca esantioanele sa fie refrigerate sau congelate.

5. Esantioanele pregdtite de plasma trebuie depozitate intre 2 si 8 °C timp de maxim 7 zile inainte de testare, si maxim 8 ore la temperatura camerei.
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6.

Esantioanele plasmatice pregatite pot fi depozitate la -20 °C timp de pana la 8 saptamani; probele plasmatice nu trebuie supuse la mai mult
de 2 cicluri de congelare/decongelare inainte de utilizare.

1. Dacad esantioanele sunt congelate, lasati-le sa se decongeleze complet la temperatura camerei (intre 15 °C si 30 °C); vortexati pentru
a genera o proba cu distributie uniforma. Probele trebuie sd ajunga la temperatura camerei inainte de testare.

2. Dupa decongelarea probelor congelate, testarea trebuie sa aiba loc in decurs de 8 ore.

Dacd esantioanele sunt expediate, acestea trebuie sa fie ambalate si etichetate in conformitate cu reglementarile nationale ale tarii respective
si/sau cu reglementarile internationale.

INSTRUCTIUNI DE UTILIZARE

Pregatirea testarii

1.

Aplicati eticheta cu cod de bare a esantionului pe o eprubeta pentru esantioane compatibild cu NeuMoDx System, conform descrierii de

mai jos.

Transferati o parte alicota de esantion in eprubeta pentru esantioane marcata cu cod de bare compatibila cu NeuMoDx System, in functie

de volumele definite mai jos:

Pentru esantioanele plasmatice:

. Suport de eprubete pentru esantioane (32 de eprubete): diametru cuprins intre 11 si 14 mm si inaltime cuprinsa intre 60 si 120 mm;
volumul minim de umplere > 750 pl

) Suport de eprubete pentru esantioane (24 de eprubete): diametru cuprins intre 14,5 si 18 mm si inadltime cuprinsa intre 60 si 120 mm;
volumul minim de umplere > 1100 pl

. Suport de eprubete cu volum redus pentru esantioane (32 de eprubete): Eprubetd de 1,5 ml cu fundul conic, pentru microcentrifuga;
volumul minim de umplere 2 650 pl

Utilizarea NeuMoDx System
Pentru instructiuni detaliate, consultati Manualul de operare NeuMoDx 288 si 96 Molecular System (Nr.P. 40600108 si 40600317)

1. Populati unul sau mai multe suporturi pentru bandelete de testare NeuMoDx System cu bandelete NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 si
utilizati ecranul tactil pentru incdrcarea suporturilor pentru bandelete de testare in NeuMoDx System.

2. Daca acest lucru vi se solicita din partea software-ului sistemului NeuMoDx System, addugati consumabilele necesare in suporturile de
consumabile NeuMoDx System si folositi ecranul tactul pentru incarcarea suporturilor in NeuMoDx System.

3. Daca acest lucru vi se solicitd din partea software-ului NeuMoDx System, inlocuiti NeuMoDx Wash Reagent si NeuMoDx Release Reagent,
goliti deseurile de amorsare, recipientul pentru deseuri biopericuloase (doar la NeuMoDx 288 Molecular System), cosul de gunoi pentru
aruncarea varfurilor (doar la NeuMoDx 96 Molecular System) sau cosul de gunoi pentru deseuri biopericuloase (doar la NeuMoDx 96
Molecular System), dupa caz.

4. Dacéd acest lucru vi se solicitd din partea software-ului sistemului NeuMoDx System, procesati Calibrators [REF 800501] si/sau External
Controls [REF 900502], dupd cum este necesar. Informatii suplimentare privind calibratoarele si substantele de control pot fi gasite in
sectiunea Procesarea rezultatelor.

5. Incircati eprubeta (eprubetele) pentru esantioane intr-un suport de eprubete pentru esantioane si asigurati-vd ca ati scos capacele si
posibilele tampoane din toate eprubetele.

6. Amplasati suportul de eprubete pentru esantioane pe raftul incarcatorului automat si utilizati ecranul tactil pentru incarcarea suportului
(suporturilor) in NeuMoDx System. Aceastd actiune va initia procesarea esantioanelor incarcate pentru testarile identificate, cu conditia ca
n sistem sa existe o comanda de testare valida.

LIMITARI

1. NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 poate fi utilizata doar pe sistemele NeuMoDx System.

2. Performanta NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 a fost stabilita pentru esantioanele plasmatice preparate din sange integral recoltat cu
EDTA pe post de anticoagulant. Nu a fost evaluata utilizarea NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 impreund cu alte surse, iar caracteristicile
de performanta sunt necunoscute pentru alte tipuri de esantioane.

3. Deoarece detectia EBV depinde in general de numarul de particule virale prezente in probd, rezultatele de incredere depind de recoltarea,
manipularea si depozitarea adecvate ale esantioanelor.

4. Rezultatele eronate pot apdrea din recoltarea, manipularea si depozitarea inadecvate ale esantioanelor, din erori tehnice sau din incurcarea
eprubetelor pentru esantioane. Tn plus, pot aparea rezultate fals negative din cauza cd numarul de particule virale din prob este sub limita
de detectie a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

5. Utilizarea sistemului NeuMoDx System se limiteaza la utilizarea de catre personalul instruit in utilizarea NeuMoDx System.

6. Daca tintele EBV si tinta SPC1 nu se amplifica, va fi raportat un rezultat nevalid (Indeterminate (Neconcludent) sau Unresolved (Nerezolvat)),
iar testarea trebuie repetata.

7. Daca survine o eroare de sistem inainte de finalizarea procesarii probelor, va fi raportat ,,No Result” (Niciun rezultat), iar testarea trebuie
repetata.
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10.
11.

