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HUOMIO: Vain vietavaksi Yhdysvaltojen ulkopuolelle

In vitro -diagnostiseen kayttoon NeuMoDx 288 Molecular System- ja NeuMoDx 96 Molecular System
-jarjestelmien kanssa

EE Tuoteselosteen pdivitykset ovat osoitteessa www.giagen.com/neumodx-ifu

Lisdtietoja on NeuMoDx 288 Molecular System -jdrjestelmdn kdyttéoppaassa, tuotenumero 40600108
Lisdtietoja on NeuMoDx 96 Molecular System -jérjestelmdn kdyttéoppaassa, tuotenumero 40600317

KAYTTOTARKOITUS

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 on automaattinen nukleiinihappojen in vitro -monistustesti ihmisen Epstein-Barr-viruksen (EBV) DNA:n
kvantifiointiin immuunipuutteisilta siirrepotilailta saaduista EDTA-plasmanaytteista.

NeuMoDx 288 Molecular System- ja NeuMoDx 96 Molecular System -jarjestelmissa kaytettavda NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maaritys sisaltaa
automaattisen DNA:n eristamisen, jossa eristetadn kohdenukleiinihappoja naytteestd, seka reaaliaikaisen PCR:n, joka kohdistuu kahteen erittain
konservoituneeseen EBV-genomin alueeseen.

Madritys on tarkoitettu apuvalineeksi perifeerisen veren EBV:n DNA-tasojen seurannassa arvioitaessa hoidon virusvastetta. Tama madritys on
tarkoitettu kaytettavaksi kliinisen hoidon yhteydessa ja yhdessa muiden taudin etenemista kuvaavien laboratoriotestien kanssa EBV-infektion
kliinisessa hallinnan ja seurannan toteuttamiseksi.

Maaritysta ei ole tarkoitettu kaytettavaksi EBV:n DNA:n seulontatestind veresta tai verivalmisteista. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 on
tarkoitettu sellaisen koulutetun kliinisen laboratoriohenkiloston kdyttdon, joka on saanut ohjeita ja koulutusta reaaliaikaisista PCR -tekniikoista ja
in vitro -diagnostisista toimenpiteistd ja NeuMoDx Molecular System -jarjestelmista. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maaritysta ei ole tarkoitettu
itsetestaukseen tai vieritestaukseen.

YHTEENVETO JA SELITYKSET

Steriileihin EDTA:ta antikoagulanttina sisaltaviin verindyteputkiin otettua ihmisen kokoverta voidaan kadyttaa plasman valmistelemiseen. Testaus
aloitetaan asettamalla NeuMoDx System -jarjestelman kanssa yhteensopivassa nayteputkessa oleva plasma nayteputkitelineeseen ja lataamalla
se NeuMoDx System -jarjestelman ty6poydalle. Jokaista naytetta varten 550 pl plasman alikvoottia sekoitetaan NeuMoDx Lysis Buffer 1
-lyysauspuskurin kanssa. NeuMoDx System -jarjestelma suorittaa kaikki vaiheet automaattisesti: se eristaa kohdenukleiinihapon, tekee eristetyn
DNA:n valmistelut reaaliaikaisen PCR:n monistusvaihetta varten sekd monistaa ja tunnistaa monistamisen tuotteet, jos niitd on naytteessa
(kaksi erittdin konservoitunutta aluetta EBV-genomissa). NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maaritys sisdltad DNA-ndytteen prosessikontrollin
(Sample Process Control, SPC1), jolla valvotaan mahdollisia estavia aineita seka eristdmis- ja monistamisprosessien aikaisia NeuMoDx System
-jarjestelman ja reagenssien toimintahairioita.

EBV on yleinen ihmisen herpesvirusperheeseen kuuluva kaksijuosteinen DNA-virus, joka tarttuu kaikenikaisiin ihmisiin. Arviolta > 90 % ihmisista
maailmanlaajuisesti on saanut EBV-tartunnan. EBV levida ruumiinnesteiden, kuten syljen, veren, siemennesteen ja elinsiirtojen vélityksells.
Useat ihmiset saavat EBV-tartunnan lapsuudessa. Nama henkilot ovat yleensa oireettomia, vaikka heilla onkin EBV-tartunta. Immuniteetiltaan
vaarantuneille henkiléille voi kehittya vaikeampia oireita ja komplikaatioita EBV-infektiosta. Latentti EBV-infektio aiheuttaa suurimman vaaran
elinsiirron saaville potilaille. Elinsiirron jalkeisia lymfoproliferatiivisia hairigita (Post-Transplant Lymphoproliferative Disorders, PTLD) ovat EBV:n
aiheuttama kasvaimen muodostuminen B-soluissa EBV:n immuunikontrollin immunosuppressioaineiden vaikutuksen vuoksi, mika on erds
merkittavimmista sairastumis- ja kuolleisuussyista potilailla, joille tehdain jonkinlainen elinsiirto.?

EBV:n virustaakan seurantaa voidaan kayttda apuna EBV:hen liittyvan PTLD:n diagnosoinnissa ja hoidossa. Diagnoosi on kuitenkin tehtava
koepalasta. EBV:n virustaakan seurantaa voidaan myos kayttaa EBV:hen liittyvan PTLD:n hoitovasteen seurantaan. Hoito toteutetaan usein
rituksimabilla ja immunosuppressanttihoidon vihennyksell3.?

MENETELMAN TOIMINTAPERIAATE

NeuMoDx System -jarjestelmdssa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maaritys kayttda NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuskaa,

NeuMoDx EBV Calibrators -kalibraattoreita, NeuMoDx EBV External Controls -kontrolleja, NeuMoDx Lysis Buffer 1 -puskuria ja yleiskayttoisia
NeuMoDx-jarjestelméan reagensseja analyysin tekemiseen. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksessa yhdistyvat automaattinen DNA:n
eristys, monistus ja tunnistus reaaliaikaisella PCR:lld. Kokoverindytteet otetaan EDTA-putkiin plasman valmistelua varten. NeuMoDx System
-jarjestelman kanssa yhteensopivassa ndyteputkessa oleva plasmandyte asetetaan nayteputkitelineeseen, joka ladataan sitten NeuMoDx System
-jarjestelman tyopoydalle kasittelya varten. Muita kayttdjan toimia ei tarvita.

NeuMoDx System -jarjestelmat kayttavat lammon, hajottavan entsyymin ja eristysreagenssien yhdistelmaa solujen automaattisessa hajotuksessa,
DNA:n eristamisessd ja estdjien poistamisessa. Magneettiset mikropallot tarttuvat vapautuneisiin nukleiinihappoihin. Mikropallot ja niihin sitoutuneet
nukleiinihapot siirretddan NeuMoDx Cartridge -kasettiin, jossa sitoutumattomat, muut kuin DNA:n osat pestdan pois NeuMoDx Wash Reagent
-pesureagenssilla ja sitoutunut DNA eluoidaan NeuMoDx Release Reagent -irrotusreagenssilla. Eluoidun DNA:n avulla NeuMoDx System -jarjestelmat
rehydroivat erityisid NeuDry™-monistusreagensseja, jotka sisaltavat kaikki EBV-spesifisen kohteen PCR-monistamiseen tarvittavat osat seka SPC1:n.
Kun NeuDry-PCR-reagenssit on valmisteltu, NeuMoDx System -jarjestelma annostelee PCR-ajoa varten valmiin seoksen NeuMoDx Cartridge -kasettiin.
Kontrolli- ja kohde-DNA-sekvenssit (jos niitd on) monistetaan ja tunnistetaan NeuMoDx Cartridge -kasetin PCR-kammiossa. Reaaliaikaisen PCR:n
jalkeen amplikoni pysyy NeuMoDx Cartridge -kasetissa, mika kdytanndssa poistaa monistamisen jdlkeisen kontaminaatioriskin.
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NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -madritys kohdistuu kahteen erittdin konservoituvaan alueeseen, BALF5:een ja BXFL1:een, EBV-genomissa.
Kaksoiskohdemalli vahentaa virheellisten negatiivisten tulosten vaaraa yhden kohdealueen mutaatiotapauksissa, mikd parantaa maarityksen
luotettavuutta. Monistetut kohteet tunnistetaan reaaliaikaisesti hydrolyysikoettimien avulla eli TagMan®-tekniikalla, jossa kaytetaan
amplikonikohtaisia fluoresoivia oligonukleotidikoettimen molekyyleja.

