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POZOR: Samo za izvoz v ZDA
Za diagnosti¢no uporabo in vitro s sistemoma NeuMoDx 288 in NeuMoDx 96 Molecular Systems

Posodobljena navodila najdete na: www.giagen.com/neumodx-ifu
[:E] Za podrobna navodila glejte Prirocnik za uporabo sistema NeuMoDx 288 Molecular System; st. dela 40600108

Za podrobna navodila glejte Prirocnik za uporabo sistema NeuMoDx 96 Molecular System; st. dela 40600317

NAMEN UPORABE

Test NeuMoDx EBV Quant Assay je avtomatiziran in vitro test amplifikacije nukleinske kisline za kvantifikacijo DNK ¢loveskega virusa Epstein-Barr
(Epstein-Barr Virus, EBV) v plazmi. Test NeuMoDx EBV Quant Assay, implementiran v sistem NeuMoDx 288 Molecular System in NeuMoDx 96
Molecular System (NeuMoDx System(s)) vkljuCuje avtomatizirano ekstrakcijo DNK za izolacijo ciljne nukleinske kisline iz plazme in verizno reakcijo
s polimerazo (Polymerase Chain Reaction, PCR) v realnem ¢asu, ki targetira dve visoko ohranjeni regiji v genomu virusa Epstein-Barr.

NeuMoDx EBV Quant Assay je namenjen za in vitro zaznavo in kvantifikacijo DNK virusa Epstein-Barr v sveZih in zamrznjenih primerkih ¢loveske
plazme z uporabo sistemov NeuMoDx 288 in NeuMoDx 96 Molecular System. Test NeuMoDx EBV Assay je namenjen za uporabo pri diagnosticiranju
in spremljanju okuZb z EBV. Test se lahko uporablja za merjenje stopenj DNK EBV za oceno odziva na protivirusno zdravljenje. Ta test je namenjen
uporabi skupaj s klini¢no predstavitvijo in drugimi laboratorijskimi oznacevalci napredka bolezni za klini¢no upravljanje in nadzor okuzb z EBV. Test
ni namenjen kot presejalni test za prisotnost EBV v krvi ali krvnih produktih.

POVZETEK IN RAZLAGA

Za pripravo plazme se lahko uporabi ¢loveska polna kri, odvzeta v sterilne epruvete za odvzem krvi, ki vsebujejo EDTA kot antikoagulant. Za zacetek
testiranja se plazma v epruveti s primerki, zdruZljivi s sistemom NeuMoDx System, poloZi v prenosnik za epruvete s primerki in naloZi na delovno
mizo sistema NeuMoDx System. Za vsak primerek se zmesa 250 pl alikvota vzorca plazme s pufrom NeuMoDx Lysis Buffer 5, sistem NeuMoDx
System pa samodejno izvede vse korake, potrebne za ekstrakcijo ciljne nukleinske kisline, pripravi izolirano DNK za amplifikacijo s PCR v realnem
Casu ter amplificira in zazna produkte amplifikacije, ¢e so prisotni (dve visoko ohranjeni regiji v genomu EBV). Test NeuMoDx EBV Quant Assay
vklju€uje kontrolo obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1) za DNK za laZje spremljanje prisotnosti morebitno inhibitornih snovi ter napak
sistema NeuMoDx System ali reagentov, do katerih lahko pride med postopkoma ekstrakcije in amplifikacije.

EBV je obicajen DNK virus z dvojno vijacnico iz druZine ¢loveskih herpesvirusov, ki napadajo ljudi vseh starosti. Ocenjeno je, da je po svetu > 90 %
posameznikov bilo ali je okuZenih z EBV.! EBV se $iri s telesnimi tekocinami, kot je slina, kri, seme in presaditve organov. Stevilni ljudje se z EBV
okuZzijo v Casu otrostva. Ti posamezniki so obicajno asimptomatski, ¢eprav so okuzeni z EBV. Imunokompromitirani ljudje lahko razvijejo resnejse
simptome s komplikacijami zaradi okuzbe z EBV. Najvecje tveganje za paciente po presaditvi predstavlja latentna okuzba z EBV. Popresaditvene
limfoproliferativne motnje (Post-transplant Lymphoproliferative Disorder, PTLD) vklju¢ujejo tvorbo tumorjev zaradi EBV v B celicah zaradi ucinka
imunosupresivnih agentov na imunsko kontrolo EBV, enega najpomembnejsih vzrokov morbidnosti in smrtnosti pri pacientih, ki so vkljuceni v
kakrdnokoli presaditev organa.?

Uporaba nadzora virusnega bremena EBV omogoca nadzor in upravljanje PTLD, povezanega z EBV. Vendar pa zaznava nukleinske kisline EBV v krvi
ni zadostna diagnoza za PTLD, povezan z EBV. Za kliniéno upravljanje in nadzor pacientov, okuzenih z EBV, se naj testiranje nukleinske kisline
(Nucleic Acid Testing, NAT) uporablja samo skupaj s klini¢no prezentacijo in drugimi laboratorijskimi oznacevalci napredovanja bolezni. Medtem,
ko so trenutne smernice za upravljanje in zdravljenje okuzb z EBV pri imunokompromitiranih posameznikih dvoumne glede tega, kdaj zaceti
protivirusno terapijo, vse zahtevajo nadzor virusnega bremena enkrat, ko se protivirusna terapija pri¢ne, v pomoc pri lajsanju resnih stranskih
utinkov zdravil v takih populacijah.®*

NACELA POSTOPKA

Za izvedbo analize s testom NeuMoDx EBV Quant Assay na sistemu NeuMoDx System se uporablja testne trakove NeuMoDx EBV Quant Test Strip,
kalibratorje NeuMoDx EBV Calibrators, zunanje kontrole NeuMoDx EBV External Controls, pufer NeuMoDx Lysis Buffer 5 in reagente NeuMoDx za splosno
uporabo. NeuMoDx EBV Quant Assay zdruZuje samodejno ekstrakcijo, amplifikacijo in zaznavo DNK s PCR v realnem ¢asu. Primerki polne krvi za pripravo
plazme se odvzamejo v epruvete z EDTA. Primerek plazme v epruveti s primerki, zdruZljivi s sistemom NeuMoDx System, se za obdelavo vstavi v prenosnik
za epruvete s primerki in naloZi na delovno mizo sistema NeuMoDx System. Dodatno posredovanje upravljavca ni potrebno.

Sistemi NeuMoDx Systems za samodejno izvajanje lize celic, ekstrakcijo DNK in odstranjevanje inhibitorjev uporabljajo kombinacijo toplote, liti¢nih
encimov in ekstrakcijskih reagentov. Sproscene nukleinske kisline ujamejo paramagnetni delci. Delci z vezanimi nukleinskimi kislinami se vstavijo v
kartuso NeuMoDx Cartridge, kjer so nevezane komponente, ki niso DNK, dodatno izprane z reagentom za izpiranje NeuMoDx Wash Reagent,
vezana DNK pa se eluira z reagentom za sprostitev NeuMoDx Release Reagent. Sistemi NeuMoDx System nato uporabijo izluzeno DNK za rehidracijo
lastniskih reagentov za amplifikacijo NeuDry™, ki vsebujejo vse potrebne elemente za amplifikacijo PCR EBV tar¢ in SPC1. Pri rekonstituciji
reagentov PCR NeuDry sistem NeuMoDx System izvrZe meSanico, pripravljeno za PCR v NeuMoDx Cartridge. Amplifikacija in zaznava sekvenc DNK
kontrole in tarce (e so prisotne) se izvede v komori PCR kartuse NeuMoDx Cartridge. NeuMoDx Cartridge je zasnovana tudi, da vsebuje amplikon
po PCR v realnem casu, ki posledi¢no izloci tveganje kontaminacije po amplifikaciji.