12.

13.

n eventualitatea in care ADN-ul EBV detectat este mai mare decat ULoQ, NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 poate fi repetat cu o parte alicotd
diluatd a esantionului original. Se recomanda o diluare 1:100 sau 1:1000 in plasma negativa la EBV sau in Basematrix 53 Diluent (Basematrix,
SeraCare®, Milford, MA). Sistemul va calcula automat concentratia esantionului original, dupa cum urmeaza: Concentratia esantionului
original = log10 (factor de dilutie) + concentratia raportatd a probei diluate, atat timp cat factorul de dilutie a fost selectat in mod
corespunzator in software, inainte de repetare.

Prezenta inhibitorilor PCR in plasma poate duce la o eroare de cuantificare a sistemului; dacd se intamplad acest lucru, se recomanda
repetarea testarii cu acelasi esantion diluat in Basematrix la 1:10 sau 1:100.

Un rezultat pozitiv indica prezenta ADN-ului EBV.

Cu toate cd posibilitatea este scazutd, deletiile sau mutatiile din regiunile conservate vizate de NeuMoDx EBV Quant Assay pot afecta
detectia/si cuantificarea si pot duce la un rezultat eronat.

Rezultatele obtinute din NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 trebuie utilizate ca anexe la observatiile clinice si la alte informatii disponibile
medicului; testul nu este destinat diagnosticarii infectiei.

Bunele practici de laborator, inclusiv schimbarea manusilor intre manipularile esantioanelor pacientilor, se recomanda pentru evitarea
contaminarii.

PROCESAREA REZULTATELOR

Rezultatele disponibile pot fi vizualizate sau tiparite din fila ,Results” (,,Rezultate”) in fereastra Results (Rezultate) pe ecranul tactil al NeuMoDx
System. Rezultatele NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 sunt generate automat de software-ul sistemului NeuMoDx System utilizand algoritmul de
decizie si parametrii de procesare a rezultatelor specificati in fisierul de definitie a testului NeuMoDx EBV Quant Assay (EBV Quant ADF versiunea
4.0.0 sau o versiune ulterioara). Un rezultat NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 poate fi raportat ca Negative (Negativ), Positive (Pozitiv) cu o
concentratie de ADN EBV raportata, Indeterminate (Neconcludent), No Result (Niciun rezultat) sau Unresolved (Nerezolvat), in functie de stadiul
de amplificare al tintei si al substantei de control pentru procesarea probei. Rezultatele sunt raportate pe baza algoritmului de decizie ADF de
procesare a rezultatelor, sintetizate mai jos in Tabelul 1.

Tabelul 1: Interpretarea rezultatelor NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Substanta de control
pentru procesarea
probei (Sample Process
Control, SPC1)

Rezultat Tinte EBV

AMPLIFIED (AMPLIFICAT)
[2<Ct<28SIEPR>1,3SI EP > 1200]
SAU
[28 < Ct < 38 SI EP > 1200]

Positive (Pozitiv) N/A (Nu se aplica)

Positive (Pozitiv), mai mare decat
limita superioara de cuantificare
[Upper Limit of Quantitation, ULoQ]
(Log10 Ul/ml)

Positive (Pozitiv), mai mic decat
limita inferioara de cuantificare
[Lower Limit of Quantitation, LLoQ]
(Log10 Ul/ml)

[CONC] > 8,0 Log10 Ul/mL, NO QUANT

(FARA CUANTIFICARE) N/A (Nu se aplica)

[CONC] < 1,48 Log10 Ul/mL, NO QUANT

(FARA CUANTIFICARE) N/A (Nu se aplicd)

NOT AMPLIFIED (NEAMPLIFICAT)
N/A (Nu se aplica)

SAU AMPLIFIED (AMPLIFICAT)
< <
Negative (Negativ) [2<Ct<28Sl EPSRA_U1,3 SI EP > 1200] [29< git <35
[28 < Ct < 38 SI EP > 1200] EP 2 2000]
SAU
Ct>38

No Result (Niciun rezultat)*

Not Amplified (Neamplificat); System Error Detected (Eroare de sistem
detectatd); Sample Processing Aborted (Procesarea probelor
abandonata)

Indeterminate (Neconcludent)*

Not Amplified (Neamplificat); System Error Detected (Eroare de sistem
detectatd); Sample Processing Completed (Procesarea probelor

finalizata)

Unresolved (Nerezolvat)*

Not Amplified, No System Error Detected (Neamplificat, Nu s-au
observat erori de sistem)

EP = End Point Fluorescence (Fluorescenta cu punct final); EPR = End Point Fluorescence Ratio (Raportul fluorescentei cu punct final);

C:t = Cycling Threshold (Prag de ciclare);

Quant = cantitate calculatd de EBV prezent, exprimata in logio Ul/ml. Consultati sectiunea Calculul pentru testare de mai jos.
* Sistemul are capacitatea optionald Rerun/Repeat (Repetarea executiei/Repetare) pentru a permite reprocesarea automata in cazul unui
rezultat nevalid, pentru a reduce la minimum intarzierile in raportarea rezultatelor.
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Calculul pentru testare: Probe

1. Pentru probele aflate in intervalul liniar al NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, concentratia de ADN EBV din probe este calculatd utilizdnd curba
standard stocatad impreuna cu coeficientul de calibrare.
1. Un ,coeficient de calibrare” se calculeaza pe baza rezultatelor calibratoarelor NeuMoDx EBV Calibrator procesate, pentru a stabili

validitatea curbei standard, pentru fiecare lot de bandelete NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0, pe un anumit sistem NeuMoDx System.