TagMan-koettimet koostuvat fluoresoivasta aineesta, joka on kovalenttisesti kiinnittynyt oligonukleotidikoettimen 5’-paahan, ja 3’-paassa
olevasta sammuttajasta. Koettimen ollessa ehja fluoresoivan aineen ja sammuttajamolekyylin Idheisyys tukahduttaa fluoresoivan aineen
lahettaman fluoresenssin Forster-tyyppisella energiansiirrolla (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

TagMan-koettimet on suunniteltu kiinnittymaan tietyn alukejoukon monistamalle DNA:n alueelle. Kun Tag DNA -polymeraasi pidentaa
aluketta ja syntetisoi uuden juosteen, Tag DNA -polymeraasin 5'-3’-eksonukleaasiaktiivisuus hajottaa malliin kiinnittyneen koettimen.
Koettimen hajoaminen vapauttaa fluoresoivan aineen ja koetin ja sammuttaja erkanevat toisistaan, jolloin FRET:n tukahduttamisvaikutus
estyy ja fluoresoivan aineen fluoresenssin tunnistus voi kasvaa. Havaittu fluoresenssisignaali on suoraan verrannollinen vapautuneeseen
fluoresoivaan aineeseen ja voi korreloida kohde-DNA:n maaran kanssa.

Fluoresoivalla aineella leimattu TagMan-koetin (herate: 490 nm ja emissio: 521 nm) 5’-padssa ja pimed sammuttaja 3’-paassd auttavat
havaitsemaan kummankin EBV:n DNA-kohteen. TagMan-koetin on leimattu vaihtoehtoisella fluoresoivalla vérilla SPC1-prosessikontrollin
tunnistusta varten (herdte: 535 nm ja emissio: 556 nm) 5’-padssa ja pimed sammuttaja 3’-paassa. NeuMoDx System -jarjestelman ohjelmisto
valvoo TagMan-koettimien ldhettamaa fluoresenssisignaalia jokaisen monistamissyklin lopussa. Monistumisen paatyttyda NeuMoDx System
-jarjestelmén ohjelmisto analysoi tiedot ja laatii raportin tuloksista (POSITIVE [Positiivinen] / NEGATIVE [Negatiivinen] / INDETERMINATE
[M&érittdmatoén] / NO RESULT [Ei tulosta] / UNRESOLVED [Ratkaisematon]). Jos tulos on POSITIVE (Positiivinen), NeuMoDx System -jarjestelman
ohjelmisto antaa my0s ndytteeseen tai raportteihin liittyvan kvantitatiivisen arvon, jos laskettu pitoisuus on lineaarisen alueen ulkopuolella.

W REAGENSSIT/TARVIKKEET

Toimitetut materiaalit

REF Siséltdé Yksikot pakkauksessa | Testejad/yksikkd | Testejid/pakkaus
NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0

201501 Kuivatut RT-PCR-reagenssit, jotka sisdltdvdt EBV- ja SPC1-spesifisen 6 16 96
TagMan-koettimen ja alukkeet.

Tarvittavat materiaalit, jotka eiviit sisélly toimitukseen (saatavilla erikseen QIAGEN-yhtiéltd)

REF Sisalto
NeuMoDx EBV Calibrators
800501 Kertakdyttdiset EBV korkean ja matalan kalibraattorin sarjat standardikéyrdn validiteetin médrittdmiseen

(1 pullo jokaiselle kontrollille = 1 sarja)

NeuMoDx EBV External Controls
900502 Kertakdyttdiset heikosti EBV-positiiviset, erittdin -positiiviset ja -negatiiviset kontrollisetit NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0
-mddrityksen pdivittdisen validiteetin mddrittdmiseen (1 pullo kutakin kontrollia = 1 setti)

NeuMoDx Extraction Plate

100200 . . . . L . . .
Kuivatut paramagneettiset hiukkaset, hajottava entsyymi ja ndytteiden prosessikontrollit

400500 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Hamilton® CO-RE- / CO-RE Il -kérjet (300 pl), joissa suodatin

235905 Hamilton CO-RE- / CO-RE Il -kérjet (1000 pl), joissa suodatin

Tarvittavat laitteet
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] tai NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]
NeuMoDx System Software -ohjelmiston versio 1.9.2.6 tai uudempi
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& ® VAROITUKSET JA VAROTOIMET

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuska on tarkoitettu in vitro -diagnostiikkaan vain NeuMoDx System -jarjestelmilla.

Ala kayta reagensseja tai tarvikkeita viimeisen kayttopaivamaaran jalkeen.

Reagensseja ei saa kdyttaa, jos suojatiiviste on rikki tai pakkaus on vahingoittunut vastaanotettaessa.

Al3 kayta tarvikkeita ja reagensseja, jos suojapussi on avautunut tai rikki vastaanotettaessa.

Validin testikalibroinnin (jonka generoi NeuMoDx EBV Calibrator -sarjan korkean ja matalan kalibraattorin [REF 800501] kasittely)
taytyy olla kdytettavissa, ennen kuin kliinisista naytteista voidaan saada testituloksia.

NeuMoDx EBV External Controls -kontrollit [REF 900502] on kasiteltdva aina 24 tunnin valein testaamalla ne NeuMoDx EBV Quant
Assay 2.0 -maarityksilla.

EDTA-plasman toissijaisten alikvoottien naytteen vahimmaismaara kuvataan yksityiskohtaisesti alla Testin valmistelu -kohdassa.
Maaritettyd minimia pienempi maara voi aiheuttaa virheen Quantity Not Sufficient (Maara ei riita).

Vaarissa lampdtiloissa tai lilan pitkdan sailytettyjen naytteiden kaytto voi aiheuttaa epakelvollisia tai virheellisia tuloksia.

Vilta kaikkien reagenssien ja tarvikkeiden mikrobi- ja deoksiribonukleaasi (DNaasi) -kontaminaatiota. Steriilien, DNaasittomien
kertakayttosiirtopipettien kayttd on suositeltavaa kdytettdessa toissijaisia putkia. Kayta jokaiselle ndytteelle uutta pipettia.

Vilta kontaminaatio: 413 kasittele dl3ka irrota NeuMoDx Cartridge -kasettia monistamisen jalkeen. Al4 missdén tapauksessa ota
NeuMoDx Cartridge -kasetteja biovaarallisen jatteen s&iliostd (NeuMoDx 288 Molecular System -jarjestelmassa) tai biovaarallisen
jatteen astiasta (NeuMoDx 96 Molecular System -jarjestelmassd). NeuMoDx Cartridge -kasetti on suunniteltu estamaan
kontaminaatiota.

Kun laboratoriossa tehdaan PCR-testeja myos avoimella putkella, on varottava, etteivdat NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0
-testiliuska, muut testissa tarvittavat tarvikkeet ja reagenssit, suojavarusteet, kuten kasineet ja laboratoriotakit, ja NeuMoDx
System -jdrjestelma kontaminoidu.

NeuMoDx:n reagensseja ja tarvikkeita kasiteltdessa on kaytettava puhtaita, puuterittomia nitriilikdsineita. Varo, ettet kosketa
NeuMoDx Cartridge -kasetin ylapintaa tai NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuskan tai NeuMoDx Extraction Plate
-eristyslevyn foliotiivistepintaa tai NeuMoDx Lysis Buffer -lyysauspuskurin sdilion ylapintaa. Tarvikkeita ja reagensseja
kasiteltdessa saa koskea vain niiden sivupintoihin.

Jokaiselle reagenssille on (soveltuvasti) saatavissa kadyttoturvallisuustiedote (Safety Data Sheet, SDS) osoitteesta
www.giagen.com/neumodx-ifu.

Pese kadet huolellisesti testin jalkeen.

Al3 pipetoi suun avulla. Ald tupakoi, syé tai juo tiloissa, joissa kisitellddn niytteits tai reagensseja.

Kasittele ndytteitd aina kuten tartuntavaarallisia ndytteita ja noudata laboratorion turvaohjeita: Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories* ja CLS| Document M29-A4.°

Kun tyéskentelet kemikaalien parissa, kdyta aina soveltuvaa laboratoriotakkia, kertakayttoisia kasineitd ja suojalaseja. Lisatietoja saat
asianmukaisista kayttéturvallisuustiedotteista (Safety Data Sheet, SDS).

Havita kayttamattomat reagenssit ja jate paikallisten, alueellisten ja kansallisten sdddosten mukaisesti. Noudata kayttoturvallisuustiedotteen
(Safety Data Sheet, SDS) suosituksia.

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0

Sisaltaa: boric acid. Vaara! Arsyttda voimakkaasti silmia. Saattaa heikentda hedelmallisyytta tai vaurioittaa
sikidta. Lue erityisohjeet ennen kdyttoa. Lue varoitukset huolellisesti ennen kasittelya. Kayta suojakasineita/
suojavaatetusta/ silmiensuojainta/ kasvonsuojainta. Altistumisen tapahduttua tai jos epailldan altistumista:
Hakeudu ld4kériin. Varastoi lukitussa tilassa. Havit4 sisaltd/pakkaus hyviksytyssa jatteenkisittelylaitoksessa.

