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POZOR: Samo za izvoz v ZDA

Za diagnostic¢no uporabo in vitro s sistemoma NeuMoDx 288 in NeuMoDx 96 Molecular Systems
[E Za posodobitve vstavkov obis¢ite: www.giagen.com/neumodx-ifu

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
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je avtomatizirani in vitro amplifikacijski test nukleinske kisline za kvantifikacijo DNK humanega virusa Epstein-Barr
(Epstein-Barr virus, EBV) v EDTA plazmi imunokompromitiranih pacientov po presaditvi.

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, ki se izvaja v sistemih NeuMoDx 288 Molecular System in NeuMoDx 96 Molecular System, vkljuCuje avtomatizirano
ekstrakcijo DNK za izolacijo ciljnih nukleinskih kislin iz primerka ter PCR v realnem casu, ki cilja na dve visoko ohranjeni regiji v genomu EBV.

Test je namenjen za uporabo kot pripomocek za spremljanje ravni DNK virusa EBV v periferni krvi za oceno viroloSkega odziva na zdravljenje. Ta
test je namenjen za uporabo skupaj s klini¢no predstavitvijo in drugimi laboratorijskimi oznacevalci napredka bolezni za klinicno vodenje in
spremljanje okuzbe s EBV.

Test ni namenjen kot presejalni test za prisotnost DNK virusa EBV v krvi ali krvnih proizvodih. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je namenjen za
uporabo s strani usposobljenega osebja v klini¢nih laboratorijih, kjer so posebej izuéeni in usposobljeni za tehnike PCR v realnem casu ter in vitro
diagnosti¢ne postopke in/ali sisteme NeuMoDx Molecular Systems. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 ni namenjen za samotestiranje ali za uporabo
na kraju oskrbe.

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 550 pl alikvota vzorca plazme s pufrom NeuMoDx Lysis Buffer 1 in sistem NeuMoDx
System samodejno izvede vse korake, potrebne za ekstrakcijo ciljne nukleinske kisline, pripravo izolirane DNK za amplifikacijo PCR v realnem c¢asu
ter amplifikacijo in zaznavo proizvodov amplifikacije, ¢e so prisotni (dve visoko ohranjeni regiji v genomu EBV). NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0
vkljucuje kontrolo obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1) DNK, ki pomaga nadzorovati prisotnost potencialno inhibitornih snovi ter napak
sistema NeuMoDx System ali reagenta, do katerih lahko pride med postopkom ekstrakcije in amplifikacije.

EBV je obicajen DNK virus z dvojno vijacnico iz druzine humanih herpesvirusov, ki napadajo ljudi vseh starosti. Ocenjeno je, da je bilo ali je z EBV
okuzenih > 90 % vseh ljudi na svetu.! EBV se $iri s telesnimi teko¢inami, kot so slina, kri in sperma, in pri presaditvah organov. Stevilni ljudje se
z EBV okuZzijo v ¢asu otrostva. Ti posamezniki so obi¢ajno asimptomatski, ¢eprav so okuzeni z EBV. Imunokompromitirani ljudje lahko ob okuzbi
z EBV razvijejo resnejSe simptome z zapleti. Najvecje tveganje za paciente po presaditvi predstavlja latentna okuzba z EBV. Posttransplantacijske
limfoproliferativne bolezni (Post-transplant Lymphoproliferative Disorder, PTLD) vklju¢ujejo nastajanje tumorjev zaradi EBV v B celicah zaradi
ucinka imunosupresivnih agentov na imunski nadzor nad EBV, kar je eden najpomembnejsih vzrokov obolevnosti in umrljivosti pri pacientih, ki so
vkljuéeni v kakrinokoli presaditev organa.?