2. Coeficientul de calibrare este incorporat automat de sistem in determinarea finald a concentratiei de ADN EBV.

2. Rezultatele NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 sunt raportate in Ul/ml si Log10 Ul/ml.

3. Cuantificarea rezultata a probelor necunoscute poate fi urmdritd in conformitate cu Primul standard international al OMS pentru virusul
Epstein-Barr pentru tehnicile de amplificare a acidului nucleic.

Calculul pentru testare: Calibratoare
Este necesard o calibrare validd, pe baza curbei standard, pentru a cuantifica ADN-ul EBV in esantioane. Pentru generarea unor rezultate valide,
trebuie efectuatd o calibrare a testarii, utilizand calibratoarele furnizate de NeuMoDx Molecular, Inc.

1. Calibratoarele NeuMoDx EBV Calibrator sunt furnizate intr-un kit [REF 800501] si contin tinta EBV neinfectioasa incapsulata, preparata in
Basematrix.

2. Cufiecare lot nou de bandelete NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 trebuie procesat cate un set de calibratoare EBV Calibrator, daca un fisier
de definitie a testului EBV nou este incdrcat in NeuMoDx System, daca setul curent de calibratoare a depasit perioada de validitate (setata in
prezent la 90 de zile) sau daca software-ul sistemului NeuMoDx System este modificat.

3. Software-ul sistemului NeuMoDx System va anunta utilizatorul cu privire la momentul in care trebuie procesate calibratoare; nu poate fi folosit
pentru testare un lot nou de bandelete de testare daca procesarea calibratoarelor nu a reusit.

4. Validitatea pentru calibrare se stabileste dupa cum urmeaza:

1. Unset de doud calibratoare — puternice si slabe — trebuie procesat pentru stabilirea validitatii.

2. Pentru generarea unor rezultate valide, cel putin 2 din cele 3 replicate trebuie sa ofere rezultate in parametrii predefiniti. Tinta nominala
cu calibrator slab este 3 Log10 Ul/ml, iar tinta nominala cu calibrator puternic este 5 Log10 Ul/ml.

3. Se calculeazd un coeficient de calibrare pentru a tine cont de variatia preconizata intre loturile de bandelete de testare; acest coeficient
de calibrare este utilizat pentru determinarea concentratiei finale de ADN EBV.

5. Dacd unul sau ambele calibratoare esueaza in verificarea validitatii, repetati procesarea calibratorului (calibratoarelor) esuat(e) utilizind un
flacon nou. Tn eventualitatea in care un calibrator esueaz in verificarea validitatii, este posibild doar repetarea calibratorului esuat, deoarece
sistemul nu impune ca utilizatorul sa execute din nou ambele calibratoare.

6. 1ncazulin care calibratorul (calibratoarele) esueazi in verificarea validititii a doua oara consecutiv, contactati departamentul Asistents tehnica
QIAGEN.

Rezultate nevalide

Dacad o analiza NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 efectuata pe NeuMoDx System nu produce un rezultat valid, acesta va fi raportat ca Indeterminate
(Neconcludent), No Result (Niciun rezultat) sau Unresolved (Nerezolvat); in functie de tipul erorii survenite, testarea trebuie repetata pentru
obtinerea unui rezultat valid.

Un rezultat Indeterminate (Neconcludent) va fi raportat dacé este detectatd o eroare NeuMoDx System in timpul procesarii probelor. Tn cazul in
care este raportat un rezultat Indeterminate (Neconcludent), se recomanda repetarea testarii.

Un rezultat No Result (Niciun rezultat) va fi raportat daci este detectatd o eroare NeuMoDx System si procesarea probelor este abandonats. Tn
cazul in care este raportat un rezultat No Result (Niciun rezultat), se recomanda repetarea testarii.

Un rezultat Unresolved (Nerezolvat) va fi raportat daca nu este detectatd nicio tinta si daca nu are loc nicio amplificare a substantei de control
pentru procesare probei, ceea ce indicd un posibil esec al reactivului sau prezenta inhibitorilor. in cazul in care este raportat un rezultat Unresolved
(Nerezolvat), se recomanda repetarea testarii, ca prim pas. Daca repetarea testdrii esueaza, poate fi folosit un esantion diluat pentru a atenua
efectul unei posibile inhibari (pentru instructiuni suplimentare, consultati sectiunea privind limitarile).

Consultati manualul de operare al NeuMoDx 288 Molecular System (Nr.P.: 40600108) sau manualul de operare al NeuMoDx 96 Molecular System
(Nr.P.: 40600317) pentru o listd a codurilor de eroare care pot fi asociate cu rezultatele nevalide.

Controlul calitatii

Reglementdrile locale specifica de obicei faptul ca laboratorul este responsabil pentru procedurile de control care monitorizeaza acuratetea si
precizia procesului analitic complet, si trebuie sa stabileasca numarul, tipul si frecventa testarii materialelor de control utilizand specificatii de
performanta verificate pentru un sistem de testare aprobat si nemodificat.

Substante de control externe

1. Substantele de control externe care contin tinta EBV neinfectioasa incapsulatd in Basematrix pentru substante de control pozitive sau
Basematrix pentru substante de control negative, sunt furnizate de QIAGEN intr-un kit care contine substantele de control externe NeuMoDx
EBV External Control [REF 900502].