Tiedot hdtdtilanteita varten
CHEMTREC
Yhdysvaltojen ja Kanadan ulkopuolella +1 703-527-3887

g TUOTTEEN SAILYTYS, KASITTELY JA STABIILIUS

1. NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 -testiliuskat ovat stabiileja sisdpakkauksessa tuotteen etiketissa ilmoitettuun viimeiseen
kayttopaivaan asti, kun niita sailytetdan 15-28 °C:n lampétilassa.

2. Kun NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 on asetettu, se voi olla NeuMoDx System -jdrjestelman sisalla 14 vuorokautta. Ohjelmisto seuraa
jarjestelmaan asetettujen testiliuskojen jaljelld olevaa kdyttoikaa ja ilmoittaa sen kayttdjalle reaaliaikaisesti. Jarjestelma kehottaa
vaihtamaan testiliuskan, joka on ollut kdytossa sallittua pidemman ajan.

3. Vaikka NeuMoDx EBV Calibrator -kalibraatorit ja NeuMoDx EBV External Control -kontrollit eivat ole tartuntavaarallisia, ne pitda havittaa
kayton jalkeen laboratorion biovaarallisen jatteen mukana kuten biovaarallinen laboratoriojate, jotta kontaminaatioriskid voidaan
pienentaa.
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NAYTTEIDEN KERUU, KULJETUS JA SAILYTYS
Kdsittele kaikkia ndytteitd kuin ne pystyisivdt siirtdmddn eteenpdin tarttuvia taudinaiheuttajia.
Al3 pakasta kokoverta tai ensisijaisissa putkissa olevia niytteita.

2. Plasmanaytteiden valmistelua varten kokoveri on otettava steriileihin putkiin, joissa kdytetdan EDTA:ta antikoagulanttina. Noudata
naytteenottoputken valmistajan ohjeita.

3. Edelld mainituilla laitteilla otetut kokoverindytteet voidaan sailyttda ja/tai kuljettaa 24 tunnin ajan 2—25 °C:ssa ennen plasman valmistelua.
Plasman valmistelu on tehtdva valmistajan ohjeiden mukaisesti.

4. Valmisteltuja plasmanaytteitd voidaan sailyttdda NeuMoDx System -jarjestelmdssa enintddn 8 tuntia ennen kasittelya. Jos tarvitaan
pidempi sailytysaika, on suositeltavaa asettaa naytteet joko jadkaappiin tai pakastimeen.

5. Valmisteltuja plasmanaytteita saa sailyttaa 2—-8 °C:n lampétilassa enintdan 7 vuorokautta ennen testausta ja enintdan 8 tuntia
huoneenldmmaossa.

6. Valmisteltuja plasmandytteitd voidaan sailyttaa —20 °C:ssa enintaan 8 viikkoa. Plasmanéytteita ei saa pakastaa/sulattaa enempaa kuin
kaksi kertaa ennen kayttoa.

1. Jos ndytteet on pakastettu, niiden on annettava sulaa kokonaan huoneenlammassa (15-30 °C). Kdyta ndytteitd vortex-laitteessa,
jotta ne jakautuvat tasaisesti. Naytteiden pitaa olla huoneenlampdisia ennen testausta.

2. Kun pakastetut naytteet on sulatettu, testaus on tehtdva 8 tunnin sisalla.
7. Jos naytteitd kuljetetaan, ne on pakattava ja merkittdva sovellettavien maakohtaisten ja/tai kansainvalisten saddosten mukaisesti.

KAYTTOOHJEET

Testin valmistelut
1. Kiinnitd ndytteen viivakoodietiketti NeuMoDx System -jarjestelman kanssa yhteensopivaan nayteputkeen, kuten alla on ohjeistettu.
2. Siirrd naytealikvootti viivakooditarralla varustettuun NeuMoDx System -jarjestelman kanssa yhteensopivaan nayteputkeen.
Vahimmaistayttomaarat on esitetty alla:
3. Plasmandytteet:
) Nayteputkiteline (32 putken): 11-14 mm halkaisijaltaan ja 60-120 mm korkeudeltaan; vahimmadistayttomaara = 750 pl
. Nayteputkiteline (24 putken): 14,5-18 mm halkaisijaltaan ja 60-120 mm korkeudeltaan; vdhimmaistayttomaara = 1100 pl
. Pienen méaaran ndyteputkien teline (32 putken): 1,5 ml:n kartiomikrosentrifugiputki; vahimmaistayttomaara = 650 pl

NeuMoDx System -jdrjestelman kayttd
Lisdtietoja on NeuMoDx 288/96 Molecular System -jdrjestelmdn kdyttéoppaassa (osanumerot 40600108 ja 40600317)

1. Aseta vahintdan yhteen NeuMoDx System Test Strip -testiliuskatelineeseen NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuskoja ja lisaa
testiliuskatelineet NeuMoDx System -jarjestelmaan kosketusnayton avulla.

2. Jos NeuMoDx System -jdrjestelman ohjelma pyytaa liséamaan tarvikkeita, lisda tarvittavat tarvikkeet NeuMoDx System -jarjestelman
tarviketelineisiin ja lisda telineet NeuMoDx System -jarjestelmaan kosketusnayton avulla.

3. Jos NeuMoDx System -jarjestelman ohjelmisto niin kehottaa, vaihda NeuMoDx Wash Reagent -pesureagenssi, NeuMoDx Release Reagent
-irrotusreagenssi, tyhjenna esitdyton jate, biovaarallisen jatteen sdilio (vain NeuMoDx 288 Molecular System), karkien jateastia (vain
NeuMoDx 96 Molecular System) tai biovaarallisen jatteen astia (vain NeuMoDx 96 Molecular System) kehotteen mukaan.

4. Jos NeuMoDx System -jarjestelman ohjelmisto niin kehottaa, kasittele Calibrators [REF 800501] ja/tai External Controls [REF 900502]
tarpeen mukaan. Lisatietoa kalibraattoreista ja kontrolleista on Tulosten kdsitteleminen -osassa.

5. Aseta nayteputket ndyteputkitelineeseen ja varmista, ettd kaikkien nayteputkien korkit ja naytetikut on poistettu.

6. Aseta ndyteputkiteline automaattilataimen hyllylle ja lisda teline NeuMoDx System -jarjestelmaan kosketusndyton avulla. Tama kdynnistaa
lisattyjen ndytteiden kasittelyn maaritetyissa testeissa, kunhan jarjestelmassa on voimassa oleva testitilaus.

RAJOITUKSET
1. NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuskaa voidaan kayttaa vain NeuMoDx System -jarjestelmissa.
2. NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuskan suorituskyky on maaritetty kokoveresta valmistettujen, EDTAa antikoagulanttina

kayttdvien plasmandytteiden osalta. NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuskan kdytt6d muiden Iahteiden kanssa ei ole arvioitu eikd
niiden suorituskykyominaisuuksia muilla ndytetyypeilld tunneta.

3. Koska naytteessa olevien viruspartikkelien maara vaikuttaa yleensa EBV:n tunnistamiseen, ndytteiden oikeanlainen kerdaminen, kasittely
ja sailytys vaikuttavat tulosten luotettavuuteen.

4. Naytteiden virheellinen keraaminen, kasittely, sdilytys, tekninen virhe tai ndyteputkien sekaantuminen voivat aiheuttaa virheellisia
testituloksia. Vaaria virheellisia testituloksia voidaan saada myds silloin, kun ndytteessa olevien virushiukkasten maara on
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen tunnistusrajan alapuolella.

5. NeuMoDx System -jarjestelmaa saa kayttda ainoastaan NeuMoDx System -jarjestelman kayttokoulutusta saanut henkilosto.

6. Jos seka EBV-kohteet etta SPC1-kohde eivdt monistu, jarjestelma raportoi epakelvollisen tuloksen (Indeterminate [Epdselvad] tai
Unresolved [Ratkaisematon]), ja testi on toistettava.
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10.

11.

12.

13.

Mikali tapahtuu jarjestelmavirhe ennen naytteen kasittelyn paattymista, laite ilmoittaa No Result (Ei tulosta), ja testi on toistettava.

Mikali EBV:n DNA:ta havaitaan yli ULoQ-rajan, NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -mdaritys voidaan toistaa laimennetulla alkuperaisella
naytealikvootilla. Laimennus EBV-negatiivisella plasmalla tai Basematrix 53 Diluent (Basematrix, SeraCare®, Milford, MA) -liuoksella
suhteessa 1:100 tai 1:1000 on suositeltavaa. Jarjestelma laskee automaattisesti alkuperdisen ndytteen pitoisuuden seuraavasti:
Alkuperdisen ndytteen pitoisuus = log10 (laimennuskerroin) + laimennetun naytteen ilmoitettu pitoisuus, kunhan laimennuskerroin
on valittu oikein ohjelmistosta ennen toistamista.