Test NeuMoDx EBV Quant Assay cilja na dve visoko ohranjeni regiji v genomu EBV, BALF5 in BXFL1. Zasnova dvojne tarée zmanjsa tveganje laznih negativnih
rezultatov v primeru mutacije in posledi¢no poveca robustnost testa. Amplificirane tarc¢e so zaznane v realnem ¢asu s kemijo v Sobi za hidrolizo (splosno
imenovano kemija TagMan®) z uporabo fluorogenih oligonukleotidnih molekul Sobe, specifi¢nih za amplikone za njihove ustrezne tarce.
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TagMan 3obe so sestavljene iz fluorofora, ki je kovalentno vezan na 5’-koncu oligonukleotidne Sobe in dusilec na 3’-koncu. Dokler je Soba
nedotaknjena, sta fluorofor in dusilec v bliZini, zato molekula dusilca zadusi fluorescenco, ki jo fluorofor oddaja prek Forsterjevega resonanénega
prenosa energije (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

Sobe TagMan so zasnovane tako, da se prilegajo znotraj regije DNK, ki jo amplificira specifiéni komplet primerjev. Ko polimeraza
DNK Taq razsiri primer in sintetizira novo verigo, aktivnost eksonukleaze v smeri 5' proti 3' koncu polimeraze Taq DNA degradira $Sobo, ki se prilega
predlogi. Degradacija Sobe sprosti fluorofor in oddalji dusilec ter tako premaga ucinek dusenja zaradi Foérsterjevega resonancnega prenosa energije
(Forster Resonance Energy Transfer, FRET) ter omogoci zaznavo fluorescence v fluoroforu. Posledi¢ni zaznan fluorescentni signal je neposredno
sorazmeren spros¢enemu fluoroforu, ga je mogoce korelirati s koli¢ino prisotne ciljne DNK.

Soba TagMan, oznacena s fluoroforom (490/521 nm) na koncu 5’, temnim dusilcem na koncu 3’ pa se uporablja za zaznavanje DNK EBV. Za zaznavanje SPC1
je Soba TagMan oznacena z nadomestnim fluorescentnim barvilom (535/556 nm) na koncu 5'in s temnim dusilcem na koncu 3'. Programska oprema sistema
NeuMoDx System nadzoruje fluorescentni signal, ki ga oddajajo Sobe TagMan na koncu vsakega amplifikacijskega cikla. Ko je amplifikacija koncana,
programska oprema sistema NeuMoDx System analizira podatke in sporo¢i rezultat (POSITIVE (Pozitivno)/NEGATIVE (Negativno)/INDETERMINATE
(Nedolo¢en)/UNRESOLVED (Neresen)). Ce je rezultat POSITIVE (POZITIVNO), programska oprema sistema NeuMoDx System prav tako prikaze kvantitativno
vrednost, povezano z vzorcem oziroma sporoci, ¢e je izracunana koncentracija izven meje kvantifikacije.

REAGENTI/POTROSNI MATERIAL

PriloZeni materiali

REF. Vsebina Testi na enoto Testi na paket
201500 Neul\flol?x EBV annt Te.st Strip o . . ‘ o . 16 9%
Posuseni reagenti PCR, ki vsebujejo Sobo in primerje TagMan, specificne za EBV in SPC1.

Dodatni potrebni materiali, ki niso priloZeni (na voljo lo¢eno pri druzbi NeuMoDx)

REF. Vsebina

NeuMoDx Extraction Plate

100200 .. . ey - Lo
Posuseni paramagnetni delci, liticni encim in kontrole obdelave vzorca

NeuMoDx EBV Calibrators

800500 Kompleti visokih in nizkih kalibratorjev EBV za enkratno uporabo za dolocanje veljavnosti standardne krivulje

NeuMoDx EBV External Controls

1
90050 Kompleti pozitivnih in negativnih kontrol EBV za enkratno uporabo za doloc¢anje dnevne veljavnosti testa NeuMoDx EBV Quant Assay

400900 NeuMoDx Lysis Buffer 5

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

235903 Konice Hamilton CO-RE/CO-RE Il (300 pl) s filtri

235905 Konice Hamilton CO-RE/CO-RE Il (1000 pl) s filtri

Potrebni instrumenti
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] ali NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]

OPOZORILA IN VARNOSTNI UKREPI
® Test NeuMoDx EBV Quant Assay je namenjen samo za diagnosti¢no uporabo in vitro s sistemi NeuMoDx System.

® S primerki vedno ravnajte, kot da so kuzni in v skladu z varnimi postopki v laboratorijih, kot so tisti, opisani v Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories® in dokumentu CLSI M29-A4.°

® Pozitiven rezultat kaZe na prisotnost DNK EBV.

® Stestom NeuMoDx EBV Quant Assay lahko dela izkljuéno samo osebje, ki je usposobljeno za uporabo sistema NeuMoDx System in za
ravnanje z kuznima materiali.

® Ne uporabljajte reagentov ali potroSnega materiala po navedenem roku uporabe.
® Ne uporabljajte reagentov, Ce je varnostni pecat prelomljen oziroma Ce je embalaZa ob prejemu poskodovana.
® Ne uporabljajte potroSnega materiala ali reagentov, Ce je zascitna vrecka ob prejemu odprta ali poskodovana.

® Veljavna testna kalibracija (ustvarjena z obdelavo visokih in nizkih kalibratorjev NeuMoDx EBV Calibrators [REF 800500]) mora biti na
voljo, preden je mozno ustvariti rezultate testa za klini¢ne vzorce.
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Zunanje kontrole NeuMoDx EBV External Control [REF 900501] je treba obdelati vsakih 24 ur med testiranjem s testom NeuMoDx
EBV Quant Assay.

Minimalni volumen primerka sekundarnih alikvotov je odvisen od velikosti epruvete/prenosnika za epruvete s primerki, kot je dolo¢eno
spodaj. Ce je volumen pod navedenim minimumom, se lahko pojavi napaka »Quantity Not Sufficient« (Koli¢ina ni zadostna).

Ce so primerki shranjeni pri nepravilnih temperaturah ali dlje od navedenega obdobja shranjevanja, so rezultati lahko neveljavni ali napacni.

Vedno preprecite kontaminacijo katerega koli reagenta in potrosSnega materiala z mikrobi ali dezoksiribonukleazo (DNaza).
Priporocena je uporaba sterilnih pipet za prenos brez Dnaze. Za vsak primerek uporabite novo pipeto.

Kartuse NeuMoDx Cartridge po amplifikaciji ne prijemajte oziroma je ne odlomite, da se izognete kontaminaciji. Kartus NeuMoDx
Cartridge v nobenem primeru ne odstranjujte iz zabojnikov za bioloske odpadke (NeuMoDx 288 Molecular System) oziroma kosa za
bioloske odpadke (NeuMoDx 96 Molecular System). Kartusa NeuMoDx Cartridge je zasnovana tako, da preprecuje kontaminacijo.

Kadar laboratorij izvaja tudi teste PCR z odprtimi epruvetami, je treba zagotoviti, da NeuMoDx EBV Quant Test Strip, dodatni
potrosni material in reagenti, potrebni za testiranje, osebna zascitna oprema, kot so rokavice in laboratorijskih plasci, ter sistem
NeuMoDx System niso kontaminirani.