2. Substantele de control externe pozitive si negative trebuie procesate o data la 24 de ore. Daca nu existd un set de substante de control externe valide,
software-ul NeuMoDx System va solicita utilizatorului procesarea acestor substante de control inainte sa poata fi raportate rezultatele probelor:

NeuMoDx EBV External Control Expected C.oncentra.tionv Sc.hemé .de culori a
(Concentratie preconizata) etichetei
NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) 1.5E4 Ul/ml (4,18 Log1, Ul/ml) Rosu
NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) 150 Ul/ml (2,18 Log1, Ul/ml) Gri
NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) N/A (Nu se aplica) Negru
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-RO_B
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3. La procesarea substantelor de control externe, amplasati substantele de control etichetate intr-un suport de eprubete pentru esantioane si
utilizati ecranul tactil pentru incarcarea suportului in NeuMoDx System din raftul incarcatorului automat. NeuMoDx System va recunoaste
codurile de bare si va incepe procesarea substantelor de control, dacd nu sunt disponibili/e reactivii sau consumabilele necesare pentru testare.

4. Validitatea acestor substante de control externe va fi evaluatd de NeuMoDx System in functie de rezultatele preconizate.

NeuMoDx EBV External Control Rezultat EBV Quant Rezultat SPC1
EBV POSITIVE (POZITIV LA EBV)
[Conc] 3,68 — 4,68 Log1o Ul/ml
EBV POSITIVE (POZITIV LA EBV)
[Conc] 1,58 — 2,78 Log1o Ul/ml

NeuMoDx EBV High Positive Control (C1IEBV) Pozitiv la SPC1

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) Pozitiv la SPC1

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) EBV NEGATIVE (NEGATIV LA EBV) Pozitiv la SPC1

5. Manipularea rezultatelor contradictorii pentru substantele de control externe trebuie facuta astfel:

1. Un rezultat pozitiv al testarii raportat pentru o proba cu substantd de control negativa poate indica contaminarea, iar procedurile de
control al calitatii ale laboratorului trebuie sa fie examinate pentru a identifica o cauza principald. Asigurati-va ca utilizati zone separate
pentru pregdtirea probelor, manipularea substantelor de control si configurarea RT-PCR. Consultati Manualul de operare NeuMoDx 288
sau 96 Molecular System pentru sfaturi suplimentare privind remedierea problemelor.

2. Unrezultat Negative (Negativ) raportat pentru o probd cu substantd de control pozitivd poate indica faptul ca exista o problema legata de
reactiv sau de instrument.

3. n oricare dintre situatiile de mai sus sau in cazul unui rezultat No Result (Niciun rezultat) (NR), Unresolverd (Nerezolvat) (UNR) sau
Indeterminate (Neconcludent) (IND), repetati procesul pentru substantele de control esuate cu flacoane proaspat decongelate pentru
substantele de control care eu esuat n testarea validitatii.

4. Daca substanta de control externa pozitivd continua sa raporteze un rezultat Negative (Negativ), contactati departamentul Asistenta
tehnicd QIAGEN.

5. Daca substanta de control externd negativd continud sa raporteze un rezultat Positive (Pozitiv), ncercati sa eliminati toate sursele de
posibila contaminare, inclusiv inlocuirea tuturor reactivilor, inainte de a contacta departamentul Asistentd tehnicd QIAGEN.

6. Dacd substantele de control externe nu ofera rezultatele asteptate, este necesar sd se repete un set de substante de control pozitive si
negative. Rezultatele probelor nu vor fi raportate daca substantele de control nu furnizeaza rezultatele asteptate.

7. NeuMoDx System este echipat cu functia automatd Rerun (Repetarea executiei)/Repeat (Repetare) pe care utilizatorul poate alege sd o
utilizeze pentru a se asigura ca un rezultat INVALID (NEVALID) este reprocesat automat pentru a reduce la minimum intarzierile in raportarea
rezultatelor.

Substante de control (interne) pentru procesarea probei

O substanta de control exogend pentru procesarea probei (Sample Process Control, SPC1) este incorporata in NeuMoDx Extraction Plate si sufera
intregul proces de extractie a acidului nucleic si amplificarea RT-PCR in timp real cu fiecare probd/substanta de control/calibrator. Solutiile de
amorsare si sonda specifice pentru SPC1 sunt incluse in fiecare bandeletda NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0. Aceasta SPC1 ii permite NeuMoDx
System sa monitorizeze eficacitatea proceselor de extractie ADN si amplificare RT-PCR.

CARACTERISTICI DE PERFORMANTA
SENSIBILITATE ANALITICA — limit3 de detectie

Sensibilitatea analiticd a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost caracterizata in doua etape secventiale: 1. Evaluarea limitei preliminare de detectie
(Limit of Detection, LoD) (analizd Probit) urmat3 de 2. Confirmarea limitei de detectie. In partea 1, esantioanele negative si o serie de dilutii au fost
testate in plasma umana testata prin screening negativa la EBV in conformitate cu Primul standard international al OMS, pentru a determina limita
de detectie preliminara pe sistemele NeuMoDx System. Limita de detectie preliminara a fost definita drept cel mai scdzut nivel tinta detectat la o
ratd de 95%, determinat prin analiza Probit. In partea 2, limita de detectie preliminara a fost confirmata prin testarea unui panel recoltat la nivelul
limitei de detectie. Ambele etape ale studiului au fost efectuate timp de peste 3 zile pe mai multe sisteme cu loturi multiple de reactivi NeuMoDx.
n partea 1, au fost procesate in total 144 de replicate la fiecare nivel de dilutie. Ratele de detectie sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2: Determinarea limitei de detectie preliminare a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

. . PLASMA
Concentratia Concentratie = A
L e Numar de Numar de -

tintei tinta [log1o testari B Rata de

ul/mi Ul/ml i
e /mi] valide pozitive L

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%
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S-a determinat ca limita de detectie a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 in plasma utilizand Primul standard international al OMS pentru EBV este de
29,3 Ul/ml (1,47 log1o Ul/ml), cu un interval de incredere (IT) 95% de 24,4 —37,1 Ul/ml (1,39 — 1,57 log1o Ul/ml) [Figura 1]. Aceast3 limitd de detectie
a fost confirmata ulterior prin analiza ratei de succes descrisa in Tabelul 3.