Spremljanje virusnega bremena EBV se lahko uporablja v pomoc pri diagnozi in vodenju posttransplantacijskih limfoproliferativnih bolezni
(Post-transplant Lymphoproliferative Disorders, PTLD), povezanih z EBV. Vendar mora biti diagnoza potrjena z biopsijo. Spremljanje virusnega
bremena EBV se lahko uporablja tudi za spremljanje odziva na zdravljenje posttransplantacijskih limfoproliferativnih bolezni (Post-transplant
Lymphoproliferative Disorders, PTLD), povezanih z EBV, obi¢ajno z rituksimabom in zmanj$anjem imunosupresivne terapije.?

NACELA POSTOPKA

Za izvedbo analize s testnom NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 na sistemu NeuMoDx System se uporablja testne trakove NeuMoDx EBV Quant Test
Strip 2.0, kalibratorje NeuMoDx EBV Calibrators, zunanje kontrole NeuMoDx EBV External Controls, pufer NeuMoDx Lysis Buffer 1 in reagente
NeuMoDx za splosno uporabo. The NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 zdruzuje samodejno ekstrakcijo, amplifikacijo in zaznavo DNK s PCR v realnem
Casu. Primerki polne krvi za pripravo plazme se odvzamejo v epruvete z EDTA. Primerek plazme v epruveti za primerke, 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.

Sistem NeuMoDx System uporablja kombinacijo toplote, liticnih encimov in ekstrakcijskih reagentov, da samodejno izvede lizo celic, ekstrakcijo
DNK in odstranjevanje inhibitorjev. Spros¢ene nukleinske kisline se ujamejo v mikrosfere z magnetno afiniteto. Mikrosfere 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 Systems nato uporabijo eluirano
DNK za rehidracijo lastniskih reagentov za amplifikacijo NeuDry™, ki vsebujejo vse potrebne elemente za amplifikacijo PCR EBV-specifi¢nih tarc in
SPC1. Pri rekonstituciji reagentov PCR NeuDry sistem NeuMoDx System izvrZe pripravljeno mesanico za PCR v kartuso NeuMoDx Cartridge.
Amplifikacija in zaznava kontrole in ciljnih sekvenc DNK (Ee so prisotne) se pojavi na obmocju komore PCR kartuse NeuMoDx Cartridge. Kartusa
NeuMoDx Cartridge je zasnovana tako, da vsebuje tudi amplikon po PCR v realnem ¢asu, kar prakti¢no prepredi tveganje kontaminacije po
amplifikaciji.

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 cilja na dve visoko ohranjeni regiji v genomu EBV—BALF5 in BXFL1. Zasnova z dvema taréama zmanjsa tveganje
lazno negativnih rezultatov v primeru mutacij v eni od ciljnih regij, kar poveca robustnost testa. Amplificirane tarée so zaznane v realnem casu
s kemijo v Sobi za hidrolizo (splo$no imenovano kemija TagMan®) z uporabo fluorogenih oligonukleotidnih molekul Sobe, specifi¢nih za amplikone
za njihove ustrezne tarce.
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Sobe TagMan vsebujejo fluorofor, ki je kovalentno vezan na 5’-koncu oligonukleotidne $obe, in dusilec na 3’-koncu. Medtem ko je $oba
nedotaknjena, sta fluorofor in dusilec blizu, 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 zdruZijo znotraj regije DNK, ki jo amplificira specifi¢ni komplet primerjev. Ko polimeraza DNK Taq razsiri
primer in sintetizira nov trak, aktivnost eksonukleaze 5’ do 3’ polimeraze DNK Taq degradira Sobo, ki se je prilegla v vzorec. Degradacija Sobe sprosti
fluorofor in oddalji dusilec ter tako premaga ucinek dusenja zaradi Forsterjevega resonancnega prenosa energije (Forster Resonance Energy
Transfer, FRET) ter omogo¢i zaznavo fluorescence v fluoroforu. Posledi¢ni zaznan fluorescentni signal je neposredno sorazmeren spros¢enem
fluoroforu, zato je moZna korelacija s koli¢ino prisotne ciljne DNK.

