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ETTEVAATUST. Ainult USA ekspordiks
IVD Kasutamiseks in vitro diagnostikas koos seadmetega NeuMoDx 288 ja NeuMoDx 96
Molecular System

Viérskenduste sisestamiseks minge aadressile: www.giagen.com/neumodx-ifu
DII Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadme NeuMoDx 288 Molecular System kdsiraamatut; tootekood 40600108

Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadme NeuMoDx 96 Molecular System kdsiraamatut; tootekood 40600317

SIHTOTSTARVE

Analliis NeuMoDx EBV Quant Assay on automatiseeritud, in vitro nukleiinhapete amplifitseerimise analliis inimese Epstein-Barri viiruse (EBV) DNA
kvantifikatsiooniks plasmaproovides. Kasutatuna seadmel NeuMoDx 288 Molecular System vdi NeuMoDx 96 Molecular System (NeuMoDx
System(s)) véimaldab analliis NeuMoDx EBV Quant Assay automatiseeritud DNA ekstraheerimist plasmast sihtnukleiinhappe isoleerimiseks ja
reaalaja pollimeraasi ahelreaktsiooni (Polymerase Chain Reaction, PCR) abil Epstein-Barri viiruse genoomis oleva kahe vdga konserveerunud
sihtmaérkpiirkonna amplifitseerimist.

NeuMoDx EBV Quant Assay analiits on ettendhtud kasutamiseks Epstein-Barri viiruse DNA in vitro tuvastamiseks ja kvantifitseerimiseks varsketes
ja kilmutatud inimese plasmaproovides sisteemidega NeuMoDx 288 ja NeuMoDx 96 Molecular Systems. Analiiis NeuMoDx EBV Assay on
mdeldud EBV-nakkusega patsientide diagnoosimisel ja ravi jalgimisel kasutamiseks. Anallisi saab kasutada EBV DNA tasemete m&dtmiseks, et
hinnata reaktsiooni viirusevastasele ravile. Analtiis on mdeldud kasutamiseks koos kliiniliste nditajate ja muude haiguse kulgu nditavate
laboratoorsete markeritega EBV-nakkuse kliiniliseks raviks ja jalgimiseks. Analuis ei ole ette ndhtud kasutamiseks sGelumisanaliisina, et teha
kindlaks EBV olemasolu veres ja veretoodetes.

KOKKUVOTE JA SELGITUSED

Plasma ettevalmistamiseks voib kasutada inimese tdisverd, mis on kogutud steriilsetesse verekatsutitesse, milles on antikoaguleeriva agendina
EDTA. Testimise alustamiseks asetatakse seadmega NeuMoDx System uhilduvas proovikatsutis plasma proovikatsutikandjasse ja laaditakse
seadme NeuMoDx System to6lauale. Kdikide proovide korral segatakse omavahel 250 pl plasmaproovi lttsimispuhvriga NeuMoDx Lysis Buffer 5
ning seade NeuMoDx System teeb automaatselt kdik vajalikud etapid sihtnukleiinhappe ekstraheerimiseks, valmistab isoleeritud DNA reaalajas
PCR-i amplifitseerimiseks ette ja tuvastab amplifikatsiooniproduktid (kaks vdga konserveerunud sihtmarkpiirkonda EBV genoomis). Analliis
NeuMoDx EBV Quant Assay sisaldab DNA proovi to6tlemiskontrolli (Sample Process Control, SPC1), et aidata jalgida potentsiaalselt inhibeerivate
ainete ja ka seadme NeuMoDx System vdi reaktiivi torkeid, mis vBivad ekstraheerimise ja amplifitseerimise protsessi kdigus esineda.

EBV on tavaline kaheahelaline DNA-viirus inimese herpesviiruse perekonnast, mis nakatab igas vanuses inimesi. Hinnanguliselt > 90% kogu maailma
inimestest on v8i on olnud nakatunud EBV-ga.! EBV levib kehavedelikega, nagu siilg, veri, sperma ja elundite siirdamised. Paljud inimesed
nakatuvad EBV-ga lapsepdlves. Need indiviidid on EBV-sse nakatumisest hoolimata asimptomaatilised. Immuunpuudulikkusega inimestel vivad
tekkida EBV-nakkusega raskemad simptomid ja komplikatsioonid. Latentne EBV-nakkus kujutab siirdamisjargsetele patsientidele kdige suuremat
ohtu. Transplantatsioonijargsete lumfoproliferatiivsete haiguste (Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder, PTLD) hulka kuulub EBV-juhitud
kasvajate tekkimine B-rakkudes, sest immunosupressandid m&jutavad seda, kuidas immuunsiisteem tdrjub EBV-d, Giht olulisemat haigestumuse ja
suremuse pShjust patsientidel, kellele tehakse mis tahes elundisiirdamine.?

EBV viiruskoormuse seire hélbustab EBV-ga seotud PTLD diagnoosimist ja ravi. Kuid verest EBV nukleiinhappe leidmisest ei piisa EBV-ga seotud
PTLD diagnoosimiseks. Nukleiinhappel pdhinevat testimist tohib kasutada ainult koos kliiniliste nditajate ja muude haiguse progresseerumise
laboratoorsete markeritega EBV-ga nakatunud patsientide kliinilisel ravimisel ja jalgimisel. Kuigi praegused juhised immuunpuudulikkusega isikutel
EBV-nakkuse raviks on ebaselged selles osas, millal viirusevastast ravi alustada, nduavad need kdik parast viirusevastase ravi alustamist pidevat
viiruskoormuse seiret, et aidata nendes populatsioonides ravimite tdsiseid kdrvaltoimeid leevendada.>*

PROTSEDUURI POHIMOTTED

Analiiis NeuMoDx EBV Quant Assay kasutab seadmes NeuMoDx System analiilsi teostamiseks testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip, kalibraatoreid
NeuMoDx EBV Calibrator, viliseid kontrolle NeuMoDx EBV External Control, ltiGisimispuhvrit NeuMoDx Lysis Buffer 5 ja NeuMoDxi tildotstarbelisi reaktiive.
Analliis NeuMoDx EBV Quant Assay tihendab automatiseeritud DNA ekstraheerimise, amplifitseerimise ja tuvastamise reaalaja PCR-i abil. Taisvere proovid
kogutakse plasma ettevalmistamiseks EDTA-katsutitesse. Seadmega NeuMoDx System Uhilduvas proovikatsutis olev plasma pannakse
proovikatsutikandjasse ja laaditakse to6tlemiseks seadme NeuMoDx System todlauale. Kasutaja tdiendav sekkumine pole vajalik.