Limita de detectie NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (plasma)
1,2
Assay 2.0
1
0,8
w
[
=
= 0,6
)
%)
g 04
2] Adaptare sigmoidd
0,2 @ Date experimentale
Limita de detectie
0 *  calculats
-2 -1 0 1 2 3 4
Concentratie (Logio Ul/ml)

Figura 1: Analiza de tip Probit utilizata pentru determinarea limitei de detectie a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 in probele plasmatice

Tabelul 3: Confirmarea limitei de detectie a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

. L Numar de Numar de .
Sistem Concentratia Concentratie tinta testsri rezultate Rata de
tintei [Ul/ml] [log10 UI/ml] valide I detectie
N96 96 94 97,9%
N288 29,3 1,47 96 92 95,8%
Toate 192 186 96,9%

Limita de detectie pentru genotipul 2 (GT2) al EBV a fost confirmata ca fiind 29,3 Ul/ml [1,47 Log10 Ul/ml], determinata prin analiza ratei de succes.
Pe baza rezultatelor ambelor studii, LoD a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost determinata ca fiind de 29,3 Ul/ml [1,47 Log10 Ul/ml].

SENSIBILITATE ANALITICA — Limit3 inferioar3 de cuantificare (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)
LLoQ este definitd ca cel mai mic nivel al tintei la care se obtine o detectie > 95% Sl eroarea analitica totala (Total Analytical Error, TAE) < 1,0. Pentru
a determina LLoQ, eroarea analitica totald (Total Analytical Error, TAE) a fost calculatad pentru fiecare dintre nivelurile tintei EBV pentru care s-a
demonstrat cd raporteaza o detectie > 95% ca parte a calculului LoD. TAE este definitd dupa cum urmeaza:

TAE = abatere + 2*SD (Statistica Westgard)

Abaterea este valoarea absolutd a diferentei dintre media concentratiei calculate si a concentratiei preconizate. SD se refera la abaterea standard
a valorii cuantificate a probei.

Rezultatele compilate pentru cele 5 niveluri ale Primului standard international al OMS pentru esantioanele de plasma de EBV utilizate in studiul
LLoQ sunt prezentate in Tabelul 4. Pe baza acestui set de date si a limitei de detectie determinate anterior, s-a stabilit ca LLoQ este de 30,0 Ul/ml
(1,48 Log1o Ul/ml) si a fost confirmata ulterior pentru genotipul 2 (GT2) al EBV.

Tabelul 4: LLoQ NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, cu abaterea si TAE

i — Plasma
Conc. tinta Conc. tinta Conc. medie Rath de
[Ul/ml] [log1o Ul/ml] Tlogay Ul/mi] detectie SD Abatere TAE
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

Pe baza rezultatelor acestor studii, s-a determinat cd LoD a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost de 29,3 Ul/ml (1,47 logio Ul/ml) si ci LLoQ a
fost de 30,0 Ul/ml [1,48 log1o Ul/ml].
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Liniaritatea si determinarea limitei superioare de cuantificare (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Liniaritatea si limita superioara de cuantificare (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) ale NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 au fost stabilite in plasma,
prin pregdtirea unei serii de dilutie folosind Primul standard international al OMS pentru EBV, pe langa cele doud standarde secundare: tinta EBV
incapsulata NeuMoDx si cultura EBV ATCC (ATCC, Manassas, VA). Trasabilitatea in conformitate cu Primul standard international al OMS pentru
EBV a fost stabilita pentru toate standardele secundare inainte de testare. Un panel cu 10 elemente a fost pregatit in plasma comasata negativa la
EBV pentru a crea un panel care s3 se intinda pe un interval de concentratii de 1,48 — 8,0 Log1o Ul/ml. S-a determinat cd ULoQ a NeuMoDx EBV
Quant Assay 2.0 este 8,0 Logio Ul/ml. A fost pregdtit un panel de confirmare pentru a evalua liniaritatea curbei standard, iar concentratiile analizei
EBV raportate de sistemul NeuMoDx System in comparatie cu valorile preconizate sunt prezentate in Figura 2.

Reprezentare grafica a echivalentei plasmei EBV

— 100
£ 90 y =0,9948x + 0,2428 [
2 80 R2=0,9855 ‘
= 60 =
5 50 ._‘”_..-‘
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Z 30 ' '
Z 20 :
2 10
o
O 00
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Conc. preconizata (Logio Ul/ml)

Figura 2: Liniaritatea NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Liniaritatea genotipului 2 al EBV (GT2)

Liniaritatea analizei NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 la genotipul 2 al EBV (GT2) a fost caracterizatd prin testarea a 11 concentratii diferite de EBV
GT2, cu trasabilitate stabilita in conformitate cu Primul standard international al OMS pentru EBV, pregatite in plasma comasata negativa la EBV.
Studiul a fost efectuat prin testarea a 36 de replicate la 11 concentratii in 2 sisteme NeuMoDx si 3 loturi de bandelete de testare EBV Quant Test
Strip 2.0. Liniaritatea la nivelul genotipului 2 (GT2) al EBV este prezentatad in Tabelul 5 si Figura 3.