PCR-estajien esiintyminen plasmassa voi aiheuttaa jarjestelmassa kvantitointivirheen. Jos nain kdy, on suositeltavaa toistaa testi samalla
naytteelld, joka on laimennettu Basematrix-aineella 1:10 tai 1:100.

Positiivinen tulos osoittaa EBV:n DNA:n ldsndoloa.

Vaikka todennakoisyys onkin pieni, deleetiot ja mutaatiot NeuMoDx EBV Quant Assay -maarityksen kohteena olevilla konservoituneilla
alueilla voivat vaikuttaa havaitsemiseen ja/tai kvantifiointiin ja johtaa virheelliseen tulokseen.

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen tuloksia tulisi kayttaa kliinisten havaintojen ja muiden ladkarin kaytettavissa olevien tietojen
ohella. Testia ei ole tarkoitettu infektion diagnosointiin.

Kontaminoitumisen valttaminen edellyttda hyvan laboratoriokdytannon noudattamista, kuten kasineiden kayttamista aina potilaiden
naytteita kadsiteltdessa.

TULOSTEN KASITTELEMINEN

Tuloksia voidaan katsella ja tulostaa NeuMoDx System -jarjestelman kosketusnaytosta, Results (Tulokset) -ikkunan Results (Tulokset) -vélilehdesta.
NeuMoDx System -jdrjestelmdan ohjelma generoi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -mdadrityksen tulokset automaattisesti kayttamalld
ratkaisualgoritmia ja NeuMoDx EBV Quant -mdaritystiedoston (EBV Quant -ADF-versio 4.0.0 tai uudempi) sisdltdmia kasittelyparametreja.
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen tulos voi olla Negative (Negatiivinen), Positive (Positiivinen) ja ilmoitettu EBV:n DNA:n pitoisuus,
Indeterminate (Epdselva), No Result (Ei tulosta) tai Unresolved (Ratkaisematon) kohteen monistustilan ja ndytteen kasittelykontrollin perusteella.
Tulokset raportoidaan ADF-tulostenkadsittelyn ratkaisualgoritmin perusteella ja niista on yhteenveto taulukossa 1.

Taulukko 1: NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen tulosten tulkinta

Naytteen
Tulos EBV-kohteet prosessikontrolli (Sample
Process Control, SPC1)
AMPLIFIED (Monistettu)
[2<Ct<28 AND (JA) EPR > 1.3 AND (JA)
Positive (Positiivinen) EP > 1200] Ei oleellinen
OR (TAIl)
[28 < Ct < 38 AND (JA) EP > 1200]
Positive (Positiivinen), yli kvantitoinnin
yldrajan [Upper Limit of Quantitation, [CONI\(I:(]Z)(ZILTJXI\TTS(ISI L;\f:'?‘_:_;”ml’ Ei oleellinen
ULoQ] (Log10 IU/mlI)
Positive (Positiivinen), alle kvantitoinnin
alarajan [Lower Limit of Quantitation, [CONC] (PIT.) < 1,48 Log10 IU/m, Ei oleellinen

LLoQ] (Log10 IU/ml) NO QUANT (EI KVANT)

NOT AMPLIFIED (Ei monistettu)

Ei oleellinen
OR (TAI) .
[2<Ct<28 AND (JA) EPR< 1,3 AND (Jo) | AMPLIFIED (Monistettu)
. . [29<Ct<35
Negative (Negatiivinen) EP > 1200] R
and (ja)
OR (TAI) EP > 2000]
[28 < Ct <38 AND (JA) EP > 1200] -
OR (TAI)
Ct>38

Not Amplified; System Error Detected; Sample Processing Aborted

(Ei monistettu, jarjestelmavirhe havaittu, ndytteen kasittely keskeytetty)
Not Amplified; System Error Detected; Sample Processing Completed
(Ei monistettu, jarjestelmavirhe havaittu, ndyte kasitelty)
Not Amplified, No System Error Detected
(Ei monistu / Ei jarjestelmavirhettd)

EP = End Point Fluorescence (Paatepisteen fluoresenssi); EPR = End Point Fluorescence Ratio (Pdatepisteen fluoresenssisuhde);
Ct = Cycle threshold (Syklin kynnysarvo);
Quant (Kvantitatiivinen)= laskennallinen maara EBV:t4, ilmoitetaan yksikdssa logio IU/ml. Katso seuraava Testilaskenta-kohta.
* Jarjestelma mahdollistaa valinnaisen uusinta-ajo-/toistotoiminnon, jotta automaattinen uudelleenkasittely on mahdollista epakelvollisen
tuloksen sattuessa ja tuloksen raportoinnin viiveet saadaan minimoitua.

No Result* (Ei tulosta)

Indeterminate* (Epdselva)

Unresolved* (Ratkaisematon)
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Testilaskenta: ndytteet
1. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen lineaarisella alueella olevien nédytteiden EBV DNA -pitoisuus lasketaan kayttamalla
tallennettua standardikayraa ja kalibrointikerrointa.
1. My6s kalibrointikerroin lasketaan kasiteltyjen NeuMoDx EBV Calibrator -kalibraattoreiden tulosten perusteella, jotta
voidaan maarittda standardikdyran validiteetti kunkin NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 -testiliuskaerdn osalta tietyssa
NeuMoDx System -jarjestelmassa.

2. Kalibrointikerroin sisadltyy automaattisesti EBV DNA:n pitoisuuden lopulliseen maaritykseen.
2. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen tulokset ilmoitetaan arvoina iu/ml ja Log10 IU/ml.
3. Tuntemattomien nadytteiden saatu kvantitointi on jaljitettavissa WHO:n (Maailman terveysjarjeston) 1. kansainvaliseen Epstein-Barr-

viruksen nukleiinihappojen monistustekniikoita koskevaan standardiin.

Testilaskenta: kalibraattorit
Standardikayraan perustuva validi kalibrointi on tarpeen naytteiden EBV DNA:n kvantitoinnissa. Hyvadksyttavien tulosten saaminen edellyttaa
testikalibroinnin tekemista NeuMoDx Molecular, Inc. -yhtion toimittamien kalibraattoreiden avulla.

1. NeuMoDx EBV Calibrator -kalibraattorit toimitetaan sarjana [REF 800501], ja ne sisaltavat ei-tarttuvia kapseloituja EBV-kohteita
valmisteltuna Basematrixissa.
2. EBV-kalibraattorisetti on kasiteltava kunkin uuden NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 -testiliuskaeran yhteydessa tai jos uusi

EBV-madritystiedosto ladataan NeuMoDx System -jarjestelmadn tai jos nykyinen kalibraattorisetti on validiteettiajan (parhaillaan
maaritetty 90 paivaan) ulkopuolella tai jos NeuMoDx System -jarjestelman ohjelmaa on muokattu.

3. NeuMoDx System -jarjestelmaohjelmisto ilmoittaa kayttajalle, milloin kalibraattorit on kasiteltdva. Uutta testiliuskaeraa ei voi kayttaa
testaukseen, ennen kuin kalibraattorit on kasitelty onnistuneesti.

4. Kalibraation validiteetti maaritetaan seuraavasti:
1. Validiteetin maarittaminen edellyttaa kahden kalibraattorin — korkean ja matalan — kasittelemista.
2. Hyvéksyttavien tulosten generoimista varten ainakin kahden (2) kolmesta (3) replikaatista taytyy tuottaa tuloksia, jotka ovat

esimadaritettyjen parametrien sisalla. Heikon kalibraattorin nimellinen tavoite on 3 Log10 IU/ml ja vahvan kalibraattorin
nimellinen tavoite 5 Log10 IU/ml.

3. Kalibraatiokerroin lasketaan testiliuskaerien valisen variaation ottamiseksi huomioon. Tata kalibrointikerrointa kdytetaan
lopullisen EBV:n DNA:n pitoisuuden maarityksessa.
5. Jos toinen tai molemmat kalibraattorit eivat lapaise validiteettitarkistusta, toista hylatyn kalibraattorin kasittely uudella pullolla.

Mikali toisen kalibraattorin validiteettia ei pystytd varmistamaan, on mahdollista toistaa vain tdman kalibraattorin testi, koska
jarjestelma ei edellytd molempien kalibraattorien ajamista uudelleen.
6. Jos kalibraattorit eivat ldpaise validiteettitarkistusta toisellakaan kertaa, ota yhteyttd QIAGENin tekniseen tukeen.