Seade NeuMoDx Systems kasutab automaatse rakkude liiisimise, DNA ekstraheerimise ja inhibiitorite eemaldamise teostamiseks kuumutamise,
luttilise enstitimi ja ekstraheerimisreaktiivide kombinatsiooni. Vabanenud nukleiinhapped puttakse kinni paramagnetiliste osakeste abil. Osakesed
koos seotud nukleiinhapetega laaditakse kassetti NeuMoDx Cartridge, kus seondumata, DNA-d mittesisaldavad komponendid pestakse taiendavalt
pesemisreaktiiviga NeuMoDx Wash Reagent ja seotud DNA elueeritakse vabastusreaktiivi NeuMoDx Release Reagent abil. Seejarel kasutab seade
NeuMoDx System elueeritud DNA-d, et rehiidreerida patenditud NeuDry™ amplifikatsioonireaktiivid, mis sisaldavad k&iki EBV sihtmarkide ja SPC1
poliimeraasi ahelreaktsiooni amplifitseerimiseks vajalikke elemente. Parast NeuDry PCR-reaktiivide taastamist jaotab seade NeuMoDx System
ettevalmistatud, PCR-iks valmis segu kassetti NeuMoDx Cartridge. DNA kontroll- ja sihtmark-sekveneerimise (kui see on olemas) amplifitseerimine
ja tuvastamine toimub kasseti NeuMoDx Cartridge PCR-i kambris. Kassett NeuMoDx Cartridge on lisaks kavandatud amplikoni hoidmiseks parast
reaalaja PCR-i ja seeldbi sisuliselt valistab amplifikatsioonijargse saastumisohu.
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Analitsi NeuMoDx EBV Quant Assay sihtmargid on EBV genoomi kaks vaga konserveerunud piirkonda BALF5 ja BXFL1. Kahe sihtmargiga tlesehitus
vahendab mutatsiooni korral valenegatiivsete tulemuste tekkimise riski, suurendades seeldbi anallisi usaldusvaarsust. Véimendatud sihtmargid
tuvastatakse reaalajas hudroliitsisondide keemia abil (tavaliselt nimetatakse seda TagMan®-i keemiaks), kasutades fluorogeensete
oligonukleotiidide sondimolekule, mis on spetsiifilised amplikonidele nende vastavate sihtmarkide jaoks.

Sondid TagMan koosnevad fluorofoorist, mis on kovalentselt seotud oligonukleotiidi sondi 5’-otsaga, ja kustutist 3’-otsas. Kui sond on intaktne, on
fluorofoor ja kustuti ldheduses, mille tulemuseks on kustuti-molekul, mis kustutab fluorestsentsi, mille fluorofoor eraldab FRET-i (Forsteri
resonantsenergia lUlekande) kaudu.

TagMan sondid on sellise kujundusega, et need tugevnevad praimerite kindla komplektiga vGimendatud DNA piirkonnas. Kui Tag DNA
poliimeraas pikendab praimerit ja stinteesib uue ahela, siis Tag DNA polimeraasi 5 kuni 3’ eksonukleaasi aktiivsus lagundab matriitsiga
kokkusulanud sondi. Sondide lagundamine vabastab fluorofoori ja kaotab vahetu ldheduse kustutiga, valtides sellega FRET-ist tulenevat
kustutusmdju ja voimaldades fluorofoori fluorestsentsi tuvastada. Tuvastatud tekkinud fluorestsentsisignaal on otseselt proportsionaalne
vabanenud fluorofooriga ja seda saab korreleerida olemasoleva sihtmark-DNA hulgaga.

EBV DNA tuvastamiseks kasutatakse fluorofooriga (lainepikkusel 490/521) 5’-otsas ja tumeda kustutiga 3’-otsas margistatud sondi TagMan. SPC1
tuvastamiseks on sond TagMan margistatud alternatiivse fluorestsentsvarviga (535/556 nm) 5’-otsas ja tumeda kustutiga 3’-otsas. Seadme
NeuMoDx System tarkvara jalgib iga amplifitseerimistsikli I6pus TagMani sondide poolt emiteeritud fluorestsentssignaali. Kui amplifikatsioon on
I1&pule jdudnud, analttsib seadme NeuMoDx System tarkvara andmeid ja esitab tulemuse (POSITIVE (POSITIIVNE) / NEGATIVE (NEGATIIVNE) /
INDETERMINATE (MAARAMATU) / UNRESOLVED (LAHENDAMATA)). Kui tulemus on POSITIVE (POSITIIVNE), siis seadme NeuMoDx System tarkvara
esitab Uhtlasi prooviga seotud kvantitatiivse vadrtuse voi teatab, kui arvutatud kontsentratsioon jadb valjapoole kvantitatiivse madramise piire.

REAKTIIVID/KULUKAUBAD

Kaasasolevad materjalid

REF Sisukord Teste iihikus Teste pakis

NeuMoDx EBV Quant Test Strip

201500
EBV- ja SPC1-spetsiifilist TagMan sondi ja praimereid sisaldavad kuivatatud PCR-reaktiivid.

16 96

Muud vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid (saadaval eraldi ettevéttelt NeuMoDx)

REF Sisukord

NeuMoDx Extraction Plate

100200
Kuivatatud paramagnetilised osakesed, liiiitiline ensiilim ja proovi téétlemise kontrollid

NeuMoDx EBV Calibrators

800500 EBV kérgete ja madalate kalibraatorite iihekordsed komplektid, et mddrata standardkdvera kehtivus

NeuMoDx EBV External Controls
900501 Uhekordselt kasutatavad EBV positiivsete ja negatiivsete kontrollide komplektid, et méérata analiiiisi NeuMoDx EBV Quant Assay
pdevane kehtivus

400900 NeuMoDx Lysis Buffer 5

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Filtriga otsakud Hamilton CO-RE/CO-RE Il (300 pl)

235905 Filtriga otsakud Hamilton CO-RE/CO-RE Il (1000 pl)

Vajalikud mééteseadmed
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] vdi NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD

® Analitis NeuMoDx EBV Quant Assay on kasutamiseks in vitro diagnostikas ainult seadmega NeuMoDx Systems.

® Proove tuleb alati kdidelda nakkusohtlikena ja kooskdlas ohutute laboriprotseduuridega, mida on kirjeldatud sellistes valjaannetes,
nagu Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories® ja CLSI dokumendis M29-A4.°

® Positiivne tulemus viitab EBV DNA esinemisele.

® Anallusi NeuMoDx EBV Quant Assay tohivad kasutada ainult seadme NeuMoDx System kasutamise alase ja nakkusohtlike
materjalide kdsitsemist puudutava véljaéppe saanud to6tajad.

® Arge kasutage reaktiive v8i kulukaupa parast margitud kdlblikkuskuupieva.
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® Arge kasutage (ihtegi reaktiivi, kui turvasulgur on katki v&i kui pakend on saabumisel kahjustatud.

® Arge kasutage kulukaupu ega reaktiive, kui kaitsekott on saabumisel avatud vai katki.

® Enne kui testi tulemusi saab kliinilistele proovidele kohaldada, peab olemas olema kehtiv testi kalibreerimine (selleks té6deldakse
korgeid ja madalaid kalibraatoreid NeuMoDx EBV Calibrator [REF 800500]).

® Viliseid kontrolle NeuMoDx EBV External Control [REF 900501] tuleb kogu analliisiga NeuMoDx EBV Quant Assay testimise valtel iga
24 tunni jarel toodelda.

® Sekundaarsete alikvootide proovi vaikseim maht séltub allpool maaratletud katsuti suurusest / proovikatsuti kandjast.
Kindlaksmaaratud miinimumist viiksem maht v&ib p&hjustada tdrke ,, Quantity Not Sufficient” (Kogus pole piisav).

® Valel temperatuuril voi Ule kindlaksmaaratud sdilitusajaga proovide kasutamine v8ib pShjustada kehtetuid vdi ekslikke tulemusi.

® Viltige alati kdikide reaktiivide ja kulukaupade saastumist mikroobide ja desoksuribonukleaasidega (DNaas). Soovitatav kasutada
steriilseid DNaasi-vabu Gihekordseid lilekandepipette. Kasutage iga proovi jaoks uut pipetti.

®  Saastumise viltimiseks drge kasitsege ega eraldage parast amplifikatsiooni iihtegi kassetti NeuMoDx Cartridge. Arge mingil juhul
votke kassette NeuMoDx Cartridges bioohtlike jaatmete mahutist (NeuMoDx 288 Molecular System) ega bioohtlike jaatmete ndust
(NeuMoDx 96 Molecular System). Kassett NeuMoDx Cartridge on loodud saastumise valtimiseks.