Tabelul 5: Liniaritatea NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pentru genotipul 2 al EBV

Ecuatia liniaritatii
Genotip y = cuantificare NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 R?
x = cuantificare preconizata
GT2 y =0,9965x —0,0982 0,9761

Reprezentarea grafica a echivalentei — Genotipul 2 (GT2)
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Figura 3: Liniaritatea NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pentru genotipul 2 al EBV

Specificitate analitica — Reactivitate incrucisata

Specificitatea analitica a fost demonstrata prin screeningul a 36 de organisme care pot fi intalnite in esantioane de sdnge/plasma, precum si a unor
specii asemdnatoare filogenetic cu EBV pentru reactivitate incrucisata. Organismele cu concentratie ridicatd au fost preparate in surse de 5-6
organisme. Organismele testate sunt prezentate in Tabelul 6. Nu s-a observat reactivitate incrucisata la niciunul dintre organismele testate,
confirmand o specificitate analiticd 100% pentru NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.
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Tabelul 6: Agenti patogeni utilizati pentru a demonstra specificitatea analitica

Organisme non-tinta

Poliomavirus BK Adenovirus tip 5 \{lrusul Herpes Simplex Clostr"ldlum Mycoplasma Streptoco.ccus
tip-1 perfringens pneumoniae pneumoniae
. . . . Virusul Herpes Simple! Enterococcus . . Streptococcus
Citomegalovirus Virusul hepatitei C .I usu pes simplex . Y Neisseria gonorrhoeae P Y
tip-2 faecalis pyogenes
Virusul herpetic . Virusul varicelo- . . Propionibacterium . .
. P Parvovirus B19 . Escherichia coli P Aspergillus niger
uman tip-6 zosterian acnes
Virusul herpetic Klebsiella Salmonella
) P Virusul JC HIV 1 . . . Candida albicans
uman tip-7 pneumoniae typhimurium
Virusul .herpetic Virus papiloma IV 2 Listeria Staphylococcus aureus Cryptococcus
uman tip-8 uman 16 monocytogenes neoformans
Virusul hepatitei B Virus papiloma oV 40 M}./cobacterlum Stqphylo.cqccus Chlamydla.
uman 18 avium epidermidis trachomatis

Specificitate analitica — Substante de interferenta, organisme comensale

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost evaluat pentru interferenta in prezenta organismelor non-tinta, utilizand aceleasi surse de organisme
pregatite pentru testarea reactivitatii incrucisate, enumerate in Tabelul 6. Plasma negativa la EBV a fost imbogatita cu organisme comasate in
grupuri de 4-7; aceste surse au fost imbogatite ulterior cu tintd EBV, la o concentratie de 90 Ul/ml [1,95 Logio Ul/ml]. Nu s-a observat nici o
interferenta semnificativa in prezenta acestor organisme, asa cum este indicat de abaterea minima de cuantificare fata de esantioanele de

substanta de control care nu au continut niciun agent de interferenta.

Specificitate analitica — Substante de interferenta, substante endogene si exogene
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost evaluat in prezenta substantelor de interferentd exogene si endogene tipice intalnite la esantioanele clinice
de plasma EBV. Acestea au inclus niveluri anormal de ridicate ale componentilor sanguini, precum si medicamentele antivirale si imunosupresoare
comune, clasificate in Tabelul 7. Fiecare substanta a fost adaugata in plasma umana testata prin screening negativa la EBV imbogatita cu EBV la 90
Ul/ml [1,95 Log1o Ul/ml] si probele au fost analizate pentru interferentd prin compararea concentratiei raportate cu substanta de control pozitiva.
in plus, a fost testatd plasma comuni stadiului bolii, asociata cu infectia cu EBV, pentru o posibild interferentd. Concentratia medie si abaterea
tuturor substantelor testate in comparatie cu probele de control imbogatite cu acelasi nivel de EBV sunt raportate in Tabelul 8. Niciuna dintre
substantele exogene si endogene nu a afectat specificitatea NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

Tabelul 7: Testarea interferentei — Agenti exogeni (clasificdri pentru medicamente)

NeuMoDx Molecular, Inc.

Sursa | Denumire medicament Clasificare Sursa | Denumire medicament Clasificare
Azatioprind Imunosupresor Trimetoprim Antibiotic
- Ciclosporina Imunosupresor < Vancomicina Antibiotic
g Foscarnet Antiviral (Herpesviridae) g Tacrolimus Imunosupresor
a Ganciclovir Antiviral (EBV) a Everolimus Imunosupresor
Valganciclovir clorhidrat Antiviral (EBV) Clavulanat de potasiu Antibiotic
Corticosteroid . Antagonist al receptorilor
Prednison . / Famotidind . & [ P
imunosupresor histaminici
': Cidofovir Antiviral (EBV) ' Sulfametoxazol Antibiotic
é Cefotetan Antibiotic (spectru larg) g Valaciclovir Antiviral (Herpesviridae)
Cefotaxima Antibiotic (spectru larg) a Letermovir Antiviral (EBV)
Fluconazol Antifungic Ticarcilina disodicd Antibiotic
Micofenolat mofetil Imunosupresor Leflunomida Imunosupresor
) Micofenolat sodic Imunosupresor
©
g Piperacilina Antibiotic
v Sirolimus/Rapamicina Imunosupresor
Tazobactam Antibiotic modificat
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Tabelul 8: Testarea interferentei — Agenti endogeni si exogeni

Conc. medie Abatere
Agenti endogeni + stadiul bolii

Log1o Ul/ml Logio Ul/ml
Hemoglobina 2,19 0,32
Trigliceride 1,90 0,02
Bilirubina 2,12 0,24
Albumind 1,95 0,07
Lupus eritematos sistemic (Systemic Lupus Erythematosus, 2,08 0,20
SLE)
Anticorp anti-nuclear (Antinuclear Antibody, ANA) 2,36 0,48
Artritda reumatoida (Rheumatoid Arthritis, RA) 1,89 0,01
Substanta de control pozitiva 1,88 Nu se aplica

Conc. medie Abatere
Exogen (medicamente)