Soba TagMan, oznacena s fluoroforom (vzbujanje: 490 nm in emisija: 521 nm) na koncu 5’ in s temnim dusilcem na koncu 3’, se uporablja za zaznavanje
obeh taré DNK virusa EBV. Soba TagMan je za zaznavo kontrole obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1) oznacena z drugim fluorescentnim
barvilom (vzbujanje: 535 nm in emisija: 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 konéana, programska oprema NeuMoDx
System analizira podatke in sporodi rezultat (POSITIVE (POZITIVEN)/NEGATIVE (NEGATIVEN)/INDETERMINATE (NEDOLOCEN)/NO RESULT
(NI REZULTATA)/UNRESOLVED (NERESENO)). Ce je rezultat POSITIVE (POZITIVEN), programska oprema sistema NeuMoDx System prav tako prikaze
kvantitativno vrednost, povezano z vzorcem oziroma sporoci, e je izracunana koncentracija izven linearnega obmocja.

WREAGENTI/POTRO§NI MATERIAL

PriloZeni materiali

" Enote na Testi na Testi na
e Vet paket enoto paket
201501 Neul\{lol?x EBV annt Test S:trlp 2.9 ' . ' ' . 6 16 9%
Posuseni reagenti RT-PCR, ki vsebujejo specifi¢no sobo in primerke TagMan za EBV in SPC1.
Potrebni materiali, ki niso priloZeni (na voljo lo¢eno pri druzbi QIAGEN)
REF. Vsebina
NeuMoDx EBV Calibrators
800501 Kompleti visokih in nizkih kalibratorjev EBV za enkratno uporabo za dolocanje veljavnosti standardne krivulje

(1 viala vsake kontrole = 1 komplet)

NeuMoDx EBV External Controls
900502 Kompleti nizko pozitivnih, visoko pozitivnih in negativnih kontrol EBV za enkratno uporabo za dolocanje dnevne veljavnosti testa
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (1 viala vsake kontrole = 1 komplet)

NeuMoDx Extraction Plate

100200 . . ; S o
Posuseni paramagnetni delci, liticni encim in kontrole obdelave vzorca

400500 NeuMoDx Lysis Buffer 1

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]
NeuMoDx System Software razlicice 1.9.2.6 ali novejse

& ® OPOZORILA IN VARNOSTNI UKREPI

. NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 je namenjen samo za diagnosti¢no uporabo in vitro s sistemi NeuMoDx Systems.

. Ne uporabljajte reagentov ali potroSnega materiala po navedenem roku uporabe.

. Ne uporabljajte reagentov, Ce je varnostni pecat prelomljen oziroma ¢e 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 800501]) mora biti na voljo,

preden je moZno ustvariti rezultate testa za klini¢ne vzorce.
. Zunanje kontrole NeuMoDx EBV External Control [REF. 900502] je treba obdelati vsakih 24 ur pri testiranju s testom NeuMoDx EBV Quant

Assay 2.0.
. Minimalni volumen primerka sekundarnih alivotov plazme z EDTA je podrobneje pojasnjen spodaj v razdelku Priprava testa. 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 napaéni.
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I1zogibajte se onesnazenju z mikrobi in deoksiribonukleazo (Dnaza) vseh reagentov in vsega potrosnega materiala. Priporocena je uporaba
sterilnih pipet za prenos brez DNaz pri uporabi sekundarnih epruvet. Za vsak primerek uporabite novo pipeto.

Da se izognete onesnaZenju, kartuse NeuMoDx Cartridge po amplifikaciji ne uporabljajte in ne locujte. Kartus NeuMoDx Cartridge
v nobenem primeru ne odstranjujte iz zabojnikov za bioloske odpadke (NeuMoDx 288 Molecular System) oziroma ko$a za bioloske odpadke
(NeuMoDx 96 Molecular System). Kartusa NeuMoDx Cartridge je zasnovana tako, da preprecuje kontaminacijo.