® Juhtudel, kui laboris analliusitakse ka avatud katsuti PCR-teste, tuleb hoolitseda selle eest, et testribad NeuMoDx EBV Quant Test
Strip, testimiseks vajalikud tdiendavad kulukaubad ning reaktiivid, isikukaitsevahendid, nt kindad ja laborikitlid ning seade NeuMoDx
System ei saastuks.

®  NeuMoDx reaktiivide ja kulukaupade kasitsemisel tuleb kanda puhtaid, pulbrivabu nitriilkindaid. Arge puudutage kasseti NeuMoDx Cartridge
tlemist pinda, testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip vdi ekstraheerimisplaadi NeuMoDx Extraction Plate fooliumtihendi pinda ega
lttsimispuhvri NeuMoDx Lysis Buffer 5 mahuti tGlemist pinda; kulukaupu ja reaktiive tuleks kasitseda ainult kiilgpindu puudutades.

® Ohutuskaardid (Safety Data Sheets, SDS) on saadaval ndudel.

® Pdrast testi tegemist peske hoolikalt kasi.

[ ]

Arge pipeteerige suu abil. Arge suitsetage, jooge ega s6dge kohtades, kus kiideldakse proove vdi reaktiive.

Utiliseerige kasutamata reaktiivid ja jaatmed vastavalt riigi, foderaal-, provintsi, osariigi ja kohalikele seadustele.

TOOTE SAILITAMINE, KASITSEMINE JA STABIILSUS

Testribad NeuMoDx EBV Quant Test Strips on esmases pakendis stabiilsed temperatuuril 18-23 °C kuni toote vahetul etiketil margitud
kdlblikkusaja I6puni.

Arge kasutage kulukaupu ega reaktiive parast margitud k&lblikkuskuupieva.
Arge kasutage iihtegi analiilisitoodet, kui visuaalsel vaatlusel on leitud esmase vdi sekundaarse pakendi kahjustusi.
Arge laadige uuesti ihtegi testitavat toodet, mis on varem laaditud teise seadmesse NeuMoDx System.

Parast laadimist vGib testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip jddda slisteemi NeuMoDx System 14 pdevaks. Laaditud testribade allesjaanud
sailivusaega jalgib tarkvara ja teatab kasutajale reaalajas. Stisteem soovitab testriba eemaldamist, mis on olnud kasutuses pérast selle
lubatud perioodi.

Kuigi kalibraatorid NeuMoDx EBV Calibrator ja valise kontrollid NeuMoDx EBV External Control ei ole nakkuslikud, tuleb kogu kasutamata
jadanud materjal kdrvaldada laboratoorse bioohtliku jddtmena, et vdhendada sisalduva sihtnukleiinhappega saastumise riski.

PROOVIKOGUMINE, TRANSPORTIMINE JA SAILITAMINE
Kdidelge koiki proove véimalike nakkusallikate edasikandjatena.

Arge kiilmutage tiisverd ega primaarsetes katsutites hoitud proove.

Plasmaproovide ettevalmistamiseks tuleks tdisverd koguda steriilsetesse katsutitesse, kasutades antikoagulandina EDTA-d. Jargige proovi
kogumiskatsuti tootja juhiseid.

Eespool nimetatud seadmetesse kogutud tédisverd v6ib enne plasma ettevalmistatamist séilitada ja/v&i transportida kuni 24 tundi
temperatuuril 2-25 °C. Plasma tuleb ettevalmistada vastavalt tootja juhistele.

Ettevalmistatud plasmaproove v&ib enne to6tlemist hoida seadmes NeuMoDx System kuni 8 tundi. Kui on vaja kauem hoida, on soovitatav
proovid enne jahutada vdi kiilmutada.

Ettevalmistatud plasmaproove tuleb hoida temperatuuril 2 kuni 8 °C mitte kauem kui 7 pdeva enne testimist ja toatemperatuuril kuni 8 tundi.

Ettevalmistatud plasmaproove vdib temperatuuril < —20 °C enne t66tlemist sdilitada plasma korral kuni 8 nadalat; plasmaproove ei tohi olla
enne kasutamist enam kui 2 korda kiilmutada/sulatada.

o Kui proovid kiilmutada, laske proovidel toatemperatuuril (15-30 °C) tdielikult Ules sulada; keerutage Idhtemahutis, et saada
Uhtlaselt jaotunud proov.

o Kui kiilmunud proovid on ules sulanud, tuleb testida 8 tunni jooksul.
Proovide tarnimisel tuleb need pakendada ja margistada vastavalt kehtivatele riiklikele ja/vdi rahvusvahelistele eeskirjadele.
Sildistage proovid selgelt ja ndidake, et need proovid on EBV testimiseks.
Minge edasi jaotisesse Testi ettevalmistamine.
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Analiitisi NeuMoDx EBV Quant Assay kasutamise Uldine protsess on kokku véetud allpool joonisel 1.

ANALUUSI NEUMODX EBV
QUANT ASSAY KASUTAMINE

Laadige testispetsiifilised reaktiivid

Laadige vajalikud kulukaubad, kui latsimispuhver

NeuMoDx tarkvara nduab

o NeuMoDx Lysis Buffer 5 testribad
e NeuMoDx EBV Quant Test Strips

Toodelge

kalibraatoreid
NeuMoDx EBV
Calibrator

Kas
kalibraatorid
kehtivad?

Toodelge valiseid
kontrolle
NeuMoDx EBV
External Control

Kas
kontrollid on

Joonis 1. Anallilisi NeuMoDx EBV Quant Assay kasutamise to6voog

KASUTUSJUHEND

Testi ettevalmistamine

Korrake iga 90
pieva tagant VOI kui
kasutate uue
testriba NeuMoDx
EBV Quant Test Strip

partiid

Korrake iga 24 tunni
tagant

1. Kandke proovikatsutile, mis ihildub seadmega NeuMoDx System, proovi vootkoodisilt.

2. Viige plasmaalikvoot vo6tkoodiga proovikatsutisse, mis tihildub seadmega NeuMoDx System vastavalt allpool maaratletud mahtudele:

e Proovikatsuti kandja (32 katsutile): 11-14 mm Iabimd6t ja 60-120 mm kdrgus; minimaalne > 400 ml
e Proovikatsutikandja (24 katsutile): 14,5-18 mm labimd&t ja 60—120 mm kdrgus; minimaalne = 850 ml

Seadme NeuMoDx System kasutamine

Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadmete NeuMoDx 288 ja 96 Molecular Systems kdsiraamatuid; (tootekood 40600108 ja 40600317)

1. Taitke Uks vi enam slisteemi NeuMoDx System testribakandjat testriba(de)ga NeuMoDx EBV Quant Test Strip ja kasutage puuteekraani, et

laadida testribakandja(d) stisteemi NeuMoDx System.

2. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda soovitab, lisage vajalikud kulukaubad seadme NeuMoDx System tarbitavatele kandjatele ja
kasutage puutetundlikku ekraani kandja(te) laadimiseks seadmesse NeuMoDx System.

3. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda soovitab, siis asendage reaktiivid NeuMoDx Wash Reagent ja NeuMoDx Release Reagent,

tihjendage vastavalt praimingujdatmete voi bioohtlike jadtmete nSuetele.

4. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda soovitab, td6delge seadmeid Calibrators [REF 800500] ja/vdi External Controls [REF 900501]

vastavalt vajadusele. Rohkem teavet kalibraatorite ja kontrollide kohta leiab jaotisest Tulemuste t6étlemine.
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Laadige proovi-/kalibraator-/kontrollkatsuti(d) standardsesse 32-kohalisse proovikatsutikandjasse ja veenduge, et kdigilt proovikatsutitelt
oleksid korgid eemaldatud.