Pri ravnanju z reagenti in potroSnim materialom NeuMoDx uporabljajte Ciste nitrilne rokavice brez pudra. Bodite previdni, da se ne
dotaknete zgornje povrsine kartuse NeuMoDx Cartridge, povrsine tesnilne folije traka NeuMoDx EBV Quant Test Strip ali
ekstrakcijske plos¢e NeuMoDx Extraction Plate oziroma zgornje povrsine vsebnika pufra NeuMoDx Lysis Buffer 5; s potroSnim
materialom in reagenti ravnajte tako, da se dotikate samo stranskih povrsin.

Varnostni listi (Safety Data Sheets, SDS) so na voljo na zahtevo.
Po izvedbi testa si temeljito umijte roke.

Pipete ne uporabljajte z usti. Ne kadite, pijte ali jejte v obmodjih, kjer ravnate s primerki ali reagenti.
Neuporabljene reagente in odpadke zavrzite v skladu z drzavnimi, zveznimi, okrajnimi in lokalnimi predpisi.

SHRANJEVANJE, RAVNANIE IN STABILNOST IZDELKA

Trakovi NeuMoDx EBV Quant Test Strip so stabilni v prvotni embalaZi do navedenega roka uporabe na oznaki izdelka, ko je le-ta shranjen pri
temperaturi od 18 do 23 °C.

Ne uporabljajte potroSnega materiala in reagentov po poteku roka uporabe.
Ne uporabljajte nobenih testnih izdelkov, ¢e je primarna ali sekundarna embalaZza vidno poskodovana.
Ne uporabljajte nobenih testnih izdelkov, ki so bili predhodno naloZeni na drug sistem NeuMoDx System.

Ko je naloZen, lahko testni trak NeuMoDx EBV Quant Test Strip ostane v sistemu NeuMoDx System 14 dni. Programska oprema spremlja
preostali rok uporabnosti naloZenih testnih trakov in ga sporo¢a uporabniku v realnem ¢asu. Sistem bo pozval k odstranitvi testnega traku,
ki je v uporabi dlje, kot je dovoljeno.

Ceprav kalibratorji NeuMoDx EBV Calibrator in zunanje kontrole NeuMoDx EBV External Controls niso kuzni, jih je treba po uporabi zavreti
kot bioloski odpadek v laboratoriju, da se zmanjsa tveganje kontaminacije s ciljno nukleinsko kislino.

ZBIRANJE, TRANSPORT IN SHRANJEVANIJE PRIMERKOV
Z vsemi primerki ravnajte, kot da lahko prenasajo povzrocitelje okuzb.

V primarnih epruvetah ne zamrzujte polne krvi ali katerihkoli primerkov.

Za pripravo primerkov plazme je treba polno kri odvzeti v sterilne epruvete z EDTA kot antikoagulantom. Upostevajte navodila proizvajalca
epruvet za odvzem primerkov.

Polna kri, odvzeta v zgoraj navedenih napravah, je lahko pred pripravo plazme shranjena in/ali v transportu do 24 ur pri temperaturi 2 °C do
25 °C. Pripravo plazme je treba izvesti v skladu z navodili proizvajalca.

Pripravljeni primerki plazme lahko ostanejo v sistemu NeuMoDx System do 8 ur pred pricetkom obdelave. Ce je potrebno dalj$e obdobje
shranjevanja, priporo¢amo, da primerke shranite v hladilniku ali zamrzovalniku.

Pripravljeni primerki plazme so lahko shranjeni pri temperaturi med 2 in 8 °C najvec¢ 7 dni pred testiranjem ter najvec 8 ur pri sobni
temperaturi.

Pripravljene primerke plazme je mozZno shraniti pri temperaturah < -20 °C do 8 tednov pred obdelavo; primerki plazme pred uporabo ne
smejo biti podvrzeni veé kot 2 cikloma zamrzovanja/odtajanja.

o Ce so vzorci zamrznjeni, se morajo najprej popolnoma odtaliti pri sobni temperaturi (15-30 °C); zavrtite, da ustvarite enakomerno
porazdeljen vzorec.

o Ko so zamrznjeni vzorci odtajani, je testiranje treba izvesti v roku 8 ur.
Ce bodo primerki poslani, jih je treba zapakirati in oznaciti v skladu z veljavnimi drzavnimi in/ali mednarodnimi predpisi.
Primerke jasno oznacite in navedite, da so namenjeni za testiranje EBV.

Nadaljujte na razdelek Priprava testa.
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Celoten postopek za implementacijo testa NeuMoDx EBV Quant Assay je povzet v nadaljevanju na sliki 1.

IMPLEMENTACIJA NEUMODX
EBV QUANT ASSAY

Ce to zahteva programska oprema NaloZite reagente, specificne za test
NeuMoDx, naloZite zahtevan potrosni o NeuMoDx Lysis Buffer 5
IMEICIE] e NeuMoDx EBV Quant Test Strip

Obdelajte
kalibratorje

NeuMoDx EBV
Calibrators

Ponovite vsakih 90
Ali so dni ALl po uporabi
kalibratorji nove serije traku
veljavni? NeuMoDx EBV
Quant Test Strip

Obdelajte
zunanje kontrole
NeuMoDx EBV
External Controls

Ali so
kontrole
veljavne?

lm

OBDELAJTE RUTINSKE
VZORCE

Ponovite vsakih
24 ur

Slika 1: Potek dela pri implementaciji testa NeuMoDx EBV Quant Assay

NAVODILA ZA UPORABO

Priprava testa
1. Oznako s ¢rtno kodo primerka namestite na epruveto s primerkom, ki je zdruZljiva s sistemom NeuMoDx System.
2. Alikvot plazme prenesite v primerek v epruveti s ¢rtno kodo, ki je zdruZljiv s sistemom NeuMoDx System, v skladu s spodaj dolo¢enimi
volumni:
e Prenosnik za epruvete s primerki (za 32 epruvet): 11-14 mm premera ter 60—-120 mm visine; minimalni volumen polnjenja > 400 ml
e Prenosnik za epruvete s primerki (za 24 epruvet): 14,5-18 mm premera ter 60—120 mm visine; minimalni volumen polnjenja > 850 ml

Delovanje sistema NeuMoDx System
Za podrobna navodila glejte Prirocnik za uporabo sistemov NeuMoDx 288 in 96 Molecular Systems (st. dela 40600108 in 40600317)

1. Enega ali vec prenosnikov testnih trakov NeuMoDx System Test Strip Carrier napolnite s testnimi trakovi NeuMoDx EBV Quant Test Strip in
uporabite zaslon na dotik, da jih naloZite v sistem NeuMoDx System.

2. Ce to zahteva programska oprema NeuMoDx System, dodajte potrebno koli¢ino potro$nega materiala v vsebnike potronega materiala
NeuMoDx System in uporabite zaslon na dotik, da prenosnik(e) naloZite v NeuMoDx System.
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Ce to zahteva programska oprema sistema NeuMoDx System, zamenjajte NeuMoDx Wash Reagent, NeuMoDx Release Reagent, spraznite
odpadke pri polnjenju ali zabojnik za bioloske odpadke, kot je potrebno.

Ce to zahteva programska oprema sistema NeuMoDx System, obdelajte kalibratorje Calibrators [REF 800500] in/ali zunanje kontrole
External Controls [REF 900501], kot je potrebno. Dodatne informacije glede kalibratorjev in kontrol so na voljo v razdelku Obdelava
rezultatov.

Epruveta(e) s primerkom/kalibratorjem/kontrolo naloZite v standardne prenosnike za 32 epruvet in poskrbite, da so pokrovi odstranjeni z
vseh epruvet s primerkom.