Log1o Ul/ml Log1o Ul/ml
Sursa l:lAzatlloprmal‘, Ciclosporina, Foscarnet, Ganciclovir, 219 0,09
Valganciclovir clorhidrat
Sursa 2: Prednison, Cidofovir, Cefotetan, Cefotaxima, 211 0,01
Fluconazol
Sursa 3: Micofenolat mofetil, Micofenolat sodic, Piperacilina, 216 0.06
Sirolimus/Rapamicind, Tazobactam ’ !
Sursa 4: Tnmetoprlm, Vancomicina, Tacrolimus, Everolimus, 2,24 0,14
Clavulanat de potasiu
Sursa 5: Famotidina, Sulfametoxazol, Letermovir, Valaciclovir,

X S . 2,26 0,16

Ticarcillin disodic, Leflunomida
Substantd de control pozitiva 2,10 Nu se aplica

Precizia in laborator

Precizia NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost determinata prin testarea a 3 replicate ale unui panel de 6 membri din esantioane de EBV preparate
cu NeuMoDx EBV Positive Control si cultura EBV (ATCC, Manassas, VA) de doud ori pe zi, folosind doua sisteme NeuMoDx 288 System si doua
sisteme NeuMoDx 96 Sistem in decurs de 12 zile. Au fost caracterizate precizia in cadrul rularii, precizia din timpul zilei si precizia in sistem, iar
abaterea standard globald s-a determinat a fi < 0,18 Log1o0 Ul/ml. Precizia excelenta a fost demonstrata pe toate sistemele, in toate zilele si in toate
executiile, dupa cum se arata in Tabelul 9. Precizia la nivelul operatorilor nu a fost caracterizatd, deoarece operatorul nu joaca un rol semnificativ
n procesarea probelor utilizind NeuMoDx System.

Tabelul 9: Precizie in laborator — NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pe sisteme NeuMoDx System

Conc. tinta EBV Conc. medie EBV o . SD in SDin SD. "

[Log1o Ul/ml] [Log1o Ul/ml] SDiin sistem timpul zilei executie el
laborator)

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

Reproductibilitatea de la un lot la altul

Reproductibilitatea de la un lot la altul a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost determinatd prin evaluarea a 3 loturi de bandelete NeuMoDx EBV
Quant Test Strip 2.0 ca parte a studiului de precizie in laborator. Pentru evaluarea performantei a fost utilizat un panel de 6 membri cu plasma
pozitiva la EBV (Tabelul 10). Rezultatele generate intre loturi au fost analizate si au fost prezentate in Tabelul 10. Abaterea globald maxima a fost
de 0,29 Logio Ul/ml si SD globald maximad a fost de 0,18 Logio Ul/ml pentru bandeletele de testare NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strips 2.0.
Performanta echivalenta a fost demonstrata intre loturi, deoarece cuantificarea tuturor elementelor panelului s-a incadrat in specificatiile de
toleranta.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-RO_B
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Tabelul 10: Reproductibilitatea de la un lot la altul - NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, Test Strip

Lot 1 Lot 2 Lot 3
regz::z.até Conc. medie Log conc. | Abatere Conc. medie Log conc. | Abatere Conc. medie Log conc. | Abatere
(Il.aoglo ul/mi) (Log10 UI/ml) SD Abs (Log10 Ul/ml) SD Abs (Log10 Ul/ml) SD Abs
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

Eficacitatea substantei de control pentru procesarea probei

Substanta de control pentru procesarea probei (Sample Process Control, SPC1) este inclusa in NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 pentru a raporta
erorile din timpul etapelor de procesare sau inhibarea care afecteazd performanta analizei. Utilizand NeuMoDx CMV Quant Assay ca model,
eficacitatea SPC1 a fost testata pentru esantioanele de plasma, in conditii reprezentative pentru erorile critice din timpul etapei de procesare, care
ar putea aparea in timpul procesarii probelor, si care este posibil s nu fie detectate de senzorii de monitorizare a performantei NeuMoDx System.
Esantioanele pozitive la citomegalovirus (la 3 Log1o Ul/ml) si negative au fost provocate in urmatoarele conditii: prezenta inhibitorului, nicio solutie
de spalare furnizata si lipsa suflare spélare. Ineficientele in procesare, care au afectat negativ detectia/cuantificarea tintei virale, au fost reflectate
de performanta tintei SPC1, dupd cum se araté in Tabelul 11. Tn toate cazurile testate, s-a demonstrat ¢ substanta de control pentru procesarea
probei a monitorizat in mod adecvat ineficientele in procesare si prezenta inhibitorilor, sau ca ineficienta anticipata in procesare nu a avut un efect
negativ semnificativ asupra detectiei SPC1 sau a detectiei si cuantificarii tintei virale. Prin urmare, SPC1 a demonstrat succesul in monitorizarea
eficientd a performantei analizei pe NeuMoDx System.

Tabelul 11: Eficacitatea substantei de control pentru procesarea probei pentru ADN viral in plasma*

Eroare in timpul
etapelor
de procesare testata

Starea de amplificare a
substantei de control
pentru procesarea probei 1

Starea de amplificare
a tintei CMV

Rezultatul analizei

Presence of Inhibitor
(Prezenta inhibitorului)

Not Amplified
(Neamplificat)

Not Amplified
(Neamplificat)

Unresolved (Nerezolvat)

No Wash Delivered
(Niciun reactiv de spalare

Not Amplified
(Neamplificat)

Not Amplified
(Neamplificat)

Unresolved (Nerezolvat)

furnizat)

Positive (Pozitiv) cu cuantificarea in
0,3 Log1o Ul/ml din substanta de
control

No Wash Blowout (Lipsa

suflare spilare) Amplified (Amplificat)

Amplified (Amplificat)

*Citomegalovirusul (CMV) in esantioanele de plasma a fost utilizat ca sistem model pentru evaluarea eficacitatii substantei de control pentru
procesarea probei.