6. Asetage proovikatsutikandja automaatlaadija riiuli mis tahes vabale kohale ja kasutage puutetundlikku ekraani kandja laadimiseks

seadmesse NeuMoDx System. Sellega kaivitatakse tuvastatava(te) testi(de) jaoks laaditud proovide to6tlemine.
PIIRANGUD

e Testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip saab kasutada ainult seadmel NeuMoDx Systems.

e Testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip toimivust on kinnitatud plasmaproovide puhul, mis on ette valmistatud taisverest, mille kogumisel
on kasutatud antikoagulandina EDTA-d. Testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip kasutamist muude kliiniliste proovidega ei ole hinnatud ja
toimivusnaitajad on muud tutipi proovide korral teadmata.

e Kuna EBV tuvastamine séltub proovis esinevate viiruste arvust, séltuvad usaldusvadarsed tulemused proovide nduetekohasest kogumisest,
kaitlemisest ja sailitamisest.

e Kalibraatorid ja vélised kontrollid tuleb t66delda vastavalt pakendis sisalduvatele soovitustele ja kui seda soovitab seadme NeuMoDx
System tarkvara enne tavaparaste kliiniliste proovide t66tlemist.

e Proovide ebadige kogumise, kaitlemise, sdilitamise, tehniliste vigade voi proovikatsuti segiajamise korral vdivad tekkida valed tulemused.
Lisaks voivad tekkida valenegatiivsed tulemused, kuna proovides leiduvate viiruseosakeste arv on vdiksem kui analtitisi NeuMoDx EBV
Quant Assay tuvastuspiir.

e Siusteemi NeuMoDx System tohib kasutada ainult siisteemi NeuMoDx System kasutamise valjadppe saanud personal.

e Kui nii EBV sihtmargi kui ka SPC1 sihtmérgi amplifikatsiooni ei toimu, esitatakse kehtetu tulemus — Indeterminate (Maaramatu) voi
Unresolved (Lahendamatu) ja testi tuleb korrata.

e  Kui anallilsi NeuMoDx EBV Quant Assay tulemus on Positive (Positiivne), kuid kvantitatiivne vaartus on alla kvantitatiivse maaramispiiri,
teavitab seade NeuMoDx System, kas tuvastatud EBV vaartus oli allpool kvantitatiivse alampiiri (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) v&i
tlalpool kvantitatiivse Glempiiri (Upper Limit of Quantitation, ULoQ).

e  Kui tuvastatud EBV on allpool LLoQ-d, vdib analtiisi NeuMoDx EBV Quant Assay korrata (soovi korral) proovi teise alikvoodiga.

e  Kuituvastatud EBV on Ulalpool ULoQ-d, vdib analiitisi NeuMoDx EBV Quant Assay korrata algse proovi lahjendatud alikvoodiga. Soovituslik
lahjendamise suhe on 1:100 vdi 1:1000 EBV negatiivse plasma vdi lahjendajaga Basematrix 53 Diluent (Basematrix, SeraCare, Milford, MA).
Susteem arvutab originaalproovi kontsentratsiooni automaatselt jargmisel viisil. Proovi algne kontsentratsioon = log10 (lahjendusaste) +
teatatud lahjendatud proovi kontsentratsioon, kui lahjendusaste on enne kordamist tarkvaras Gigesti valitud.

e PCR-inhibiitorite juhuslik esinemine plasmas v&ib tekitada siisteemis kvantiteerimisvea; sellisel juhul on soovitatav, et testi korratakse sama
prooviga, mida on lahjendatud lahjendajaga Basematrix suhte juures 1:10 vdi 1:100.

e Positiivne tulemus ei tahenda tingimata aktiivse viirusnakkuse esinemisele. Positiivne tulemus pigem viitab Epstein-Barri viiruse DNA
esinemisele.

e  Kuigi selle tdendosus on vaga madal, vGivad analiiisi NeuMoDx EBV Quant Assay sihtmargiks olevates EBV genoomi konserveerunud
piirkondades esinevad deletsioonid v8i mutatsioonid mdjutada testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip abil tuvastamist v&i viia ekslike
tulemusteni.

e Analiitsi NeuMoDx EBV Quant Assay tulemusi tuleb kasutada kliiniliste vaatluste ja muu arstile kdttesaadava teabe tdiendusena; analis ei
ole ette ndhtud nakkuse diagnoosimiseks.

e Saastumise valtimiseks on soovitatav hea laboritava, sealhulgas kinnaste vahetamine erinevate patsiendiproovide kditlemise vahel.
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Kattesaadavaid tulemusi saab vaadata vdi printida seadme NeuMoDx System puuteekraani akna Results (Tulemused) vahekaardilt ,Results”

(Tulemused).

Seadme NeuMoDx System tarkvara genereerib anallitisi NeuMoDx EBV Quant Assay tulemused automaatselt, kasutades otsustusalgoritmi ja
tulemuste to6tlemise parameetreid, mis on toodud NeuMoDx EBV analtitsi definitsiooni failis (EBV Assay Definition File, EBV ADF). Anallisi
NeuMoDx EBV Quant Assay tulemus vdib olla esitatud kui Negative (Negatiivne), Positive (Positiivne) koos EBV kontsentratsiooniga, Positive
(Positiivne) tlalpool ULoQ-d, Positive (Positiivne) allpool LLoQ-d, Indeterminate (Maaratlematu) vdi Unresolved (Lahendamatu) vastavalt sihntmargi
ja proovi tootlemise kontrolli amplifikatsiooni seisule. Tulemused esitatakse otsusetegemise algoritmi pdhjal, mis on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. Analttsi NeuMoDx EBV Quant Assay otsusetegemise algoritm

Tulemus

EBV

Proovi tootlemise kontroll
(Sample Process Control, SPC1)

Positive (Positiivne)

[2 < Ct<9 AND (JA) EPR > 2 AND (JA) EP > 1500]
OR (VOI)
[9 < Ct < 38 AND (JA) EP > 1500]

Pole kohaldatav

Positive (Positiivne), iile kvantitatiivse
tilempiiri [Upper Limit of Quantitation,
ULoQ] (logio IU/ml)

[CONC] (KONTSENTRATSIOON) > 8,0 logio IU/ml,
NO QUANT (ILMA KVANT.)

Pole kohaldatav

Positive (Positiivne), alla kvantitatiivse
alampiiri [Lower Limit of Quantitation,
LLoQ] (logzo IU/ml)

[CONC] (KONTSENTRATSIOON) < 2,3 logo IU/ml,
NO QUANT (ILMA KVANT.)

Pole kohaldatav

Negative (Negatiivne)

EI KOHALDATA OR (VOI)
[2 < Ct<9 AND (JA) EPR < 2]
OR (VOI)
[9 < Ct < 38 AND (JA) EP < 1500] OR (VOI) Ct > 38

AMPLIFIED (AMPLIFITSEERITUD)
(29 < Ct < 35)
ja
EP > 2000

Indeterminate (M&aaramatu)

NOT AMPLIFIED/ System Errors Noted (MITTEAMPLIFITSEERITUD,
Tuvastati slisteemivead)

Unresolved (Lahendamata)

NOT AMPLIFIED/No System Errors Noted (MITTEAMPLIFITSEERITUD,
Susteemivigu ei tuvastatud)

EP = End Point Fluorescence (I8pp-punkti fluorestsents) parast alusjoone suhtes korrigeerimist; EPR = End Point Fluorescence Ratio (13pp-
punkti fluorestsentsi maar); C:= Cycling Threshold (tstiklimise lavi);
Quant = arvutatud olemasoleva EBV kvantiteet, viljendatud thikuga logio IU/ml. Vaadake allpool testi arvutamist.