Prenosnik za epruvete s primerki postavite na katerikoli odprt poloZaj na polici samodejnega nalagalnika in uporabite zaslon na dotik, da
prenosnik naloZite v sistem NeuMoDx System. S tem se bo pric¢ela obdelava naloZenih primerkov za dolocen(e) test(e).

OMEJITVE

Trak NeuMoDx EBV Quant Test Strip se lahko uporablja samo v sistemih NeuMoDx Systems.

Delovanje traku NeuMoDx EBV Quant Test Strip je bilo potrjeno za primerke plazme, pripravljene iz polne krvi, ki je bila odvzeta z
antikoagulantom EDTA. Uporaba NeuMoDx EBV Quant Test Strip z drugimi tipi klini¢nih primerkov ni bila ocenjena, zato karakteristike
delovanja tega testa za druge tipe primerkov niso znane.

Ker je zaznava EBV odvisna od Stevila prisotnih virusov v vzorcu, so zanesljivi rezultati odvisni od ustreznega zbiranja, ravnanja in
shranjevanja primerkov.

Kalibratorji in zunanje kontrole morajo biti obdelani po priporocilih v priloZenih navodilih in pred obdelavo rutinskih klini¢nih vzorcev, ce to
zahteva programska oprema sistema NeuMoDx System.

Do napacnih rezultatov lahko pride zaradi nepravilnega zbiranja primerkov, ravnanja, shranjevanja, tehni¢ne napake ali zaradi napacne
identifikacije epruvet s primerki. Poleg tega se lahko pojavijo lazni negativni vzorci, e je Stevilo virusnih delcev v vzorcu pod mejo zaznave
testa NeuMoDx EBV Quant Assay.

Sistem NeuMoDx System lahko uporablja izkljuéno osebje, ki je bilo usposobljeno za uporabo sistema NeuMoDx System.

Ce se ne amplificirajo niti tarée EBV niti tarée SPC1, bo javljen neveljaven rezultat (Indeterminate (Nedolo&en) ali Unresolved (Neresen)),
test pa je treba ponoviti.

Ce je rezultat testa NeuMoDx EBV Quant Assay pozitiven, kvantifikacijska vrednost pa je pod mejo kvantifikacije, bo sistem NeuMoDx
System javil, ¢e je bil zaznan EBV pod spodnjo mejo kvantifikacije (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) ali nad zgornjo mejo kvantifikacije
(Upper Limit of Quantitation, ULoQ).

Ce je bil zaznan EBV pod spodnjo mejo kvantifikacije (Lower Limit of Quantitation, LLoQ), je moZno test NeuMoDx EBV Quant Assay ponoviti
(po Zelji) z drugim alikvotom primerka.

V primeru, da je zaznan EBV nad zgornjo mejo kvantifikacije (Upper Limit of Quantitation, ULoQ), je moZno test NeuMoDx EBV Quant Assay
ponoviti z razredéenim alikvotom prvotnega primerka. Priporoceno je razmerje redéenja 1:100 ali 1:1000 v EBV-negativni plazmi ali v
redcilu Basematrix 53 Diluent (Basematrix, SeraCare, Milford, MA). Sistem bo samodejno izracunal koncentracijo prvotnega primerka na
naslednji nacin: Koncentracija prvotnega primerka = log10 (faktor red¢enja) + javljena koncentracija razredéenega vzorca, Ce je bil pred
ponovitvijo v programski opremi pravilno izbran faktor redéenja.

Obcasna prisotnost inhibitorjev PCR v plazmi lahko privede na napake pri kvantifikaciji sistema; e se to pojavi, priporo¢amo ponovitev
testa z istim primerkom, ki je razredcen v red¢ilu Basematrix v razmerju 1:10 ali 1:100.

Ni nujno, da pozitivni rezultat nakazuje prisotnost aktivno virusno okuzbo. Pozitivni rezultat prej nakazuje prisotnost DNK virusa Epstein-
Barr.

Ceprav je moinost zelo majhna, lahko izbris ali mutacija v obeh ohranjenih regijah genoma EBV, ki je taréa NeuMoDx EBV Quant Assay,
lahko pri uporabi NeuMoDx EBV Quant Test Strip vpliva na zaznalo oziroma privede do netocnih rezultatov.

Rezultati testa NeuMoDx EBV Quant Assay se naj uporabljajo kot dodatek klini¢nim opazovanjem in drugim podatkom, ki so na voljo
zdravniku; test ni namenjen diagnozi okuzbe.

Priporocene so dobre laboratorijske prakse, vklju¢no z menjavo rokavic med ravnanjem s primerki pacientov, da preprecite kontaminacijo.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600294-SL_E

2023-07
Str. 5 od 15



<& NeuMoDx EBV Quant Test Strip
201500
NeuMoDx NAVODILA ZA UPORABO

maolecuiar

OBDELAVA REZULTATOV
RazpoloZljive rezultate si je mogoce ogledati oziroma natisniti na zavihku »Results« (Rezultati) v oknu Results (Rezultati) na zaslonu na dotik sistema
NeuMoDx System.

Rezultate testa NeuMoDx EBV Quant Assay samodejno ustvari programska oprema sistema NeuMoDx System z uporabo algoritma za odlo¢anje in
parametrov za obdelavo rezultatov, navedenih v definicijski datoteki testa NeuMoDx EBV Assay Definition File (EBV ADF). Rezultat testa NeuMoDx
EBV Quant Assay je lahko Negative (Negativno), Positive (Pozitivno) s sporo¢eno koncentracijo EBV, Positive (Pozitivno) nad ULoQ, Positive
(Pozitivno) pod LLoQ, Indeterminate (Nedolo¢en) ali Unresolved (Neresen), na podlagi statusa amplifikacije tarée in nadzora obdelave vzorca.
Rezultati so sporoc¢eni na podlagi algoritma za dolocanje v preglednici 1.

Preglednica 1: Algoritem za odlocanje v testu NeuMoDx EBV Quant Assay

Kontrola obdelave vzorca (Sample
Rezultat EBV
Process Control, SPC1)
[2< Ct <9 AND (IN) EPR > 2 AND (IN) EP > 1500]
Positive (Pozitivno) ALl Ni na voljo
[9 < Ct< 38 AND (IN) EP > 1500]
Positive (Pozitivno), nad zgornjo mejo [CONC] (KONC) > 8,0 log:o IE/mi, NO QUANT o
kvantifikacije [Upper Limit of (NI KVANT,) Ni na voljo
Quantitation, ULoQ] (logio IE/ml) )
Positive (Pozitivno), pod spodnjo mejo [CONC] (KONC) < 2,3 logu IE/ml, NO QUANT _ )
kvantifikacije [Lower Limit of (NI KVANT)) Ni na voljo
Quantitation, LLoQ] (logio IE/ml) )
N/A (ni na voljo) OR (ALI) [2 < Ct <9 AND (IN) AMPLIFIED (AMPLIFICIRANO) (29 < Ct
. . EPR<2] <35)
Negative (Negativno) AL and (in)
[9 < Ct < 38 AND (IN) EP < 1500] OR (ALI) Ct > 38 EP > 2000
Indeterminate (Nedolocen) NOT AMPLIFIED /Systems Errors Noted (NI AMPLIFICIRANO/zabeleZene napake sistema)
Unresolved NOT AMPLIFIED/No System Errors Noted (NI AMPLIFICIRANO/ sistemske napake niso
(Nereseno) zabeleZene)

EP = End Point Fluorescence (fluorescenca na kon¢ni tocki) (po popravku izhodisca); EPR = End Point Fluorescence Ratio (razmerje
fluorescence na kon¢ni tocki); C:= Cycling Threshold (Mejna tocka cikla);
Quant = izra¢unana koli¢ina prisotnega EBV, izrazena v logio IE/ml. Glejte testno kalkulacijo spodaj.