Epédkelvolliset tulokset

Jos NeuMoDx System -jarjestelmallad tehdysta NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksesta ei saada hyvaksyttavia tuloksia, sen kohdalla lukee
raportissa Indeterminate (Epaselvd), No Result (Ei tulosta) tai Unresolved (Ratkaisematon) virhetyypin mukaan, testi on toistettava, jotta siita
saadaan hyvaksyttava tulos.

Raportissa on Indeterminate (Epaselvd) -tulos, jos NeuMoDx System -jarjestelma huomaa naytteen kasittelyn aikana jarjestelmavirheen. Jos tulos
Indeterminate (Epaselva), uusintatestausta suositellaan.

Raportissa on tuloksena No Result (Ei tulosta), jos NeuMoDx System -jarjestelmd huomaa jarjestelmavirheen ja naytteen kasittely keskeytetaan.
Jos tulos on No Result (Ei tulosta), uusintatestausta suositellaan.

Raportissa on Unresolved (Ratkaisematon) -tulos, jos kohdetta ei I6ytynyt eikd ndytteen prosessikontrolli monistunut. Tama voi johtua reagenssin
viasta tai estdjistd. Jos raportissa on Unresolved (Ratkaisematon) -tulos, uusintatestausta suositellaan ensimmaisena toimena. Jos uusintatestaus
epdonnistuu, laimennetulla naytteelld voidaan lieventda mahdollisen inhibition vaikutuksia (katso lisdohjeita rajoituksia koskevasta kohdasta).

Katso NeuMoDx 288 Molecular System -jdrjestelman kayttdoppaasta (osanro: 40600108) tai NeuMoDx 96 Molecular System -jarjestelman
kayttboppaasta (osanro: 40600317) luettelo virhekoodeista, jotka voivat liittya epakelvollisiin tuloksiin.

Laadunvarmistus

Paikallisissa sdadoksissa madritetadn yleensa, ettd laboratorio vastaa sellaisten kontrollimenetelmien kaytosta, joilla valvotaan koko
analysointiprosessin virheettomyytta ja tarkkuutta. Laboratorion on maaritettava myos kontrollimateriaalien testauksen toistovali, tyyppi ja
maara kdayttamalla muuttamattoman, hyvaksytyn testijarjestelman verifioituja suoritustasotietoja.

Ulkoiset kontrollit

1. Ulkoiset kontrollit, jotka sisaltavat ei-tarttuvaa kapseloitua EBV-kohdetta Basematrixissa positiivisiin kontrolleihin tai Basematrixissa
negatiivisiin kontrolleihin, toimittaa QIAGEN NeuMoDx EBV External Controls [REF 900502] -sarjassa.

2. Positiiviset ja negatiiviset ulkoiset kontrollit on kasiteltava 24 tunnin valein. Jos hyvaksyttyja ulkoisia kontrolleja ei ole olemassa, NeuMoDx System
-jarjestelmdohjelmisto kehottaa kayttdjaa kasittelemaan nama kontrollit, ennen kuin ndytteista voidaan raportoida tuloksia:

NeuMoDx EBV External Controls Odotettu pitoisuus Etiketin vari
NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) 1,5E4 1U/ml (4,18 Log1, IU/ml) Punainen
NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) 150 1U/ml (2,18 Log 1o IU/ml) Harmaa
NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) Ei oleellinen Musta
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3. Kun kasittelet ulkoisia kontrolleja, aseta kontrollit ndyteputkitelineeseen ja lisda teline NeuMoDx System -jarjestelmaan automaattilataimen
hyllylta kosketusndyton avulla. NeuMoDx System -jdrjestelma tunnistaa viivakoodit ja alkaa kasitelld kontrolleja, paitsi jos testissa tarvittavia
reagensseja ja tarvikkeita ei ole kaytettavissa.

4. NeuMoDx System arvioi ulkoisten kontrollien validiteetin odotetun tuloksen perusteella.

NeuMoDx EBV External Controls EBV Quant -tulos SPC1-tulos
EBV POSITIVE (EBV POSITIIVINEN)
[Conc] (Pit.) 3,68-4,68 Log1o IU/ml
EBV POSITIVE (EBV POSITIIVINEN)

[Conc] (Pit.) 1,58-2,78 Log1o IU/ml
EBV NEGATIVE (EBV NEGATIIVINEN)

NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) SPC1 positiivinen

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) SPC1 positiivinen

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) SPC1 positiivinen

5. Ulkoisten kontrollien ristiriitaisia tuloksia on kdsiteltdava seuraavasti:

1. Negatiivisen kontrollindytteen raportoitu Positive (Positiivinen) -testitulos voi merkita kontaminaatiota, ja laboratorion
laadunvarmistustoimenpiteet pitaa tutkia taustalla olevan syyn I6ytamiseksi. Varmista, ettd naytteen valmisteluun,
kontrollin kasittelyyn ja RT-PCR:n maarittdmiseen kdytetdan erillisid alueita. Vianmaaritysohjeita on NeuMoDx 288- tai
96 Molecular System -jdrjestelmdn kdyttéoppaassa.

2. Jos positiivisella kontrollindytteelld on raportissa Negative (Negatiivinen) -tulos, reagenssiin tai laitteeseen saattaa liittya
ongelmia.
3. Kummassakin tapauksessa tai jos saadaan tulokseksi No Result (Ei tulosta) (NR), Unresolved (UNR) (Ratkaisematon) tai

Indeterminate (Epaselvd) (IND), toista epdonnistuneiden kontrollien kasittely sulattamalla uudet kontrolliampullit ja
testaamalla ne.

4. Jos positiivinen ulkoinen kontrolli tuottaa jatkuvasti Negative (Negatiivinen) -tuloksen, ota yhteyttd QIAGENin tekniseen
tukeen.
5. Jos negatiivinen ulkoinen kontrolli tuottaa jatkuvasti Positive (Positiivinen) -tuloksen, yritd poistaa kaikki mahdollisen

kontaminaation lahteet, vaihda kaikki reagenssit ja toista ajo, ennen kuin otat yhteytta QIAGENin tekniseen tukeen.
6. Jos ulkoiset kontrollit eivat anna odotettuja tuloksia, on toistettava sarja positiivisia ja negatiivisia kontrolleja. Naytteen tuloksia ei raportoida,
jos kontrollit eivdt anna odotettuja tuloksia.

7. NeuMoDx System -jarjestelmissd on automaattinen Rerun (Uusinta-ajo-) / Repeat (Toisto) -ominaisuus, jota kiyttijd voi paattas kayttaa sen
varmistamiseksi, ettd INVALID (Epakelpo) -tulos kasitellddn automaattisesti uudelleen tulosten raportoinnin viiveiden minimoimista varten.

Ndytteen kdsittelyn (sisdiset) kontrollit

Eksogeeninen ndytteenkasittelykontrolli (Sample Process Control, SPC1) sisdltyy NeuMoDx Extraction Plate -eristyslevyyn ja kdy lapi koko prosessin
nukleiinihappojen eristyksesta reaaliaikaiseen RT-PCR-monistukseen jokaisen naytteen/kontrollin/kalibraattorin osalta. SPC1:n alukkeet ja koetin
sisdltyvat NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 -testiliuskaan. SPC1:n avulla NeuMoDx System -jarjestelma voi valvoa DNA:n eristamisen ja RT-PCR:n
monistamisprosessien tehokkuutta.

SUORITUSKYKYOMINAISUUDET

ANALYYTTINEN HERKKYYS — havaitsemisraja

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen analyyttinen herkkyys luokiteltiin kahdessa perdkkaisessd vaiheessa: 1. Alustavan havaitsemisrajan
(Limit of Detection, LoD) arviointi (Probit-analyysi), jota seuraa osa 2. LoD:n vahvistus. Osassa 1 negatiiviset ndytteet ja WHO:n 1. kansainvalisen
standardin laimennussarja seulotussa EBV-negatiivisessa ihmisen plasmassa testattiin alustavan LoD:n maarittamiseksi NeuMoDx System
-jarjestelmissa. Alustavaksi LoD:ksi maaritettiin matalin kohdetaso, joka havaittiin 95-prosenttisesti Probit-analyysin mukaan. Osassa 2 alustava
LoD vahvistettiin testaamalla keinotekoinen paneeli LoD-tasolla. Tutkimuksen kumpikin vaihe tehtiin kolmena paivana useilla jarjestelmilla ja
useilla NeuMoDx-reagenssierilld. Osassa 1 kasiteltiin yhteensa 144 replikaattia kullakin laimennustasolla. Taulukko 2 sisdltaa havaitsemisasteet.