Testi arvutamine

1. Proovide puhul, mis on analtitisi NeuMoDx EBV Quant Assay kvantitatiivses maaramisvahemikus, arvutatakse proovide EBV DNA
kontsentratsioon, kasutades salvestatud standardk&verat koos kalibreerimiskoefitsiendiga.

a. Kalibreerimiskoefitsient arvutatakse téodeldud kalibraatorite NeuMoDx EBV Calibrators tulemuste pdhjal, et tagada
standardkdvera kehtivus testribade NeuMoDx EBV Quant Test Strip iga partii spetsiifilises seadmes NeuMoDx System.

b. Kalibreerimiskoefitsient hdimatakse slisteemi poolt automaatselt EBV DNA kontsentratsiooni [6pliku maaramisse.

2. Analiiisi NeuMoDx EBV Quant Assay tulemused esitatakse tihikutes logio IU/ml.

3. Saadav tundmatute proovide kvantitatiivse maaramise tulemus on jalgitav WHO Epstein-Barri viiruse nukleiinhapete
amplifitseerimismeetodite 1. rahvusvahelise standardini.

Testi kalibreerimine

Proovide EBV DNA kvantifitseerimiseks on vaja teha standardkdvera pdhjal nGuetekohane kalibreering. Kehtivate tulemuste genereerimiseks peab
testi kalibreerima, kasutades ettevotte NeuMoDx Molecular, Inc. varustatud kalibraatoreid.

Kalibraatorid

1. Kalibraator NeuMoDx EBV Calibrator [REF 800500] sisaldab mittenakkusohtlikke kapseldatud EBV sihtmarke lahjendis Basematrix.

2. EBV kalibraatorite komplekti toGtlemine on vajalik iga uue testribade NeuMoDx EBV Quant Test Strips partii korral, uue EBV anallusi
definitsiooni fail laadimisel seadmesse NeuMoDx System, parajasti kasutusel olete kalibraatorite komplekti kehtivusaja I6ppemisel (hetkel
seatud 90 paevale) vdi kui seadme NeuMoDx System tarkvara muudetakse.

3. Seadme NeuMoDx System tarkvara teavitab kasutajat, kui kalibraatoreid tuleb to6delda. Testribade uut partiid ei saa testimiseks kasutada,

kuni kalibraatorid on edukalt t66deldud.

4. Kalibraatorite kehtivus maaratakse jargnevalt.

a) Kahe kalibraatori komplekti — k&rge ja madal — tuleb kehtivuse maaramiseks toédelda.
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b) Kehtivate tulemuste genereerimiseks peab vahemalt kaks kolmest kordusest andma tulemuse eelnevalt maaratletud parameetrite
piires. Madala kalibraatori nominaalne sihtmark on 4 logio IU/ml ja kdrge kalibraatori nominaalne sihtméark on 6 logio IU/ml.

c) Kalibreerimiskoefitsient arvutatakse, et v&tta arvesse testribade partiide vahelised ootuspéarased erinevused. Seda
kalibreerimiskoefitsienti kasutatakse, et maarata I6plik EBV kontsentratsioon.

5. Kui Ghe vdi mdlema kalibraatori kehtivuse kontroll ebaénnestub, siis to6delge ebadnnestunud kalibraatorit/kalibraatoreid uuesti, kasutades
uut viaali. Juhul kui Gihe kalibraatori kehtivuse kontroll ebadnnestub, saab korrata ainult ebadnnestunud kalibraatori kontrolli, kuna stisteem
ei ndua kasutajalt mdlema kalibraatori uuesti kasutamist.

6. Kui kalibraator(ite) kehtivuse kontroll ebadnnestub kaks korda jarjest, vStke Gihendust ettevéttega NeuMoDx Molecular, Inc.

Kvaliteedikontroll

Kohalikud eeskirjad mé&aravad tavaliselt, et labor vastutab kontrolliprotseduuride eest, millega jalgitakse kogu analiilsiprotsessi tapsust ja
kordustdpsust, ning peab méaarama kontrollmaterjalide testimise arvu, tiilibi ja sageduse, kasutades kontrollitud toimivusspetsifikatsioone
modifitseerimata, heakskiidetud testsiisteemi jaoks.

Vilised kontrollid

1. Ettevote NeuMoDx Molecular, Inc. pakub valise kontrolli materjale, mis sisaldavad terviklikku mittenakkuslikku kapseldatud EBV viirust
Basematrix lahuses positiivsete kontrollidena, komplektina NeuMoDx EBV External Controls [REF 900501].

2. Positiivsed ja negatiivsed vélised kontrollid tuleb to6delda iga 24 tunni tagant. Kui kehtiv valiste kontrollide komplekt puudub, nduab seade
NeuMoDx System tarkvara kasutajalt kontrollide to6tlemist, et proovi tulemusi saaks esitada.

3. Kui on vaja valiseid kontrolle, vdtke valiste kontrollide komplekt kiilmikust vélja ja laske viaalidel toatemperatuuril (15-30 °C) sulada.
Keerutage homogeensuse saamiseks &rnalt lahtemahutis.

4. Kasutades puuteekraani ja automaatlaadija riiulile paigutatud proovikatsutikandjat, laadige positiivse ja negatiivse kontrollproovi viaalid
seadmesse NeuMoDx System. Seade NeuMoDx System tunneb ara vootkoodi ja alustab proovikatsutite to6tlemist, valja arvatud juhul, kui
testimiseks vajalikud reaktiivid vdi kulukaubad pole saadaval.

5. Seade NeuMoDx System hindab valiste kontrollide kehtivust eeldatava tulemuse p&hjal. Positiivne kontrollproov peab andma tulemuse EBV
Positive (EBV-positiivne) ja negatiivne kontrollproov peab andma tulemuse EBV Negative (EBV-negatiivne).

6. Valiste kontrollide vastukaivaid tulemusi tuleks kasitleda jargnevalt.

a) Negatiivse kontrollproovi katsetulem Positive (Positiivne) nditab proovi saastumise probleemi.

b) Positiivse kontrollproovi katsetulem Negative (Negatiivne) vdib osutada reaktiiviga voi instrumendiga seotud probleemile.

c) Kummalgi Glaltoodud juhul korrake ebadnnestunud valist kontrolli (kontrolle) NeuMoDx EBV External Control varskelt sulatatud
viaali(de)ga, mille kontroll(id) ei ole kehtivuse testi labinud.

d) Kui positiivne valine kontroll NeuMoDx EBV External Control annab uuesti tulemuse Negative (Negatiivne), votke ihendust seadme
NeuMoDx klienditoega.

e) Kui negatiivne kontroll NeuMoDx EBV External Control annab jatkuvalt tulemuse Positive (Positiivne), proovige eemaldada kéik
vdimalikud saastamise allikad, sh asendage enne ettevdtte NeuMoDx klienditeenindusega ihendust vdtmist KOIK reaktiivid ja
kulukaubad.

Prooviprotsessi (sisemised) kontrollid

Eraldusplaati NeuMoDx Extraction Plate on katketud eksogeenne proovi to6tlemise kontroll (Sample Process Control, SPC1) ning see labib iga
prooviga kogu nukleiinhappe ekstraheerimise ja reaalaja PCR amplifikatsiooni protsessi. Iga testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip sisaldab ka
praimereid ja SPC1l-spetsiifilist sondi, mis véimaldavad mitmekordse reaalajas PCR-i kaudu tuvastada SPC1 ja sihtmargiks oleva EBV DNA-d
(olemasolu korral). SPC1 amplifikatsiooni tuvastamine vGimaldab seadme NeuMoDx System tarkvaral jalgida DNA ekstraheerimise ja PCR-i
amplifikatsiooniprotsesside tShusust.