Testna kalkulacija

1. Zavzorce znotraj obmocja kvantifikacije testa NeuMoDx EBV Quant Assay je koncentracija DNK EBV v vzorcih izra¢unana z uporabo
shranjene standardne krivulje, skupaj s koeficientom kalibracije.
a. »Koeficient kalibracije« se izracuna na podlagi rezultatov NeuMoDx EBV Calibrators, ki so obdelani za dolocanje veljavnosti
standardne krivulje, za vsako serijo NeuMoDx EBV Quant Test Strips na specificnem sistemu NeuMoDx System.

b. Sistem samodejno vkljuci koeficient kalibracije pri konénem doloéanju koncentracije DNK EBV.

2. Rezultati testa NeuMoDx EBV Quant Assay so izrazeni v logio IE/ml.

3. Posledi¢na kvantifikacija neznanih vzorcev je sledljiva do 1. Mednarodnega standarda WHO za Epstein-Barr virus za tehnike amplifikacije
nukleinske kisline.

Testna kalibracija
Za kvantifikacijo DNK EBV v primerkih je potrebna veljavna kalibracija, ki temelji na standardni krivulji. Za ustvarjanje veljavnih rezultatov je
potrebno dokoncati testno kalibracijo z uporabo kalibratorjev, ki jih zagotavlja podjetje NeuMoDx Molecular, Inc.

Kalibratoriji

1. Kalibratorji NeuMoDx EBV Calibrators so na voljo v kompletu [REF 800500] in vsebujejo nekuzne tarce EBV v kapsulah, ki so pripravljene v
razredc¢ilu Basematrix.

2. Komplet kalibratorjev EBV je potrebno obdelati z vsako novo serijo NeuMoDx EBV Quant Test Strips, Ce je v sistemu NeuMoDx System
naloZena nova definicijska datoteka testa EBV, Ce je trenutnemu kompletu kalibratorjev potekel rok veljavnosti (nastavljen na 90 dni) ali e je
bila programska oprema sistema NeuMoDx System spremenjena.

3. Programska oprema sistema NeuMoDx System bo uporabnika obvestila, ko bo treba obdelati kalibratorje; nova serija testnih trakov ne more
biti uporabljena za testiranje, dokler niso kalibratorji uspesno obdelani.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600294-SL_E
2023-07
Str. 6 od 15



<& NeuMoDx EBV Quant Test Strip
201500
NeuMoDx NAVODILA ZA UPORABO

maolecuiar

4. Veljavnost kalibracije je dolocena na naslednji nacin:
a) Za dolocanje veljavnosti mora biti obdelan komplet dveh kalibratorjev — visokega in nizkega.

b) Za ustvarjanje veljavnih rezultatov morata vsaj 2 od 3 ponovljenih vzorcev prikazati rezultate znotraj predhodno doloéenih
parametrov. Nazivna tarca nizkega kalibratorja je 4 logio IE/ml in nazivna tarca visokega kalibratorja je 6 logio IE/ml.

c) Koeficient kalibracije se izracuna, da uposteva pricakovano variacijo med serijami testnih trakov; ta koeficient kalibracije se uporabi
pri doloc¢anju konéne koncentracije EBV.

5. Ce en ali noben kalibrator ne prestane pregleda veljavnosti, ponovite obdelavo neuspelih kalibratorjev z novo steklenic¢ko. Ce en kalibrator ne
prestane veljavnosti, je mozno ponoviti samo neuspeli kalibrator, saj sistem od uporabnika ne zahteva ponovne izvedbe obeh kalibratorjev.

6. Ce kalibrator(ji) ne prestane(jo) testa veljavnosti dvakrat zapored, se obrnite na NeuMoDx Molecular, Inc.

Nadzor kakovosti

Lokalni predpisi obicajno dolocajo, da je laboratorij odgovoren za nadzorne postopke, ki spremljajo to¢nost in preciznost celotnega analiticnega
postopka, in mora doloditi Stevilo, vrsto in pogostost preskusanja kontrolnih materialov z uporabo preverjenih specifikacij ucinkovitosti za
nespremenjen, odobren testni sistem.

Zunanje kontrole

1. Materiale zunanje kontrole, ki vsebujejo nekuzne tarée EBV v kapsulah v redcilu Basematrix za pozitivne kontrole, dobavlja NeuMoDx
Molecular, Inc., v kompletu, ki vsebuje NeuMoDx EBV External Controls [REF 900501].

2. Pozitivne in negativne zunanje kontrole je treba obdelati enkrat na 24 ur. Ce komplet veljavnih zunanjih kontrol ne obstaja, bo sistem
NeuMoDx System od uporabnika zahteval, da te kontrole obdela, preden bo lahko pripravil rezultate vzorca.

3. Ce so potrebne zunanje kontrole, vzemite komplet zunanjih kontrol iz zamrzovalnika in pustite stekleni¢ke, da se odtajajo na sobni
temperaturi (15-30 °C). NeZno zavrtite, da zagotovite homogenost.

4. Zuporabo zaslona na dotik in ko je prenosnik za epruvete s primerki postavljen na polico samodejnega nalagalnika, nalozite steklenicke s
pozitivnimi in negativnimi kontrolami v sistem NeuMoDx System. Sistem NeuMoDx System bo prepoznal ¢rtno kodo in zacel obdelovati
epruvete s primerki, razen e reagentov oziroma potroSnega materiala, potrebnega za testiranje, ni na voljo.

5. Veljavnost zunanjih kontrol bo sistem NeuMoDx System ocenil na podlagi pri¢akovanega rezultata. Pozitivna kontrola bi morala imeti rezultat
EBV Positive (EBV-pozitivno), negativna kontrola pa rezultat EBV Negative (EBV-negativno).

6. Odstopajoce rezultate glede zunanjih kontrol je treba obravnavati na naslednji nacin:

a) Positive (Pozitivno) rezultat testa pri negativnem kontrolnem vzorcu nakazuje teZzavo s kontaminacijo primerka.

b) Negative (Negativno) rezultat testa za pozitivni kontrolni vzorec lahko kaZe na tezavo z reagentom ali instrumentom.

c) Vobeh zgoraj navedenih primerih ponovite neuspele NeuMoDx EBV External Control s sveZe odtajano steklenicko kontrole, ki ni
prestala testa veljavnosti.

d) Ce pozitivna NeuMoDx EBV External Control $e naprej javlja rezultat Negative (Negativno), se obrnite na sluzbo za stranke podjetja
NeuMoDx.

e) Ce negativna zunanja kontrola NeuMoDx EBV External Control $e naprej javlja rezultat Positive (Pozitivno), skusajte izloiti vse vire
morebitne kontaminacije, vkljuéno z menjavo VSEH reagentov in potroSnega materiala, preden se obrnete na sluzbo za stranke
podjetja NeuMoDx.

(Notranje) kontrole obdelave vzorca

Eksogena kontrola obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1) je vklju¢ena v NeuMoDx Extraction Plate ter je z vsakim vzorcem vkljuéena v
celotni postopek ekstrakcije nukleinske kisline ter amplifikacije PCR v realnem ¢asu. Primerji in Sobe, specifi¢ni za SPC1, so tudi vkljuéeni v vsak
testni trak NeuMoDx EBV Quant Test Strip, s ¢imer je omogocena zaznava prisotnosti nadzora obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1)
poleg tarée DNK EBV (e je prisotna) preko multipleksa PCR v realnem ¢asu. Zaznava amplifikacije SPC1 programski opremi sistema NeuMoDx
System omogoca nadzor ucinkovitosti ekstrakcije DNK in postopka amplifikacije PCR.