Taulukko 2: NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen alustava LoD:n maaritys

PLASMA
Tavoitepitoisuus | Tavoitepitoisuus Hyviksvttvien | Positiivisten
[1U/mlI] [logo 1U/mI] yvaksyttyjen rn Havaitsemisaste
testien maara maara
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 %

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen LoD plasmassa kdytettdessa WHO:n 1. kansainvalistd EBV-standardia méadaritettiin arvoon 29,3 IU/ml
(1,47 log1o 1U/ml), kun 95 %:n luottamusvéli (Confidence Interval, Cl) oli 24,4-37,1 IU/ml, (1,39-1,57 log1o IU/ml) [kuva 1]. Tama LoD vahvistettiin
my&hemmin havaitsemisanalyysilld, joka kuvataan taulukossa 3.
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2NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -méérityksen LoD (plasma)
Assay 2.0
1
0,8
£ 06
4
~
&
T 04 - )
Sigmasovitus
0,2 ® Kokeelliset tiedot
¢ laskettu LoD
0
-2 -1 0 1 2 3 4
Pitoisuus (Logio IU/ml)]

Kuva 1: Probit-tyyppinen analyysi, jolla maaritettiin NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -mdarityksen LoD plasmanaytteissa

Taulukko 3: NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen LoD:n vahvistus

Jariestelma Tavoitepitoisuus | Tavoitepitoisuus | Hyvaksyttyjen | Positiivisten Havaitsemisaste
y [IU/ml] [log10 IU/ml] testien maara maara
N96 96 94 97,9 %
N288 29,3 1,47 96 92 95,8 %
Kaikki 192 186 96,9 %

EBV-genotyypin 2 (GT2) LoD:ksi vahvistettiin 29,3 IU/ml [1,47 Log10 IU/ml] havaitsemisanalyysilla maaritettyna.
Kummankin tutkimuksen tuloksen perusteella NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -méadarityksen LoD oli 29,3 IU/ml [1,47 Log10 IU/ml].

ANALYYTTINEN HERKKYYS — kvantitoinnin alaraja (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)
LLoQ on maaritelmdn mukaan matalin kohdetaso, jolla > 95 %:n tunnistus saavutetaan JA analyyttinen virhe on yhteensa (Total Analytical Error, TAE)
on £1,0. LLoQ-rajan maarittamiseksi laskettiin TAE kustakin EBV-kohdetasosta, jolla todettiin > 95 %:n tunnistaminen osana LoD-laskentaa. TAE:n
maaritelma on seuraava:

TAE = vinouma + 2*SD (Westgard-tilasto)

Vinouma on lasketun ja odotetun pitoisuuden vdlinen ero absoluuttisena arvona. SD tarkoittaa ndytteen kvantitoidun arvon keskihajontaa.
Kootut tulokset viidesta WHO:n 1. kansainvalisen EBV-standardin plasmandytteen tasosta, joita kdytettiin LLoQ-tutkimuksessa, on esitetty
taulukossa 4. Naiden tietojen ja aiemmin mairitetyn LoD-arvon perusteella LLoQ-arvoksi maaritettiin 30,0 IU/ml (1,48 Logio IU/ml) ja se

vahvistettiin sitten EBV-genotyypin 2 (GT2) osalta.

Taulukko 4: NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen LLoQ sekd vinouma ja TAE

Tavoitepit. Tavoitepit. —— - Rlasing
[IU/ml] [log1o 1U/ml] KeSk[IIT:a:a';:ﬁ? pit. Havaitsemisaste SD Vinouma TAE
10
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

Niiden tutkimusten tulosten perusteella NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maérityksen LoD-arvoksi méadritettiin 29,3 IU/ml (1,47 log1o 1U/ml)
ja LLoQ-arvoksi maaritettiin 30,0 1U/ml [1,48 log1o 1U/mlI].

Kvantitoinnin yldrajan (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) lineaarisuus ja maaritys

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -méadrityksen lineaarisuus ja kvantitoinnin ylaraja (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) maaritettiin plasmasta valmistelemalla
laimennussarja kdyttamalla WHO:n 1. kansainvalista EBV-standardia ja lisaksi kahta toissijaista standardia: kapseloitua NeuMoDx EBV -kohdetta ja ATCC EBV
Culture -viljelya (ATCC, Manassas, VA). Jaljitettdvyys WHO:n 1. kansainvdliseen EBV-standardiin maaritettiin kaikille toissijaisille standardeille ennen
testausta. 10 osan paneeli valmisteltiin yhdistetystd EBV-negatiivisesta plasmasta paneeliksi, joka kattoi pitoisuusalueen 1,48-8,0 Log1o IU/ml. NeuMoDx
EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen ULoQ-rajaksi maaritettiin 8,0 Logio 1U/ml. Standardikdyran lineaarisuuden arviointiin valmisteltiin vahvistuspaneeli, ja
EBV-maarityksen pitoisuudet verrattuna NeuMoDx System -jarjestelman ilmoittamiin odotettuihin arvoihin on esitetty kuvassa 2.
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NeuMoDx-pit. (Log10 1U/ml)

EBV-genotyypin 2 (GT2) lineaarisuus

10,0
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8,0
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3,0
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1,0
0,0

0,0

EBV:n plasmaekvivalenssikaavio

y = 0,9948x +0,2428 0
R?=0,9855 [

2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Odotettu pitoisuus (Log10 IU/ml)

Kuva 2: NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen lineaarisuus

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -mdadrityksen lineaarisuus EBV-genotyypissa 2 (GT2) luokiteltiin testaamalla yksitoista eri EBV GT2:n pitoisuutta,
joilla oli maaritetty jaljitettavyys WHO:n 1. kansainvéliseen EBV-standardiin ja jotka oli valmisteltu yhdistetystd EBV-negatiivisesta plasmasta.
Tutkimus suoritettiin testaamalla 36 replikaattia 11 pitoisuudella kahdella NeuMoDx System -jarjestelmalla ja kolmella EBV Quant Test Strips 2.0
-erdlla. EBV-genotyypin 2 (GT2) lineaarisuus esitetdan taulukossa 5 ja kuvassa 3.

Taulukko 5: NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen EBV-genotyypin 2 lineaarisuus

Lineaarisuusyhtalo
. y = NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 2
Genotyyppi -madrityksen kvantitointi R
x = odotettu kvantitointi
GT2 y = 0,9965x — 0,0982 0,9761
Ekvivalenssikaavio — EBV-genotyyppi 2 (GT2) |
10,00
Z 800 ¥ = 0,9965x~0,0982 ¥
5 R?=0,9761 B
S 6,00 e
g o
é 4,00 ""
S 2,00 ."
x
a
§ 0,00
3 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
=4
Odotettu pit. (Log10 IU/ml)]

Kuva 3: NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen EBV-genotyypin 2 lineaarisuus

Analyyttinen spesifisyys - ristireaktiivisuus
Analyyttinen spesifisyys maaritettiin seulomalla 36 organismin, joita I6ytyy veri-/plasmanaytteists, seka lajien, jotka ovat fylogeneettisesti EBV:n
kaltaisia, ristireaktiviteetti. Suuren pitoisuuden organismit valmisteltiin 5-6 organismin pooleissa. Testatut organismit nakyvat taulukossa 6
Ristireaktiviteettia ei havaittu testattujen organismien osalta, mika vahvisti NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -madrityksen 100 prosentin analyyttisen

spesifisyyden.
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Taulukko 6: Analyyttisen spesifisyyden osoittamiseen kaytetyt patogeenit

Ei-kohdeorganismit

BK-pOolvoomavirus Adenovirus. t i5 Herpes simplex - Clostridium Mycoplasma Streptococcus
poly - Lyypp virus (HSV) 1 perfringens pneumoniae pneumoniae
. I . Herpes simplex - Enterococcus Neisseria Streptococcus
Syt | H tiitti C - . .
ytomegalovirus epatiitt & -virus virus (HSV) 2 faecalis gonorrhoeae pyogenes
. . . Varicella-Zoster - . . Propionibacterium . .
lhmisen herpesvirus 6 | Parvovirus B19 . Escherichia coli P Aspergillus niger
virus acnes
lhmisen herpesvirus 7 | JC-virus HIV 1 Klebs:ella. Salm.o nel{a Candida albicans
pneumoniae typhimurium
Ihmisen herpesvirus 8 Ihm.lsen . IV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
papilloomavirus 16 monocytogenes aureus neoformans
Hepatiitti B -virus Ihm!sen . oV 40 M}./cobacter/um Sta.phylo‘cz?ccus Chlamyd/a.
papilloomavirus 18 avium epidermidis trachomatis

Analyyttinen spesifisyys — hdiritsevat aineet, kommensaaliset organismit

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksesta arvioitiin interferenssi ei-kohde-organismien esiintyessa ndytteessa. Arvioinnissa kdytettiin samoja
organismiryhmid kuin ristireaktiviteetin testauksessa (katso edelld oleva taulukko 6). Negatiiviseen EBV-plasmaan lisattiin organismit, jotka oli
yhdistetty ryhmiin 4-7. N&ihin ryhmiin lisattiin EBV-kohdetta pitoisuutena 90 1U/ml [1,95 Logio IU/ml]. Merkittavia hairicita ei havaittu naiden
organismien ldsnaollessa, minka osoitti minimaalinen kvantitointipoikkeama kontrollindytteista, joissa hairitsevia aineita ei ollut.