Kui seadmel NeuMoDx System tehtud analiiis NeuMoDx EBV Quant Assay ei anna kehtivat tulemust, esitatakse see kas tulemusena Indeterminate
(Maaramatu) (IND) vdi Unresolved (Lahendamatu) (UNR) olenevalt tekkinud veatubist.

Kui proovi to6tlemisel tuvastatakse seadme NeuMoDx System t&rge, esitatakse tulemus IND. Kui esitatakse tulemus IND, on soovitatav teha
kordusanalus.

UNR-i tulemus esitatakse, kui ei tuvastata kehtivat EBV DNA vdi SPC1 amplifikatsiooni, mis viitab vGimalikule reaktiivi veale v&i inhibiitorite
esinemisele. Juhul, kui esitatakse UNR-i tulemus, on esimese sammuna soovitatav teha kordusanalliis. Kui kordustest ebadnnestub, vdib proovi
mistahes inhibeerivate mdjude vahendamiseks kasutada lahjendatud proovi.
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Analuitiline sensitiivsus — tuvastuspiir WHO standardi abil

Anallitsi NeuMoDx EBV Quant Assay analiiltiline sensitiivsus kinnitati EBV-negatiivsete plasmaproovide testimisega, mida rikastati WHO 1.
rahvusvahelise EBV nukleiinhappe amplifitseerimise meetodite standardi jargi lahja lahusega. Kinnituskatse tehti analiitisi NeuMoDx EBV Quant
Assay oodataval tuvastuspiiril (Limit of Detection, LoD) seadmes NeuMoDx Systems kogusega 200 IU/ml. LoD on defineeritud kui madalaim
tuvastamise sihttase > 95% juhtudest. Uuring korraldati mitmete sisteemide abil, kasutades erinevaid sobivaid seadme NeuMoDx reaktiivide
partiisid. Tuvastamismaarad on kujutatud tabelis 2.

Tabel 2. NeuMoDx EBV Quant Assay LoD maaramine; Plasmaproovide positiivne tuvastamismaar

PLASMA
Sihtkontsentratsioon N -
Kehtivate Positiivsete -
[IlU/ml] . Tuvastamismaar
testide arv arv
200 120 117 97,5%
0 60 0 0%

Analitiline sensitiivsus — kvantitatiivne alampiir (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)

Kvantitatiivne alampiir (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) on defineeritud alumise sihttasemena, mille juures saavutatakse tuvastus > 95%
juhtudel ja analtittiline koguviga (total analytical error, TAE) on < 1,0. Kinnitamaks, et analliisi EBV Quant Assay nii LoD kui ka LLoQ on 200 IU/ml,
kasutati TAE maaramiseks kokkulangevuse méaara uuringu tulemusi. Arvutatud TAE maaratleti kui:

TAE = nihe + 2*SD [Westgardi statistika]

Nihe on keskmise arvutatud kontsentratsiooni ja eeldatava kontsentratsiooni erinevuse absoluutvaartus. SD on proovi madratud kvantitatiivse
vaartuse standardhalve.

Tabel 3. NeuMoDx EBV Quant Assay LLoQ, koos nihke ja TAE-ga

Plasma
Sihtkont. Sihtkont. Keskmine Tuvastus
[Ilu/ml] [logio IU/ml] kont. %) SD Nihe | TAE
[logyo1U/ml]
200 2,30 2,35 97,5 0,28 0,05 0,61

Nende uuringute tulemuste pdhjal maarati analtitsil NeuMoDx EBV Quant Assay nii LoD kui ka LLoQ vaartuseks 200,0 1U/ml [2,30 logio IU/ml].

Kvantitatiivse tilempiiri (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) lineaarsus ja mdaramine

Anallitsi NeuMoDx EBV Quant Assay lineaarsus ja kvantitatiivne tlempiir (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) maérati plasmas, valmistades
lahuseseeriad, milles kasutati ettevdtte NeuMoDx kapseldatud EBV sihtmarkija positiivset kontrolli Exact EBV Positive Control (Exact Diagnostics,
Fort Worth, TX), mis on jélgitavad EBV jaoks WHO 1. rahvusvahelise standardini. Mitme EBV-negatiivse plasma tihendatud proovi abil valmistati 10
paneel, et luua testimispaneel kontsentratsioonivahemikus 2,0-8,0 logio IU/ml. Analiitisi NeuMoDx EBV Quant Assay seerumiproovide ULoQ
madarati tasemele 8,0 logio IU/ml. Standardkdvera lineaarsuse hindamiseks koostatud kinnituspaneel ja seadme NeuMoDx System teatatud EBV
analliisikontsentratsioonid vBrreldes oodatavate vadrtustega on esitatud joonisel 2.
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EBV plasma ekvivalentsuse graafik
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Joonis 2. Analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay lineaarsus

Analiiiitiline spetsiifilisus — ristreaktiivsus

Analutilist spetsiifilisust naidati, sdeludes 35 organismi, mida vdib leida vere-/plasmaproovidest, ja liigi suhtes, mis on fiilogeneetiliselt sarnased
EBV ristreaktiivsusele. Valmistati ette 5-6 organismist koosnevad kdrge kontsentratsiooniga Ghendatud proovid. Testitud organismid on naidatud
tabelis 4. Uhegi testitud organismi korral ei esinenud ristreaktiivsust, mis kinnitab analiiisi NeuMoDx EBV Quant Assay 100% analiiitilist
spetsiifilisust.

Tabel 4. Patogeenid, mida kasutatakse analldtilise spetsiifilisuse tdendamiseks

Mittesihtorganismid
. " s " Herpes Simplex viiruse | Clostridium Mycoplasma Streptococcus
BK polGiomaviirus 5. tltbi adenoviirus p P . yeop . P .
1. thip perfringens pneumoniae pneumoniae
. .. o Herpes Simplex viiruse | Enterococcus Neisseria Streptococcus
Tslitomegaloviirus C-hepatiidi viirus p P . P
2. tulp faecalis gonorrhoeae pyogenes
Inimese herpesviiruse Propionibacterium
e P Parvoviirus B19 Tuulerdugeviirus Escherichia coli P Aspergillus niger
6. tuup acnes
Inimese herpesviiruse " Klebsiella Salmonella . .
: . pesviiru JC-viirus HIV 1 ! ] . . Candida albicans
7. tulp pneumoniae typhimurium
Inimese herpesviiruse | Inimese HIV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
8. tuup papilloomiviirus 16 monocytogenes aureus neoformans
s Inimese Chlamydia Mycobacterium Staphylococcus
B-hepatiidi viirus : . . vat . y " ‘p v e u
papilloomiviirus 18 trachomatis avium epidermidis

Analuitiline spetsiifilisus — segava mdjuga ained, kommensaalsed organismid

Analitsi NeuMoDx EBV Quant Assay toimivust segava mdju esinemisel hinnati sihtmargiks mitteolevate organismide lisamisega, milleks kasutati
sama organismide Ghendatud proove nagu ristreaktiivsuse analiilisimisel, mis on loetletud Ulalolevas tabelis 4. Negatiivset EBV plasmat rikastati
4-7 organismist koosneva Ghendatud prooviga ja samuti EBV sihtmargiga kontsentratsioonis 3 logio IU/ml. Nende organismidega kokkupuutel ei
taheldatud olulist interferentsi, nagu naitas maaratud kvantitatiivse vaartuse halve kontrollproovidest, mis ei sisaldanud interferentsi tekitajat.