Ce test NeuMoDx EBV Quant Assay, izveden na sistemu NeuMoDx System, ne ustvari veljavnega rezultata, bo na podlagi tipa napake, ki se je
pojavila, javljen kot Indeterminate (Nedolocen) (IND) ali Unresolved (Nereseno) (UNR).

Rezultat IND (Nedolocen) bo javljen, ¢e je med obdelavo vzorca zaznana napaka sistema NeuMoDx System. V primeru, da je sporocen rezultat IND
(Nedolocen), je priporocen ponovni test.

Rezultat UNR (Neresen) bo javljen, ¢e ni zaznana nobena veljavna amplifikacija DNK EBV ali SPC1, kar nakazuje morebitno napako reagenta ali
prisotnost inhibitorjev. V primeru, da je javljen rezultat UNR (Nere3eno), je ponovni test mozno izvesti kot prvi korak. Ce ponovni test ni uspesen,
lahko uporabite razredcen primerek, da ublaZite uc¢inke morebitne inhibicije v vzorcu.
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KARAKTERISTIKE DELOVANJA

Analiti¢na obcutljivost — meja zaznave z uporabo standarda WHO

Analiti¢na obcutljivost kvant testa NeuMoDx EBV Quant Assay je bila potrjena s testiranjem EBV-negativnih primerkov plazme, obogatenih z nizko
razredcino 1. Mednarodnega standarda WHO za EBV za tehnike amplifikacije nukleinske kisline. Ta potrditveni test je bil izveden pri pricakovani
meji zaznave (Limit of Detection, LoD) NeuMoDx EBV Quant Assay na sistemih NeuMoDx Systems pri 200 IE/ml. LoD je bil definiran kot najnizja
stopnja tarce za zaznavo pri stopnji > 95 %. Studija je bila izvedena na ve¢ sistemih s kvalificiranimi serijami reagentov NeuMoDXx. Stopnje zaznave
so prikazane v preglednici 2.

Preglednica 2: Dolocitev LoD NeuMoDx EBV Quant Assay; pozitivha stopnja zaznave za primerke plazme

- PLAZMA
Ciljna Stevilo
koncentracija . Stevilo Stopnja
[IE/ml] LT pozitivnih | zaznavanja
testov
200 120 117 97,5 %
0 60 0 0%

Analiticna obcutljivost — spodnja meja kvantifikacije (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)

Spodnja meja kvantifikacije (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) je definirana kot najniZja stopnja tarce, pri kateri je dosezena > 95 % zaznava IN
kjer je skupna analiticna napaka (Total Analytic Error, TAE) < 1,0. Za potrditev 200 IE/ml tako LoD kot LLoQ za kvant test EBV so bili za doloc¢anje
TAE uporabljeni rezultati Studije stopnje zadetkov. Ta izracunan TAE je bil definiran kot:

TAE = odstopanje + 2*SD [Westgard Statistic]

Odstopanije je absolutna vrednost razlike med povprecjem izracunane koncentracije in pricakovano koncentracijo. SD se nanasa na standardno
deviacijo kvantificirane vrednosti vzorca.

Preglednica 3: Spodnja meja kvantifikacije (Lower Limit of Quantitation,, LLoQ) testa NeuMoDx EBV Quant Assay, z odstopanjem in TAE

Plazma
Ciljna konc. Ciljna konc. Povprecna Zaznava Ods
[IE/ml] [logio IE/ml] konc. SD top | TAE
(%) -
[logio IE/ml] anje
200 2,30 2,35 97,5 0,28 | 0,05 | 0,61

Na podlagi rezultata te Studije sta bila tako LoD kot LLoQ NeuMoDx EBV Quant Assay dolo¢ena pri 200,0 IE/ml [2,30 logio IE/ml].

Linearnost in dolo¢anje zgornje meje koli¢inskega dolo¢anja (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Linearnost zgornje meje kvantifikacije (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) NeuMoDx EBV Quant Assay je bila dolo¢ena v plazmi s pripravo serije
razredcin z uporabo tar¢e EBV NeuMoDx v kapsuli in Exact EBV Positive Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) z vzpostavljeno sledljivostjo
do 1. Mednarodnega standarda WHO za EBV. 10-mestna plosca je bila pripravljena z zdruZzeno EBV-negativno plazmo, s ¢imer je bila ustvarjena
plos¢a z razponom koncentracije 2,0-8,0 logio IE/ml. Zgornja meja kvantifikacije (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) testa NeuMoDx EBV Quant
Assay je bila dolo¢ena pri 8,0 logio IE/ml. Pripravljena je bila potrditvena plo3¢a za oceno linearnosti standardne krivulje, koncentracije testa EBV,
ki jih je sporodil sistem NeuMoDx System v primerjavi s pricakovanimi vrednostmi, so predstavljene na sliki 2.
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Grafi¢ni prikaz ekvivalence plazme EBV
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Slika 2: Linearnost testa NeuMoDx EBV Quant Assay

Analiticna specifi¢nost — navzkrizna reaktivnost

Analiti¢na specifi¢nost je bila prikazana s presejanjem 35 organizmov, ki jih je mozno najti v primerkih krvi/plazme, kot tudi vrst, ki so filogenetsko
podobne EBV za namene navzkrizne reaktivnosti. Organizmi pri visoki koncentraciji so bili pripravljeni v skupinah 5-6 organizmov. Testirani
organizmi so prikazani v preglednici 4. Navzkrizna reaktivnost pri testiranih organizmih ni bila opaZzena, kar potrjuje 100 % analiticno specificnost
testa NeuMoDx EBV Quant Assay.

Preglednica 4: Patogeni, uporabljeni za prikaz analiti¢ne specifi¢nosti

Netarcni organizmi

Poliomavirus . . Virus herpes simpleks Clostridium Mycoplasma Streptococcus
. Adenovirus tipa 5 R i i i
(virus BK) tipa 1 perfringens pneumoniae pneumoniae
. . . - Virus herpes simpleks Enterococcus Neisseria Streptococcus
Citomegalovirus Virus hepatitisa C R P P . P
tipa 2 faecalis gonorrhoeae pyogenes

Cloveski herpes virus
tipa 6

Parvovirus B19

Virus varicella zoster

Escherichia coli

Propionibacterium
acnes

Aspergillus niger

Cloveski h i Klebsiell I 1l
C.oves therpes virus Virus JC HIV 1 ebsie a' sa m'one ‘a Candida albicans
tipa 7 pneumoniae typhimurium
Cloveski herpes virus Cloveski iV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
tipa 8 papilomavirus 16 monocytogenes aureus neoformans
Cloveski hi 1 M j hyl
Virus hepatitisa B C oyes i . Cl amydla' )'/cobacterlum Stqp yquccus
papilomavirus 18 trachomatis avium epidermidis

Analiticna specificnost — motece snovi, komenzalni organizmi

Test NeuMoDx EBV Quant Assay je bil ocenjen glede interference v prisotnosti neciljnih organizmov z uporabo istih skupin organizmov, pripravljenih
za testiranje navzkrizne reaktivnosti in navedenih zgoraj v preglednici 4. Negative plazma EBV je bila obogatena z organizmi, zdruzenimi v skupine
po 4-7; te skupine so bile nato obogatene s taréo EBV pri koncentraciji 3 logio IE/ml. V prisotnosti teh organizmov niso opazili nobenih pomembnih
interferenc, kar kaze minimalni odklon koli¢inskega dolo¢anja od kontrolnih primerkov, ki niso vsebovali motecega agenta.