V primerih, kjer laboratorij izvaja tudi teste PCR z odprtimi epruvetami, je treba zagotoviti, da testni trakovi NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0,
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. Pazite, da se ne dotaknete zgornje
povrsine kartuse NeuMoDx Cartridge, tesnilne folije traka NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 in ekstrakcijske ploS¢e NeuMoDx Extraction
Plate oziroma zgornje povrsine vsebnika za pufer NeuMoDx Lysis Buffer; s potroSnim materialom in reagenti ravnajte tako, da se dotikate
samo stranskih povrsin.

Varnostni listi (Safety Data Sheets, SDS) za vsak reagent (kot je primerno) so na voljo na spletni strani www.giagen.com/neumodx-ifu.

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.

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.°

Pri delu s kemikalijami vedno nosite ustrezno laboratorijsko haljo, rokavice za enkratno uporabo in zas¢itna ocala. Vec informacij poiscite
v ustreznih varnostnih listih (Safety Data Sheets, SDS).

Neuporabljene reagente in odpadke zavrzite v skladu z drzavnimi, zveznimi, okrajnimi in lokalnimi predpisi. UpoStevajte priporocila
v varnostnem listu (Safety Data Sheet, SDS).

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0

Vsebuje: borova kislina. Nevarnost! Povzroca hudo drazenje oci. Lahko Skoduje plodnosti ali nerojenemu otroku.
Pred uporabo pridobiti posebna navodila. Ne uporabljajte, dokler se ne seznanite z vsemi varnostnimi ukrepi. Nositi
zascitne rokavice/zascitno obleko/zas¢ito za oci/zas¢ito za obraz. Pri izpostavljenosti ali sumu izpostavljenosti:
Pois¢ite zdravnisko pomoc¢/oskrbo. Hraniti zaklenjeno. Odstraniti vsebino/posodo v odobreni center za
odstranjevanje odpadkov.

Informacije za nujne primere
Organizacija CHEMTREC
Izven ZDA in Kanade: +1 703-527-3887

g SHRANJEVANIJE, RAVNANJE IN STABILNOST IZDELKA

1.

Trakovi NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 so stabilni v prvotni embalaZi do navedenega roka uporabe na etiketi izdelka, ¢e so shranjeni pri
temperaturi od 15 °C do 28 °C.

Ko je nalozen, lahko testni trak NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 ostane v sistemu NeuMoDx System 14 dni. Programska oprema sledi
preostalemu roku uporabnosti naloZenih testnih trakov in ga sporo¢a uporabniku v realnem casu. Sistem bo pozval k odstranitvi testnega
traku, ki je v uporabi dlje, kot je dovoljeno.

Ceprav kalibratorji NeuMoDx EBV Calibrators in zunanje kontrole NeuMoDx EBV External Controls niso kuzni, jih je treba po uporabi zavreci
kot bioloski odpadek, da se zmanjsa tveganje kontaminacije.

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

1.
2.

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 pri¢etkom obdelave. Ce je potrebno daljse obdobje
shranjevanja, priporo¢amo, da primerke shranite v hladilniku ali zamrzovalniku.

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

Pripravljene primerke plazme je mogoce hraniti pri —20 °C do 8 tednov; vzorci plazme pred uporabo ne smejo iti skozi vec kot 2 cikla
zamrzovanja/odtajanja.

1. Ce so primerki zamrznjeni, se morajo najprej popolnoma odtaliti pri sobni temperaturi (15 °C do 30 °C); zmes3ajte jih z vibracijskim
mesalnikom, da ustvarite enakomerno porazdeljen vzorec. Vzorci morajo biti pred testiranjem na sobni temperaturi.

2. Ko so zamrznjeni vzorci odtajani, je testiranje treba izvesti v roku 8 ur.

7. Ce bodo primerki poslani, jih je treba zapakirati in oznaciti v skladu z veljavnimi drzavnimi in/ali mednarodnimi predpisi.
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Priprava testa

1. Oznako s ¢rtno kodo primerka nalepite na epruveto s primerkom, ki je zdruzljiva s sistemom NeuMoDx System, kot je opisano v spodaj.