Contaminare incrucisata

Rata de contaminare incrucisata pentru esantioanele de plasma a fost determinata prin procesarea unor probe puternic pozitive si negative
alternante ale EBV. Au fost efectuate cinci seturi de astfel de testari cu tipar de tabld de sah, cu un total de 60 de replicate de plasma negativa la
EBV si 60 de replicate ale unui esantion plasmatic EBV imbogatit, la 6,0 Log10 Ul/ml, pe ambele sisteme NeuMoDx 288 si 96 Molecular System. Pe
ambele tipuri de sisteme, toate cele 120 de replicate ale esantionului negativ au fost raportate ca negative, ceea ce demonstreaza ca nu s-a produs
nicio contaminare incrucisata in timpul procesarii probelor plasmatice pe NeuMoDx System.

Echivalenta matricelor esantioanelor

Testarea a fost efectuata pentru a demonstra echivalenta dintre esantioanele de plasma proaspete si cele congelate, utilizand un virus din sange
similar, CMV, drept model. Esantioanele proaspete au fost pastrate la 4 °C pana cand au fost imbogatite cu trei niveluri de CMV si testate pentru
echivalenta. Probele au fost congelate timp de cel putin 24 ore la -20 °C. Dupa aceasta perioadd de depozitare in stare congelatd, esantioanele au
fost decongelate si retestate. Rezultatele obtinute din esantioanele de plasma proaspete si cele congelate au fost comparate pentru echivalenta
prin analiza de regresie. Datele au demonstrat o echivalenta excelenta intre esantioanele de plasma proaspete si congelate, cu o panta la 1,0 si
abatere (intersectie) foarte mica, asa cum este prezentat in Tabelul 12 de mai jos.

Tabelul 12: Echivalenta matricelor esantioanelor

Cerinta privind parametrii EDTA proaspat comparat cu congelat

Pant3 [0,9-1,1] 1,000
Intersectie < 0,5 Log1o Ul/ml 0,020
valoarea p > 0,05 0,631

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Caracterizarea performantei cantitative

Performanta cantitativa a NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 a fost caracterizatd prin procesarea a doud paneluri comerciale de verificare EBV de la
AcroMetrix si Exact Diagnostics (care pot fi urmarite in conformitate cu Primul standard international al OMS pentru EBV) pe sistemele NeuMoDx
Molecular System.

A fost obtinuta o corelare excelenta intre NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 si cele doua paneluri comerciale de verificare EBV (Figura 4) atunci cand
au fost analizate fie cu metoda de regresie Deming (Figura 4A), fie cu metoda Passing-Bablok (Figura 4B).

Analiza regresiei Deming Analiza regresiei Passing-Bablok

6T y =0,9904X-0,3133

y=1,004x - 0,332

(Log10 Ul/ml)
(Log10 Ul/ml)

Conc. EBV Cuantificata prin analiza NeuMoDx EBV Quant Assay v2
Conc. EBV Cuantificat3 prin analiza 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
Conc. EBV Cuantificate prin paneluri comerciale Conc. EBV Cuantificate prin paneluri comerciale
A (Log10 UI/ml) B (Log10 Ul/ml)

Figura 4. Reprezentarea grafica a echivalentei dintre panelurile de verificare AcroMetrix si Exact Diagnostics si NeuMoDx EBV Quant Assay.
A. Analiza regresiei liniare folosind metoda Deming. B. Analiza regresiei liniare folosind metoda Passing-Bablok.

Calitatea adaptarii prin regresie Deming este ilustrata de un coeficient global al pantei egal cu 0,990 si o intersectie (abatere) de -0,313,
demonstrand faptul ca rezultatele concentratiilor obtinute intre NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 si panelurile de verificare EBV sunt corelate cu o
abatere acceptabild. Adaptarea liniard Passing-Bablok sustine, de asemenea, importanta coreldrii dintre rezultatele obtinute de la NeuMoDx EBV
Quant Assay 2.0 si panelurile de verificare EBV cu un coeficient global al pantei de 1,004 si o intersectie (abatere) de -0,332. Valoarea p a analizei
Passing-Bablok a fost calculata ca fiind 0,988.

Tabelul 13: Sumarul analizei de regresie liniard Deming si Passing-Bablok

Analiza Deming

Analiza Passing-Bablok

Intersectie

Coeficientul pantei

Intersectie

Coeficientul pantei

-0,313
1195% (-0,620, -0,007)

0,990
1195% (0,928, 1,053)

-0,332
I195% (-0,548, -0,116)

1,004

1195% (0,950, 1,047)
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MARCI COMERCIALE

NeuMoDx™ este marca comerciala a NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuDry™ este marca comerciald a NeuMoDx Molecular, Inc.

Seracare® este marca comerciald a Seracare Life Sciences, Inc.

TagMan® este marca comerciala inregistrata a Roche Molecular Systems, Inc.

Toate celelalte nume de produse, marci comerciale si marci comerciale inregistrate care pot aparea in acest document sunt detinute de
proprietarii respectivi.

LEGENDA

Ronly  poar pe bazd de retets Contine suficient pentru <n> (de) testari

Producator Consultati instructiunile de utilizare

Dispozitiv medical pentru diagnosticare in vitro Atentie

Reprezentanta autorizata in Comunitatea Europeana Pericol pentru sanatate

Numar de catalog Marcaj CE
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Cod lot CONT Contine

Termen de valabilitate Contine material biologic de origine animala

Limita de temperatura Boric Acid Acid boric
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