Analiti¢na specificnost — moteée snovi, endogene in eksogene snovi

Test NeuMoDx EBV Quant Assay je bil ocenjen v prisotnosti tipicnih eksogenih in endogenih motecih snovi, s katerimi se srecujemo v primerkih
klinicne plazme s EBV. To vklju¢uje nenavadno visoke stopnje krvnih komponent kot tudi splosna protivirusna in imunosupresivna zdravila, ki so
razvriéena v preglednici 5. Vsaka snov je bila dodana presejani EBV-negativni ¢loveski plazmi, obogateni s 3 logio IE/ml EBV in vzorci so bili analizirani
glede motenj. Poleg tega je bila glede morebitnih interferenc testirana tudi obicajna plazma bolnikov z okuzbo z virusom EBV. Povprecna
koncentracija in odstopanje vseh testiranih snovi, primerjana s kontrolnimi vzorci, obogatenimi z isto stopnjo EBV, sta navedena v preglednici 6.
Nobena od eksogenih in endogenih snovi ni vplivala na specifi¢cnost NeuMoDx EBV Quant Assay.
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Preglednica 5: Testiranje interference — eksogene snovi (klasifikacije zdravil)

Preglednica 6: Testiranje interference — eksogeni in endogeni agenti

Skupina Ime zdravila Klasifikacija Skupina | Ime zdravila Klasifikacija
Azatioprin Imunosupresiv Trimetoprim Antibiotik
- Ciklosporin Imunosupresiv - Vankomicin Antibiotik
o Protivi dravil w ) .
£ Foskarnet rotivirusno zdraviio S Takrolimus Imunosupresiv
s (Herpesviridae) =
= =
v Ganciklovir Protivirusno zdravilo (EBV) 2 Everolimus Imunosupresiv
Val iklovi - ) " T
.a gand .OVIr Protivirusno zdravilo (EBV) Kalijev klavulanat Antibiotik
hidroklorid
. . o . - Antagonist histaminskih
Prednizon Kortikosteroid/imunosupresiv Famotidin g .
receptorjev
~ Cidofovir Protivirusno zdravilo (EBV) Sulfametoksazol Antibiotik
©
c [T} .. N
= S s I Prot dravil
= Cefotetan Antibiotik (Sirokega spektra) o Valaciklovir o |V|rusn9 Z raviio
= 3 (Herpesviridae)
v
Cefotaksim Antibiotik (Sirokega spektra) % Letermovir Protivirusno zdravilo (EBV)
Flukonazol Antimikotik Dinatrijev tikarcilin Antibiotik
Mikofenolat . . .
) Imunosupresiv Leflunomid Imunosupresiv
mofetil
gl Natrijev Imunosupresiv
© mikofenolat P
;g" Piperacillin Antibiotik
[72]
Sirolim/rapamicin Imunosupresiv
Tazobaktam Modificiran antibiotik

Povprecna konc. Odstopanje
Endogena
Logo IE/ml Log1o IE/mlI
Hemoglobin 3,20 0,23
Trigliceridi 3,15 0,28
Bilirubin 3,48 -0,05
Albumin 3,2 0,22
Povprecna konc. Odstopanje
Eksogeni (zdravila)
Logio IE/mI Logio IE/mlI
Skupina 1: Azatioprin, ciklosporin, foskarnet, ganciklovir, valganciklovir
. . 3,30 0,13
hidroklorid
Skupina 2: Prednizon, cidofovir, cefotetan, cefotaksim, flukonazol 3,22 0,21
Skupina 3: Mikofenolat mofetil, natrijev mikofenolat, piperacillin, 336 0.07
sirolim/rapamicin, tazobaktam ’ ’
Skupina 4: Trimetoprim, vankomicin, takrolimus, everolimus, kalijev
3,32 0,11
klavulanat
Skupina 5: Famotidin, sulfametoksazol, letermovir, valaciklovir, dinatrijev
) - ) 3,47 -0,10
tikarcilin, leflunomid
Povprecna konc. Odstopanje
Stanje bolezni
Logo IE/ml Logio IE/ml
Sistemski eritematozni lupus (SLE) 3,23 0,20
Antinuklearno protitelo (Antinuclear Antibody, ANA) 3,33 0,10
Revmatoidni artritis (RA) 3,19 0,24
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Natancnost znotraj laboratorija

Natanénost testa NeuMoDx EBV Quant Assay je bila dolocena s testiranjem 3 ponovljenih vzorcev 4-¢lanske plosce primerkov EBV, pripravljenih s
pozitivno kontrolo EBV (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX), trikrat dnevno, z uporabo dveh sistemov NeuMoDx 288 System in enega sistema
NeuMoDx 96 System v obdobju dveh dni. Opredeljena je bila natanc¢nost znotraj izvedbe, znotraj dneva in znotraj sistema, skupni standardni odklon
pa je bil dolocen pri < 0,33 logio IE/ml. Med sistemi, dnevi ali izvedbami je bila prikazana odli¢na natancnost, kot je prikazano v preglednici 7.
Natanénost med upravljavci ni bila dolocena, saj upravljavec ne igra pomembne vloge pri obdelavi vzorcev z uporabo sistema NeuMoDx System.

Preglednica 7: Natancnost znotraj laboratorija — test NeuMoDx EBV Quant Assay na sistemih NeuMoDx System

Ciljna konc. EBV PovpreEcBn\i Renes SD. znotraj Znotraj Zn;)l;raj SI: '((:::taraj
llogao 1E/mi] [logo IE/ml] sistema SD dneva postopka laboratorija)
5,2 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

Ponovljivost med serijami

Ponovljivost NeuMoDx EBV Quant Assay med serijami je bila dolocena z oceno treh serij reagentov — NeuMoDx EBV Quant Test Strips in Lysis Buffer
5 — v sklopu testiranja kvalifikacije (Qualification Testing, QT). Za oceno delovanja je bila uporabljena 4-¢lanska plos¢a EBV-pozitivne plazme
(Preglednica 8). Variacija znotraj serije in med serijami je bila analizirana, rezultati pa so predstavljeni v preglednicah 8-9. Najvisje skupno
odstopanje za NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strips je bilo 0,03 logi0IE/ml in najvisja skupna SD je bila 0,20 logio IE/ml. Najvisje skupno odstopanje
za NeuMoDx Lysis Buffer 5 je bilo 0,12 logio IE/ml in najvisja skupna SD je bila 0,41 logio IE/ml. Ekvivalentno delovanje je bilo prikazano v vseh
serijah, saj je bilo koli¢insko dolo¢anje vseh mest na plos¢i znotraj specifikacije tolerance.