Analiiiitiline spetsiifilisus — segava mdjuga ained, endogeensed ja eksogeensed ained

Anallitsi NeuMoDx EBV Quant Assay toimivust hinnati EBV kliinilistes plasmaproovides levinud eksogeensete ja endogeensete segavate ainete
esinemisel. Nende hulka kuulusid nii verekomponentide liiga kdrged tasemed kui ka levinud viirusvastased ravimid ja immunosuperssandid, mis
on klassifitseeritud tabelis 5. Igat ainet lisati kinnitatud EBV-negatiivsesse inimese plasmasse, mida oli rikastatud 3 logio IU/ml EBV-ga ja proove
analliusiti segava mdju suhtes. Lisaks testiti vdimaliku interferentsi suhtes tavaparast haigusseisundis plasmat, mida seostatakse EBV nakkusega.
Kdigi testitud ainete keskmine kontsentratsioon ja nihked vorreldes kontrollproovidega, mida rikastati sama EBV tasemega, on esitatud tabelis 6.
Mitte Ukski eksogeenne ega endogeenne aine ei mdjutanud anallitisi NeuMoDx EBV Quant Assay spetsiifilisust.
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Tabel 5. Interferentsi testimine — eksogeensed ained (ravimiklass)
Kogum Ravimi nimi Klassifikatsioon Kogum | Ravimi nimi Klassifikatsioon
Asatiopriin Immunosupressant Trimetopriim Antibiootikum
- Tstiklosporiin Immunosupressant < Vankomditsiin Antibiootikum
go Foskarnet Viirusevastane (herpesviirused) gn Takroliimus Immunosupressant
) )
= Gantsiikloviir Viirusevastane (EBV) = Everoliimus Immunosupressant
.Va.llgantis.lklovnrves Viirusevastane (EBV) Klavulanaatkaalium Antibiootikum
inikkloriid
Prednisoon Kortikosteroid/immunosupressant Famotidiin Histamiini retseptori antagonist
~ Tsidofoviir Viirusevastane (EBV) Sulfametoksasool Antibiootikum
ugn Tsefotetaan Antibiootikum (laia toimespektriga) 'g Valatsiloviir Viirusevastane (herpesviirused)
)
x Tsefotaksiim Antibiootikum (laia toimespektriga) gn Letermoviir Viirusevastane (EBV)
£~ " T
Flukonasool Antifungaalne T!kart5|!I||n Antibiootikum
dinaatrium
Miukofenolaatmof "
otiil Immunosupressant Leflunomiid Immunosupressant
Mikofenolaatnaat
= . Immunosupressant
e rium
) Piperatsilliin Antibiootikum
()
x Siroliimus/Rapam
o Immunosupressant
Gtsiin
Tasobaktaam Modifitseeritud antibiootikum
Tabel 6. Interferentsi testimine — eksogeensed ja endogeensed ained
Keskmine kont. Nihe
Endogeenne
logio IU/ml logio IU/ml
Hemoglobiin 3,20 0,23
Triglltseriidid 3,15 0,28
Bilirubiin 3,48 -0,05
Albumiin 3,2 0,22
Keskmine kont. Nihe
Eksogeensed (ravimid)
logio IU/ml logio IU/ml
Kogum 1: asatiopriin, tstiklosporiin, foskarnet, gantsikloviir,
IR " 3,30 0,13
valgantsikloviirhtdrokloriid
Kogum 2: prednisoon, tsidofoviir, tsefotetaan, tsefotaksiim, flukonasool 3,22 0,21
Kogum 3: miukofenolaatmofetiil, miikofenolaat naatrium, piperatsilliin, 336 0,07
siroliimus/rapamtsiin, tasobaktaam ’ ’
Kogum 4: trimetopriim, vankomdtsiin, takroliimus, everoliimus,
) 3,32 0,11
klavulanaat-kaalium
Kogum 5: famotidiin, sulfametoksasool, letermoviir, valatsikloviir,
) [ A - 3,47 -0,10
tikartsilliin-dinaatrium, leflunomiid
Keskmine kont. Nihe
Haigusseisund
logio IU/ml logio IU/ml
Siisteemne erlitematoosne luupus (Systemic Lupus Erythematosus, SLE) 3,23 0,20
Tuumavastane antikeha (Antinuclear Antibody, ANA) 3,33 0,10
Reumatoidartriit (Rheumatoid Arthritis, RA) 3,19 0,24
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Laborisisene tdpsus

Analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay tdpsus maarati kontrolliga EBV Positive Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) ette valmistatud
4-liikkmelise paneeli 3 kordusega EBV proovide kolm korda p&evas testimisega, kasutades kahe paeva jooksul kaht seadet NeuMoDx 288 Systems
ja Uht seadet NeuMoDx 96 System. Madarati sarjasisene, pdevasisene ja slsteemisisene tapsus ja Uldiseks standardseks halbeks maarati
< 0,33 logio IU/ml. Néidati suurepéarast paevade- ja testidellest tdpsust, nagu on naidatud tabelis 7. Kasutajate vahel ei maaratud tapsust, kuna
kasutaja ei ole proovide t66tlemisel siisteemiga NeuMoDx System maadrava tahtsusega.

Tabel 7. Laborisisene tapsus — anallitis NeuMoDx EBV Quant Assay seadmetel NeuMoDx Systems

EBV sihtkont. Keskmine EBV kont. | Siisteemisisene Perioodil Ifi;::’;?st (LabliI::;?sZne)
[log1o 1U/ml] [logio IU/ml] SD Pieva SD D sD

52 5,30 0,27 0,25 0,25 0,27

4,2 4,25 0,21 0,21 0,12 0,21

3,2 3,38 0,22 0,20 0,20 0,22

2,7 3,03 0,30 0,30 0,30 0,33

Partiidevaheline reprodutseeritavus

Analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay partiidevaheline reprodusteeritavus maarati, hinnates kolme pohireaktiivide — testribade NeuMoDx EBV Quant Test
Strip ja lGtsimispuhvri Lysis Buffer 5 partiid — osana kvalifitseerumiskatsest (Qualification Testing, QT). Toimivuse hindamiseks kasutati 4-liikmelist EBV
positiivse plasma paneeli (tabel 8). AnalliUsiti partiide siseseid ja vahelisi varieeruvusi ja need tulemused on esitatud tabelis 8-9. Testribade NeuMoDx EBV
Quant Assay Test Strips maksimaalne Uldine kdrvalekalle oli 0,03 logi01U/ml ja maksimaalne tldine SD oli 0,20 logio IU/ml. Liitsipuhvri NeuMoDx Lysis Buffer
5 maksimaalne Uldine kdrvalekalle oli 0,12 logio1U/ml ja maksimaalne tldine SD oli 0,41 logio IU/ml. Partiides naidati samavaarset toimivust, kuna kdikide
paneeli liikmete kvantifitseerimise vaartused olid tolerantsi maara piires.