Analyyttinen spesifisyys — hdiritsevit aineet, endogeeniset ja eksogeeniset aineet
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -madrityksen suorituskyky arvioitiin sellaisten eksogeenisten ja endogeenisten hdiritsevien aineiden lasnaollessa,
joita tyypillisesti 16ytyy kliinisistda EBV-plasmandytteistd. Nama sisdlsivat epanormaalin suuria pitoisuuksia veren komponentteja seka yleisia
antivirus- jaimmunosuppressioldakkeitd, jotka on luokiteltu taulukossa 7. Kutakin ainetta lisattiin seulottuun EBV-negatiiviseen ihmisen plasmaan,
johon oli lisatty 90 1U/ml [1,95 Logio IU/ml] EBV:td, ja naytteiden interferenssi analysoitiin vertaamalla raportoitua pitoisuutta positiiviseen
kontrolliin. Lisaksi EBV-infektioon liittyvat yleiset sairaustilat testattiin plasmasta mahdollisten hairididen varalta. Kaikkien testattujen aineiden
keskimaardinen pitoisuus ja vinouma verrattuna kontrollindytteisiin, joihin oli lisdtty sama taso EBV:td, on ilmoitettu taulukossa 8. Mikaan
eksogeeninen tai endogeeninen aine ei vaikuttanut NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen spesifisyyteen.

Taulukko 7: Hairididen testaus — eksogeeniset aineet (Iddkeluokitukset)

NeuMoDx Molecular, Inc.
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Ryhma | Ladkkeen nimi Luokitus Ryhma | Ladkkeen nimi Luokitus
Atsatiopriini Immunosuppressantti Trimetopriimi Antibiootti
- Syklosporiini Immunosuppressantti < Vankomysiini Antibiootti
:E Foskarneetti Virusldake (Herpesviridae) :E Takrolimuusi Immunosuppressantti
E‘ Gansikloviiri Antivirus (EBV) E‘ Everolimuusi Immunosuppressantti
Valgansikloviirihydrokloridi | Antivirus (EBV) Klavulanaattikalium Antibiootti
Prednisoni !(ortikosteroidi/ ‘ Famotidiini Histamiipir‘eseptorin
immunosuppressantti antagonisti
g Sidofoviiri Antivirus (EBV) n Sulfamethoksatsoli Antibiootti
-g Sefotetaani Laajakirjoinen antibiootti ::é‘ Valasikloviiri Virusldake (Herpesviridae)
« Kefotaksiimi Laajakirjoinen antibiootti = Letermoviiri Antivirus (EBV)
Flukonatsoli Sienildaake Tikarsilliini-dinatrium Antibiootti
Mykofenolaatti-mofetiili Immunosuppressantti Leflunomidi Immunosuppressantti
g Mykofenolaattinatrium Immunosuppressantti
E Piperasilliini Antibiootti
Z Sirolimuusi/rapamysiini Immunosuppressantti)
Tatsobaktaami Muunneltu antibiootti
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Taulukko 8: Hairitsevien aineiden testaus — endogeeniset ja eksogeeniset aineet

Keskimaardinen .
) Vinouma
Endogeeninen + sairauden tila pit.
Logio IU/ml Log1o IU/ml
Hemoglobiini 2,19 0,32
Triglyseridit 1,90 0,02
Bilirubiini 2,12 0,24
Albumiini 1,95 0,07
Systeeminen lupus erythematosus (SLE) 2,08 0,20
Tumavasta-aine (Antinuclear Antibody, ANA) 2,36 0,48
Reumatoidiartriitti (RA) 1,89 0,01
Positiivinen kontrolli 1,88 Ei oleellinen
Keskimaardinen .
. Vinouma
Eksogeeniset (lddkkeet) pit.
Logio IU/ml Log1o IU/ml
Ryhma 1: Atsatiopriini, siklosporiini, foskarneetti,
I ) L - 2,19 0,09
gansikloviiri, valgansikloviirihydrokloridi
Ryhma 2: P.rednlsonl, sidofoviiri, sefotetaani, sefotaksiimi, 211 0,01
flukonatsoli
Ryhma 3: Mykofenolaatti-mofetiili, mykofenolaattinatrium, 216 0.06
piperasilliini, sirolimuusi/rapamysiini, tatsobaktaami ’ !
Ryhma 4: Trimetopriimi, vankomysiini, takrolimuusi,
. . . . 2,24 0,14
everolimuusi, kaliumklavulanaatti
Ryhma 5: Famotidiini, sulfametoksatsoli, letermoviiri,
Lo L A - 2,26 0,16
valasykloviiri, tikarsilliini-dinatrium, leflunomidi
Positiivinen kontrolli 2,10 Ei oleellinen

Laboratorion tarkkuus

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -madrityksen tarkkuus madritettiin testaamalla 3 replikaattia 6-osaisesta paneelista, jossa EBV-naytteet oli
valmisteltu NeuMoDx EBV Positive Control -kontrollilla ja EBV-viljelylld (ATCC, Manassas, VA). Testaus tehtiin kaksi kertaa paivassa kayttamalla
kahta NeuMoDx 288 System -jarjestelmda ja kahta NeuMoDx 96 System -jarjestelmda 12 paivan aikana. Ajon, pdivan ja jarjestelman sisdiset
tarkkuudet luokiteltiin ja keskihajonta yhteensa oli < 0,18 Logio IU/ml. Erinomainen tarkkuus pystyttiin osoittamaan eri jarjestelmissa, eri paivina
ja eri ajoissa Taulukon 9 tietojen mukaisesti. Kayttdjien valista tarkkuutta ei luokiteltu, koska kadyttdjalla ei ole merkittdvaa roolia ndytteiden
kasittelemisessa NeuMoDx System -jarjestelmalla.

Taulukko 9: Tarkkuus laboratorion sisdlla — NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maaritys NeuMoDx System -jarjestelmilla

EBV-tavoitepit. Keskimﬁér'éinen e SD " SD padivan SD ajon Yhteensf'ai
[Log1o 1U/ml] EBV-pit. Jarjestelmdn sisélli sisill (1aboratorion
[Log 1o 1U/ml] sisdlla sisalld)
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

Erienvdlinen uusittavuus

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maarityksen erienvdlinen uusittavuus madritettiin arvioimalla 3 erad NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0
-testiliuskoja osana Within Lab Precision (Tarkkuus laboratorion sisalld) -tutkimusta. Kuusiosaista EBV-positiivisen plasman paneelia kaytettiin
suorituskyvyn arvioimisessa (Taulukko 10). Erien tulokset analysoitiin, ja ne esitetdan taulukossa 10. Suurin vinouma oli 0,29 Log1o IU/ml, ja suurin
SD oli 0,18 Log1o IU/ml NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strips 2.0 -testiliuskojen osalta. Samanveroinen suorituskyky osoitettiin erien valill3, silla
kaikkien paneelin osien kvantitointi oli toleranssimaaritysten sisalla.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-FI_B
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Taulukko 10: Erienvalinen toistettavuus — NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -maaritys, Test Strip -testiliuska

Era 1l Era 2 Era 3
Odotettu pit. Keskm:il:ralnen Log. pit. Abs. Keskln:iltaramen Log. pit. Abs. Keskim. pit. Log. pit. Abs.
(Log10 IU/ml) (Log10 1U/ml) SD vin. (Log10 1U/ml) SD vin. (Log10 IU/ml) SD vin.
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

Ndytteen prosessikontrollin tehokkuus

Naytteen prosessikontrolli (Sample Process Control, SPC1) on siséllytetty NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -méadritykseen, jotta voidaan ilmoittaa
madrityksen suorituskykyyn vaikuttavista prosessivaiheen virheistd tai estymisesta. SPC1:n tehokkuutta plasmanaytteisiin testattiin kayttamalla
NeuMoDx CMV Quant Assay -mdadritystd mallina olosuhteissa, jotka vastasivat prosessin kriittisten vaiheiden epdonnistumisia, joita voi tapahtua
naytteenkdsittelyn aikana ja joita NeuMoDx System -jarjestelman toimintaa valvovat anturit eivdt vdlttdmdttd havaitse. Sytomegaloviruspositiiviset
(pitoisuudella 3 Logio 1U/ml) ja negatiiviset ndytteet testattiin seuraavissa olosuhteissa: estdjan lasndolo, ei pesuliuoksen kayttéa eika pesun
ulospuhallusta. Prosessin epatehokkuuksia, joilla oli haitallinen vaikutus viruskohteen havaitsemiseen/kvantitointiin, heijasti SPC1-kohteen
suorituskyky, kuten taulukossa 11 on esitetty. Kaikissa testatuissa tapauksissa osoitettiin, ettd joko ndytteen prosessikontrolli tarkkaili prosessin
epatehokkuuksia ja estdjien lasndoloa riittavasti tai odotetulla prosessin epatehokkuudella ei ole merkittavaa haittavaikutusta SPC1:n havaitsemiseen
eikd viruskohteen havaitsemiseen ja kvantitointiin. Siksi SPC1 osoittautui onnistuneesti seuraavan maarityksen toimintaa NeuMoDx System
-jarjestelmassa.