Preglednica 8: Ponovljivost med serijami — NeuMoDx EBV Quant Assay, Test Strip

Ciljna konc. Povprecna konc. N .
EBV EBV (Veljavni rezultati | Odstopanje N:::‘i.iD SDSZI:?:aI Skupna SD
[IE/ml] [logio IE/ml] na serijo) ! !
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
Preglednica 9: Ponovljivost med serijami — NeuMoDx EBV Quant Assay, Lysis Buffer 5
Ciljna konc. Povprecna konc. N .
EBV EBV (Veljavni rezultati | Odstopanje NSIZ:,iD SDszer:?:raj Skupna SD
[log1o IE/ml] [log1o IE/ml] na serijo) | )
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

Ucinkovitost kontrole obdelave vzorca

Kontrola obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1) je vkljuéena v NeuMoDx EBV Quant Assay za porocanje o napakah korakov oziroma
inhibiciji, ki vpliva na delovanje testa. Z uporabo NeuMoDx CMV Quant Assay kot modela je bila testirana ucinkovitost SPC1 za primerke plazme v
pogojih, ki predstavljajo kriticne napake pri korakih obdelave, ki bi se lahko pojavili med obdelavo vzorca in ki jih senzorji za nadzor delovanja
sistema NeuMoDx System morda ne zaznajo. Primerki, pozitivni na citomegalovirus (pri 3 logio IE/ml), in negativni primerki so bili preverjeni v
naslednjih pogojih: prisotnost inhibitorja, brez dovajanja raztopine za izpiranje in brez izpihovanja po izpiranju. Neucinkovitosti v procesu, ki so
negativno vplivale na zaznavo/koli¢insko dolo¢anje virusne tarce, so bile prezrcaljene z delovanjem tarée SPC1, kot je prikazano v preglednici 10. V
vseh testiranih primerih se je izkazalo, da je kontrola obdelave vzorca zadostno nadzorovala neucinkovitosti pri postopku in prisotnost inhibitorjev
oziroma da pri¢akovane neucinkovitosti pri postopku niso imele pomembnejSega negativnega ucinka na zaznavo SPC1 ali zaznavo in koli¢insko
dolocdanje virusne tarce. Zato se je SPC1 izkazal kot uspesen pri ucinkovitem nadzoru delovanja testa na sistemu NeuMoDx System.
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Preglednica 10: Ucinkovitosti kontrole obdelave vzorca za virusno DNK v plazmi*

Testirana napaka koraka Status amplifikacije Status amplifikacije tarce Rezultat testa
postopka kontrole obdelave vzorca 1 CcCmMV
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified Unresolved
(Prisotnost inhibitorja) (Ni amplificirano) (Ni amplificirano) (Nereseno)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified Unresolved
(Brez izpiranja) (Ni amplificirano) (Ni amplificirano) (Nereseno)
No Wash Blow
(Brzz izapsihovznj:u;o Amplified (Amplificirano) Amplified (Amplificirano) Positive FPozitivno) s kvantifikacijo
izpiranju) znotraj 0,3 logio IE/ml kontrole

*Kot sistem modela za oceno ucinkovitosti kontrole obdelave vzorca je bil uporabljen citomegalovirus (CMV) v primerkih plazme.

Navzkrizna kontaminacija

Stopnja navzkrizne kontaminacije za primerke plazme je bila dolo¢ena z obdelavo izmenjujocih se visoko pozitivnih in negativnih vzorcev podobnega virusa
DNK v krvi, citomegalovirusa (CMV). Izvedeni so bili trije sklopi takih testiranj s Sahovnico s skupno 108 ponovljenimi vzorci CMV-negativne plazme in 108
ponovljenih vzorcev obogatene plazme CMV pri 6,0 logio IE/ml. Vseh 108 ponovljenih vzorcev negativnega primerka je bilo javljenih kot negativnih, s ¢imer
je bilo prikazano, da se navzkrizna kontaminacija med obdelavo vzorca plazme na sistemu NeuMoDx System ni pojavila.

Ekvivalenca matrice primerka

Testiranje je bilo izvedeno za prikaz ekvivalence med primerki sveZe in zamrznjene plazme z uporabo modela podobnega virusa, ki se prenasa s krvjo, tj.
CMV. Sveii primerki so bili shranjeni pri 4 °C, dokler niso bili obogateni s tremi stopnjami CMV in testirani glede ekvivalence. Nato so bili vzorci zamrznjeni
vsaj za 24 ur pri temperaturi -20 °C. Za tem obdobjem hranjenja v zamrznjenem stanju so bili primerki odtajani in ponovno testirani. Rezultati svezih in
zamrznjenih primerkov plazme so bili primerjani glede ekvivalence z analizo regresije. Podatki so prikazali odli¢no ekvivalenco med sveZimi in zamrznjenimi
primerki plazme z naklonom 1,0 in zelo nizkim odstopanjem (prestrezanje), kot je prikazano spodaj v preglednici 11.

Preglednica 11: Ekvivalenca matrice primerka

Zahteva parametra SveZa EDTA proti zamrznjeni
Naklon [0,9-1,1] 1,000
Prestrezanje < 0,5 logio IE/ml 0,020
Vrednost p > 0,05 0,631

Karakterizacija delovanja kvantifikacije
Kvantitativno delovanje NeuMoDx EBV Quant Assay je bilo dolo¢eno z obdelavo dveh komercialnih plos¢ za verifikacijo EBV podjetij AcroMetrix
in Exact Diagnostics (sledljivo do 1. Mednarodnega standarda WHO za EBV) na NeuMoDx Molecular Systems.

Odli¢na korelacija je bila ugotovljena med testom NeuMoDx EBV Quant Assay in dvema komercialnima plos¢ama za preverjanje EBV (slika 3) tako
pri analizi z Demingovo regresijo (slika 3A) ali po metodi Passing-Bablok (slika 3B).
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Studija ekvivalence kvantifikacije EBV
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Slika 3. Graficni prikaz ekvivalence med verifikacijskima plos¢ama AcroMetrix in Exact Diagnostics ter NeuMoDx EBV Quant Assay.
A. Linearna regresijska analiza z uporabo Demingove metode. B. Linearna regresijska analiza z uporabo metode Passing-Bablok.

Kakovost ujemanja regresije Deming je prikazana s skupnim koeficientom naklona 0,92 in prestrezanjem (odstopanjem) 0,22, s ¢imer je prikazano,
da so rezultati koncentracije, dobljene med NeuMoDx EBV Quant Assay in verifikacijskimi plos¢ami EBV korelirane s sprejemljivim odstopanjem.
Linearno ujemanje Passing-Bablok prav tako potrjuje pomen korelacije med rezultati, pridobljenimi iz NeuMoDx EBV Quant Assay in verifikacijskih
plos¢ EBV, s skupnim koeficientom naklona 0,92 in prestrezanjem (odstopanjem) 0,19. Izra¢unana vrednost p analize Passing-Bablok je bila 0,40.

Preglednica 12: Povzetek analize linearne regresije Deming in Passing-Bablok

Demingova analiza Analiza Passing-Bablok
Prestrezanje Koeficient naklona Prestrezanje Koeficient naklona
0,22 0,92 0,19 0,92
95 % 1Z (-0,11, 0,55) 95 % 1Z (0,86, 0,99) 95 % 12 (-0,08, 0,41) 95 % 12 (0,87, 0,99)
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BLAGOVNE ZNAMKE

NeuMoDx™ je blagovna znamka druzbe NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuDry™ je blagovna znamka druzbe NeuMoDx Molecular, Inc.

TagMan® je registrirana blagovna znamka druzbe Roche Molecular Systems, Inc.

Vsa druga imena proizvodov, blagovnih znamk in registriranih blagovnih znamk, ki se morda pojavijo v tem dokumentu, so last njihovih zadevnih
lastnikov.
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M NeuMoDx Molecular, Inc. Sponzor (AUS):
1250 Eisenhower Place QIAGEN Pty Ltd
Ann Arbor, M1 48108, ZDA Level 2 Chadstone Place
1341 Dandenong Rd
Chadstone VIC 3148
Australia

Tehni¢na podpora/porocanje v okviru vigilance: support@giagen.com

Patent: www.neumodx.com/patents
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