2. Alikvot primerka prenesite v epruveto s primerkom s ¢rtno kodo, ki je zdruZljiva s sistemom NeuMoDx System, v skladu s spodaj doloc¢enimi
volumni:

3. Za primerke plazme:

. Prenosnik za epruvete s primerki (za 32 epruvet): 11-14 mm premera ter 60—120 mm visine; minimalni volumen polnjenja = 750 pl

. Prenosnik za epruvete s primerki (za 24 epruvet): 14,5-18 mm premera ter 60—120 mm viSine; minimalni volumen polnjenja = 1100 pl

. Prenosnik za epruvete s primerki z majhnim volumnom (za 32 epruvet): 1,5-ml epruveta za mikrocentrifugiranje s stoz¢astim dnom;
minimalni volumen polnjenja 2 650 pl

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 za sistem NeuMoDx System Test Strip napolnite s kvant. testnimi trakovi NeuMoDx EBV Quant Test
Strip 2.0 in uporabite zaslon na dotik, da naloZite prenosnike testnih trakov v sistem NeuMoDx System.

2. Ce to zahteva programska oprema NeuMoDx System, dodajte potrebno koli¢ino potroinega materiala v vsebnike potrosnega materiala
NeuMoDx System in uporabite zaslon na dotik, da naloZite prenosnike v NeuMoDx System.

3. Ce to zahteva programska oprema NeuMoDx System, zamenjajte reagenta NeuMoDx Wash Reagent in NeuMoDx Release Reagent ter
izpraznite odpadke pri polnjenju, zabojnik za bioloske odpadke (samo pri NeuMoDx 288 Molecular System), kos za odpadne konice (samo
NeuMoDx 96 Molecular System) ali kos za bioloske odpadke (samo NeuMoDx 96 Molecular System), kot je ustrezno.

4. Ce to zahteva programska oprema sistema NeuMoDx System, obdelajte kalibratorje Calibrators [REF 800501] in/ali zunanje kontrole
External Controls [REF 900502], kot je potrebno. Dodatne informacije glede kalibratorjev in kontrol so na voljo v razdelku Obdelava
rezultatov.

5. Epruvete s primerki naloZite v prenosnike za epruvete s primerki ter poskrbite, da bodo pokrovéki in morebitne palidice za bris odstranjeni

iz vseh epruvet.

6. Prenosnike za epruvete s primerki postavite na katerikoli odprt poloZaj na polici samodejnega nalagalnika in uporabite zaslon na dotik, da
jih naloZite v NeuMoDx System. To bo sproZilo obdelavo naloZenih primerkov za opredeljene teste, ¢e je v sistemu veljavno narocilo testa.

OMEJITVE
1. NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 se lahko uporablja samo v sistemih NeuMoDx Systems.

2. Delovanje traku NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 je bilo ugotovljeno za primerke plazme, pripravljene iz polne krvi, ki je bila odvzeta
z antikoagulantom EDTA. Uporaba testnega traku NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 z drugimi viri ni bila ocenjena, zato karakteristike
delovanja za druge tipe primerkov niso znane.

3. Ker je zaznavanje EBV na splosno odvisno od Stevila virusnih delcev, prisotnih v vzorcu, so zanesljivi rezultati odvisni od ustreznega odvzema,
obravnave in shranjevanja primerkov.

4. Do napacnih rezultatov lahko pride zaradi nepravilnega odvzema, obravnave ali shranjevanja primerkov, tehni¢ne napake ali zamenjave
epruvet s primerki. Poleg tega se lahko pojavijo lazno negativni rezultati, ¢e je Stevilo virusnih delcev v vzorcu pod mejo zaznave testa
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

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

6. Ce se tako tarée EBV kot tar¢a SPC1 ne amplificirata, bo prikazan neveljaven rezultat (Indeterminate (Nedolo¢en) ali Unresolved (Nereseno)),
zato je test treba ponoviti.