Taulukko 11: Naytteen prosessikontrollin tehokkuus plasman sisdltaman viruksen DNA:n osalta*

Prosessin vallheen Naytteen pro.sesmk‘ontrollm 1 CMV-kohteen monistustila Msiritystulos
testattu virhe monistustila
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified .
| Ratk
(Estdjan lasnaolo) (Ei monistettu) (Ei monistettu) Unresolved (Ratkaisematon)
No Wash [?ellvered N.ot Ampllfled Nf)t Am.pllfled Unresolved (Ratkaisematon)
(Pesua ei tehty) (Ei monistettu) (Ei monistettu)
Positive with Quantitation within
No Wash Blowout . . . . 0.3 Log1o IU/mL of Control (Positiivinen
Amplifi M Amplifi M !
(Ei pesun tyhjennysta) mplified (Monistettu) mplified (Monistettu) kvantitointi 0,3 log10 IU/ml:n sisalla
kontrollista)

*Plasmanaytteisiin lisdttya sytomegalovirusta (Cytomegalovirus, CMV) kaytettiin mallijarjestelmana naytteen prosessikontrollin tehokkuuden
arvioimisessa.

Ristikontaminaatio

Plasmanaytteiden ristikontaminaatioaste maaritettiin kasittelemalla vaihtelevia erittdin positiivisia ja negatiivisia EBV-naytteita. Viisi tallaista
shakkiruututestijoukkoa tehtiin, ja nama sisalsivat 60 replikaattia EBV-negatiivista plasmaa ja 60 replikaattia EBV-lisdttya plasmaa pitoisuudella
6,0 Logio IU/ml sekd NeuMoDx 288- ettd 96 Molecular Systems -jarjestelméllda. Kummassakin jarjestelmétyypissa negatiivisen nadytteen kaikki
120 replikaattia raportoitiin negatiivisiksi, mika osoittaa, ettd ristikontaminaatiota ei tapahtunut NeuMoDx System -jarjestelmassa
naytteenkasittelyn aikana.

N&dytematriisin ekvivalenssi

Testauksella osoitettiin tuoreiden ja pakastettujen plasmanaytteiden ekvivalenssi kdyttamalla samankaltaista veressa olevaa virusta, CMV:t3,
mallina. Tuoreita ndytteitad sdilytettiin 4 °C:ssa, kunnes niihin lisattiin kolme CMV-tasoa, ja niiden ekvivalenssi testattiin. Naytteet pakastettiin
vahintdan 24 tunniksi —20 °C:seen. Taman jaadytettyna sailyttamisen jalkeen nadytteet sulatettiin ja testattiin uudelleen. Tuoreiden ja pakastettujen
ndytteiden tulosten vastaavuutta verrattiin regressioanalyysilld. Tiedot osoittivat erinomaista ekvivalenssia tuoreiden ja pakastettujen
plasmandytteiden osalta kulmakertoimella 1,0 ja erittdin heikolla vinoumalla (poikkileikkauspiste), kuten taulukko 12 jéljempéana osoittaa.

Taulukko 12: Naytematriisin ekvivalenssi

Parametrivaatimus Tuore vs. pakastettu EDTA
Kulmakerroin [0,9-1,1] 1,000
Leikkauspiste < 0,5 Log1o 1U/ml 0,020
p-arvo > 0,05 0,631
NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-FI_B
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Kvantitatiiviset suorituskykyominaisuudet
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -madrityksen kvantitointisuorituskyky luokiteltiin kasittelemalla kaksi kaupallista EBV-verifiointipaneelia
AcroMetrixilta ja Exact Diagnosticsilta (jaljitettavissa WHO:n 1. kansainvéliseen EBV-standardiin) NeuMoDx Molecular System -jarjestelmilla.

Erinomainen korrelaatio saatiin NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -méarityksen ja kahden kaupallisen EBV-verifiointipaneelin (kuva 4) valilla, kun
analyysi tehtiin joko Demingin regressiolla (kuva 4A) tai Passing-Bablokin menetelmilla (kuva 4B).

Demingin regressioanalyysi Passing-Bablok-regressioanalyysi

y=0,9904x-0,3133

y=1,004x-0,332

IS «

médritykselld (Log10 1U/ml)
w

maédritykselld (Log10 1U/ml)

~

EBV-pit. Kvantifoitu NeuMoDx EBV Quant Assay v2 -
EBV-pit. Kvantifoitu NeuMoDx EBV Quant Assay v2 -

2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5 7 2 2,5 3 35 4 4,5 5 55 6 6,5 7
EBV-pit. Kvantifioitu kaupallisilla paneeleilla EBV-pit. Kvantifioitu kaupallisilla paneeleilla
A (Log10 1U/ml) B (Log10 1U/ml)

Kuva 4. Ekvivalenssikaavio AcroMetrixin ja Exact Diagnosticsin verifiointipaneelien ja NeuMoDx EBV Quant Assay -maarityksen valilla.
A. Lineaarinen regressioanalyysi Demingin menetelmalla. B. Lineaarinen regressioanalyysi Passing-Bablokin menetelmalla.

Deming-regressiosovituksen laatu on esitetty kulmakertoimella 0,990 ja leikkauspisteelld (vinouma) -0,313, mika osoittaa, ettd NeuMoDx EBV
Quant Assay 2.0 -madrityksella ja EBV-verifiointipaneeleilla saadut pitoisuustulokset ovat erittdin korreloivia ja hyvaksyttavan vinouman sisalla.
Myos Passing-Bablokin lineaarinen sovitus tukee korrelaation merkittdvyyttda NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 -madrityksestd ja
EBV-verifiointipaneeleista saatujen tulosten valilld kulmakertoimen ollessa 1,004 ja leikkauspisteen (vinouman) -0,332. Passing-Bablok-analyysin
p-arvoksi laskettiin 0,988.

Taulukko 13: Demingin ja Passing-Bablokin lineaarisen regressioanalyysin yhteenveto

Deming-analyysi Passing-Bablok-analyysi
Leikkaus Kulmakerroin Leikkaus Kulmakerroin
-0,313 0,990 -0,332 1,004
95 %:n Cl (-0,620; -0,007) 95 %:n Cl (0,928; 1,053) 95 %:n ClI (-0,548;-0,116) 95 %:n Cl (0,950; 1,047)
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TAVARAMERKIT

NeuMoDx™ on NeuMoDx Molecular, Inc:n tavaramerkki.

NeuDry™ on NeuMoDx Molecular, Inc:n tavaramerkki.

Seracare® on Seracare Life Sciences, Inc:n tavaramerkki.

TagMan® on Roche Molecular Systems, Inc:n rekisterdity tavaramerkki.

Kaikki muut tuotenimet, tavaramerkit ja rekisteroidyt tavaramerkit, joita mahdollisesti tdssa asiakirjassa mainitaan, ovat omien omistajiensa
omaisuutta.

SYMBOLIEN SELITYKSET

Bonly  vqin jaskarin maariyksests Sislto riittad <n> testiin

Valmistaja Lue kdyttoohjeet

Huomio

In vitro -diagnostinen ladkinnallinen laite

Valtuutettu edustaja Euroopan yhteisossa Terveyteen kohdistuva vaara

7 FE

Luettelonumero CE-merkki

Erdkoodi CONT Sisaltaa

Viimeinen kayttopadivamaara Sisaltaa eldinperdista biologista materiaalia

Lampétilarajoitus Boric Acid Boorihappo

| @ireo B«

Ei saa kayttaa uudelleen

‘@o\?mza

NeuMoDx Molecular, Inc.

) ! _mm Emergo Europe B.V.
1250 Eisenhower Place Westervoortsedijk 60
Ann Arbor, MI 48108, USA 6827 AT Arnhem

The Netherlands

Tekninen tuki / valvontailmoitukset: support@giagen.com c €

Patentti: www.neumodx.com/patents
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