Tabel 8. Partiidevaheline reprodutseeritavus — NeuMoDx EBV Quant Assay, Test Strip

Keskmine EBV N
EBV sihtkont. (kehtivad . Partiidevaheline | Partiisisene —
kont. . Nihe Uldine SD
[Iu/ml] [logzo 1U/ml] tulemused partii SD SD
B1o kohta)
5,0 4,98 18 0,02 0,06 0,08 0,10
4,0 3,98 18 0,02 0,08 0,09 0,12
3,0 3,02 18 0,02 0,06 0,10 0,12
2,0 2,03 18 0,03 0,05 0,20 0,20

Tabel 9. Partiidevaheline reprodutseeritavus — NeuMoDx EBV Quant Assay, Lysis Buffer 5

Keskmine EBV N
EBV sihtkont. (kehtivad . Partiidevaheline | Partiisisene o
kont. .. Nihe Uldine SD
[logio IU/mI] [logzo 1U/ml] tulemused partii SD SD
kohta)
5,0 4,97 5 0,03 0,05 0,03 0,06
4,0 3,96 5 0,04 0,22 0,10 0,24
3,0 3,03 5 0,03 0,09 0,11 0,15
2,0 2,12 5 0,12 0,39 0,13 0,41

Proovi tootlemise kontrolli tohusus

Anallisiga NeuMoDx EBV Quant Assay on kaasas proovi protsessikontroll (Sample Process Control, SPC1), mis annab teavet protsessi
ebadnnestumise voi anallilisi toimimist mojutava parssiva toime kohta. Anallisi NeuMoDx CMV Quant Assay mudelina kasutades hinnati SPC1
efektiivsust plasmaproovide osas kriitilisi to6tlusetappide tdrkeid esindavates tingimustes, mis v&ivad tekkida proovide té6tlemise ajal ja mida
seadme NeuMoDx System toimimist kontrollivad sensorid véivad jétta tuvastamata. Tsitomegaloviiruse positiivseid (3 logio IU/ml) ja negatiivseid
proove testiti jargmistes tingimustes: inhibiitori olemasolu, pesulahuse kattesaadavuse piiramine ja pesureaktiivi eemaldamata jatmine.
Too6tluseetappide tdrkeid, mis mdjutasid negatiivselt viirusliku sihtmérgi tuvastamist/kvantifitseerimist, peegeldas SPC1 sihtmirk, nagu on
ndidatud tabelis 10. Kdigil testitud juhtudel naidati, et prooviprotsessi kontroll jaljendas protsessi ebaefektiivsust ja inhibiitorite olemasolu
adekvaatselt v3i eeldatav protsessi ebaefektiivsus ei avaldanud olulist negatiivset m&ju SPC1 ega viirusliku sihtmargi tuvastamisele ja
kvantifitseerimisele. Seega, SPC1 abil ndidati analiilsi toimimise efektiivset jalgimist seadmes NeuMoDx System.
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Tabel 10. Proovi tootlemise kontrolli tdhusus plasma viiruse DNA osas*

Testitud t66tlemisetapi Proovi té6tlemise kontrolli CMV sihtmargi e .
~ g L g L Analiitsi tulemus
torge 1 amplifikatsioonistaatus amplifikatsioonistaatus
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified
| Lah
(Inhibiitori sisaldus) (Mitteamplifitseeritud) (Mitteamplifitseeritud) Unresolved (Lahendamata)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified
(Pesemisreaktiivi ei ole) (Mitteamplifitseeritud) (Mitteamplifitseeritud) Unresolved (Lahendamata)
No Wash Blowout Positive (positiivne) kvantifitseerimine
(Pesemisreaktiivi Amplified (Amplifitseeritud) | Amplified (Amplifitseeritud) p.
e L kontrolli 0,3logio 1U/ml ulatuses
véljauhtumist ei toimu)

*Tsitomegaloviirust (Cytomegalovirus, CMV) plasmas kasutati proovi protsessi kontrolli efektiivsuse hindamise mudelsiisteemina.

Ristsaastumine

Plasmaproovide ristsaastumise maar tuvastati sarnase vere kaudu leviva DNA-viiruse, tsitomegaloviiruse (CMV) kdrge positiivse ja negatiivse
sisaldusega proovide vaheldumisi to6tlemisega. Tehti kolm sellist kontrolltestide komplekti, milles kasutati kokku 108 kordust CMV-negatiivse
plasmaga ja 108 kordust CMV-ga rikastatud plasmaga koguses 6,0 logio IU/ml. K&ik 108 negatiivsete proovide kordustesti olid negatiivsed, mis
naitab, et kdikide analliside plasmaproovide to6tlemisel ei esinenud siisteemis NeuMoDx System ristsaastumist.

Proovimaatriksi ekvivalentsus

Testid tehti, et ndidata varskete ja kilmutatud plasmaproovide samavaarsust, kasutades mudelina sarnast vere kaudu levivat viirust, CMV-d.
Varskeid proove sdilitati 4 °C juures, kuni neid rikastati kolme eri CMV tasemega ja anallusiti samavaarsuse suhtes. Seejarel proovid kilmutati
vahemalt 24 tundi —20 °C juures . Parast kiilmutamisperioodi, sulatati proovid (les ja anallisiti uuesti. Varskete ja kiilmutatud plasmaproovide
tulemusi vorreldi eksivalentsuse osas regressioonanaltilisiga. Andmed nditasid varskete ja kiilmutatud plasmaproovide suureparast samavaarsust,
millel oli kaldenurk 1,0 ja vdga vaike korvalekalle (Idikepunkt), nagu on esitatud allpool tabelis 11.

Tabel 11. Proovimaatriksi ekvivalentsus

Parameetri n6ue Varske vs. kiilmutatud EDTA
Tous [0,9-1,1] 1,000
L&ikepunkt < 0,5 logio IU/ml 0,020
p-vaartus > 0,05 0,631

Kvantifitseerimistulemuste iseloomustus
Anallitisi NeuMoDx EBV Quant Assay kvantitatiivset tulemuslikkust iseloomustati, té6deldes seadmega NeuMoDx Molecular Systems kaht
kaubanduslikult saada olevat EBV kontrollimise paneeli ettevdtetelt AcroMetrix ja Exact Diagnostics (jalgitav 1. WHO EBV rahvusvahelise

standardini).

Analutisi NeuMoDx EBV Quant Assay ja kahe kaubanduslikult saadaoleva EBV kontrollpaneeli vahel saadi suureparane korrelatsioon (joonis 3), kui
neid analliusiti kas Demingi regressiooni (joonis 3A) vBi Passing-Babloki meetodiga (joonis 3B).
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EBV kvantifitseerimise
ekvivalentsuuring

EBV kvantifitseerimise
ekvivalentsuuring

y =0,924x + 0,221 °

y=0,919x + 0,189

[ 1]
NeuMoDx EBV Assay (logio IU/ml)

EBV konts. Kvantifitseeritud anallisiga

0 t t t 0 t t :
] 2 4 6 0 2 4 6

A EBV konts. Kvantifitseeritud kaubanduslikult B.
: saada olevate paneelidega (logio IU/ml)

EBV konts. Kvantifitseeritud anallilisiga
NeuMoDx EBV Assay (logio 1U/ml)
w

EBV konts. Kvantifitseeritud kaubanduslikult
saada olevate paneelidega (logio 1U/ml)

Joonis 3. Ettevotete AcroMetrix ja Exact Diagnostics kontrollpaneelide ekvivalentsus analiiiisi NeuMoDx EBV Quant Assay.

A. Lineaarne regressioonanaliilis Demingi meetodiga. B. Lineaarne regressioonanaliiiis Passing-Babloki meetodiga.

Demingi regressiooni sobivust nditavad tdusu koefitsient 0,92 ja I8ikepunkt (nihe) 0,22, mis naitab, et analtlisiga NeuMoDx EBV Quant Assay ja
EBV kontrollpaneelidega saadud kontsentratsioonivadrtused on korrelatsioonis ja sobiva nihkega. Passing-Babloki lineaarne sobivus toetab ka
analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay ja EBV kontrollpaneelide abil saadud tulemuste korrelatsiooni olulisust, mille tildine tSusu koefitsient on 0,92
ja 16ikepunkt (k&rvalekalle) on 0,19. Passing-Babloki analuiisi p-vaartuseks arvutati 0,40.

Tabel 12. Demingi ja Passing-Babloki lineaarse regressiooni analiiliside kokkuvéte

Demingi analiiiis

Passing-Babloki analiilis

LSikepunkt

Tousu koefitsient

LGikepunkt

Tousu koefitsient

0,22
95% Cl (-0,11; 0,55)

0,92
95% Cl (0,86; 0,99)

0,19
95% ClI (-0,08; 0,41)

0,92
95% ClI (0,87, 0,99)
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