7. Ce pred dokon&anjem obdelave vzorca pride do napake sistema, se bo prikazalo »No Result« (Ni rezultata) in test je treba ponoviti.

8. Ce je DNK EBV zaznana nad zgornjo mejo kvantifikacije (Upper Limit of Quantification, ULoQ), je mogoce test NeuMoDx EBV Quant Assay
2.0 ponoviti z razred¢enim alikvotom prvotnega primerka. Priporoceno je razmerje redéenja 1 : 100 ali 1 : 1000 v EBV-negativni plazmi ali v
razredcilu Basematrix 53 Diluent (Basematrix, SeraCare®, Milford, MA). Sistem bo samodejno izracunal koncentracijo prvotnega primerka
na naslednji nadin: Koncentracija prvotnega primerka = log10 (faktor red¢enja) + javljena koncentracija razredéenega vzorca, Ce je bil pred
ponovitvijo v programski opremi pravilno izbran faktor redc¢enja.

9. Prisotnost inhibitorjev PCR v plazmi lahko povzroci napako pri koli¢inskem dolocanju sistema; Ce se to zgodi, priporoéamo ponovitev testa
z istim primerkom, ki je razredéen v razred¢ilu Basematrix v razmerju 1 : 10 ali 1 : 100.

10.  Pozitiven rezultat kaZe na prisotnost DNK EBV.

11.  Ceprav je verjetnost za to majhna, lahko izbrisi ali mutacije v ohranjenih regijah, ki so taréa testa NeuMoDx EBV Quant Assay, vplivajo na
zaznavo in/ali kvantifikacijo ter lahko povzroéijo napaéne rezultate.

12.  Rezultate testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je treba uporabljati kot dodatek kliniénim opazovanjem in drugim podatkom, ki so na voljo
zdravniku; test ni namenjen diagnozi okuzbe.

13.  Priporocene so dobre laboratorijske prakse, vklju¢no z menjavo rokavic med ravnanjem s primerki pacientov, da preprecite kontaminacijo.
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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 2.0 samodejno ustvari programska oprema sistema NeuMoDx System z uporabo
algoritma odlocanja in parametrov za obdelavo rezultatov, navedenih v definicijski datoteki testa NeuMoDx EBV Assay (EBV Quant ADF razlicice
4.0.0 ali novejse). Rezultat testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je lahko Negative (Negativno), Positive (Pozitivno) s prikazano koncentracijo DNK
EBV, Indeterminate (Nedolocen), No Result (Ni rezultata) ali Unresolved (Nereseno) na podlagi statusa amplifikacije tarce in kontrole obdelave
vzorca. Rezultati so prikazani na podlagi algoritma odlocanja o obdelavi rezultatov ADF, ki je povzet spodaj v preglednici 1.

Preglednica 1: Interpretacija rezultatov testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Kontrola obdelave
vzorca (Sample Process
Control, SPC1)

Rezultat Tarce EBV

AMPLIFIED
(AMPLIFICIRANO)
[2<Ct<28INEPR>1,3 IN EP > 1200]
OR (ALI)

[28 < Ct < 38 IN EP > 1200]

Positive (Pozitivno) N/A (Ni na voljo)

Positive, above Upper Limit of
Quantitation [ULoQ] (Log10 IU/mL)
(Pozitivno, nad zgornjo mejo
koli¢inskega dolo¢anja [ULoQ]
(log10 IE/ml))

Positive, below Lower Limit of
Quantitation [LLoQ] (Log10 IU/mL)
(Pozitivno, pod spodnjo mejo
kolic¢inskega dolocanja [LLoQ]
(log10 IE/ml))

[CONC] > 8.0 Log10 IU/mL, NO QUANT

(IKONC.] > 8,0 log10 IE/ml, NI KOLIC.) N/A (Ni na voljo)

[CONC] < 1.48 Log10 IU/mL, NO QUANT

(IKONC.] < 1,48 log10 IE/ml, NI KOLIE.) N/A (Nina voljo)

NOT AMPLIFIED
(NI AMPLIFICIRANO)

N/A (Ni na voljo) AMPLIFIED
OR (ALI) (AMPLIFICIRANO)
Negative (Negativno) [2<Ct<28INERP<1,3AND EP >1200] [29<Ct<35
OR (ALI) and (in)
[28 < Ct <38 IN EP > 1200] EP > 2000]
OR (ALl)
Ct>38

Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted
(Ni amplificirano, zaznana napaka sistema, obdelava vzorca prekinjena)
Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed
(Ni amplificirano, zaznana napaka sistema, obdelava vzorca koncana)
Not Amplified, No System Error Detected
(Ni amplificirano, ni zaznane napake sistema)

EP = End Point Fluorescence (fluorescenca na konéni tocki); EPR = End Point Fluorescence Ratio (razmerje fluorescence na koncni tocki);

C: = Cycling Threshold (Mejna tocka cikla);

Quant = izradunana koli¢ina prisotnega EBV, izrazena v logio IE/ml. Glejte testni izratun spodaj.

*Sistem omogoca izbirno moznost Rerun (Ponovno zaZeni)/Repeat (ponovi) za samodejno ponovno obdelavo v primeru neveljavenega
rezultata, kar minimizira zamude pri sporo¢anju rezultata.

No Result (Ni rezultata)*

Indeterminate (Nedolocen)*

Unresolved (Nereseno)*

Testni izracun: Vzorci

1. Zavzorce znotraj linearnega obmocja testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je koncentracija DNK EBV v vzorcih izrac¢unana z uporabo shranjene
standardne krivulje skupaj s koeficientom kalibracije.
1. »Koeficient kalibracije« se izracuna na podlagi rezultatov kalibratorjev NeuMoDx EBV Calibrators, ki so obdelani za dolocanje veljavnosti

standardne krivulje za vsako serijo trakov NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 na specifi¢cnem sistemu NeuMoDx System.

2. Sistem samodejno vkljuci koeficient kalibracije pri konénem dolo¢anju koncentracije DNK EBV.

2. Rezultati testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 so izrazeni v IE/ml in log10 IE/ml.

3. Posledi¢no koli¢insko dolocanje neznanih vzorcev je sledljiva v skladu s 1. mednarodnim standardom WHO za Epstein-Barr virus za tehnike
amplifikacije nukleinskih kislin.

Testni izracun: Kalibratorji
Za kvantifikacijo DNK EBV v primerkih je potrebna veljavna kalibracija, ki temelji na standardni krivulji. Za ustvarjanje veljavnih rezultatov je treba
izvesti testno kalibracijo z uporabo kalibratorjev, ki jih zagotavlja NeuMoDx Molecular, Inc.

1. Kalibratorji NeuMoDx EBV Calibrators so na voljo v kompletu [REF 800501] in vsebujejo nekuzne tarée EBV v kapsulah, ki so pripravljene v
razredcilu Basematrix.

2. Komplet kalibratorjev EBV je treba obdelati z vsako novo serijo trakov NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0, e je v sistem NeuMoDx System
naloZena nova definicijska datoteka testa za EBV, e 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.
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4. Veljavnost kalibracije je dolo¢ena na naslednji nacin:
1. Zadolocanje veljavnosti mora biti obdelan komplet dveh kalibratorjev — visokega in nizkega.
2. Za ustvarjanje veljavnih rezultatov morata vsaj 2 od 3 ponovljenih vzorcev prikazati rezultate znotraj predhodno doloc¢enih parametrov.
Nazivna tarca nizkega kalibratorja je 3 log10 IE/ml, nazivna tarca visokega kalibratorja pa 5 log10 IE/ml.
3. Koeficient kalibracije se izratuna za upostevanje pri¢akovane variacije med serijami testnih trakov; ta koeficient kalibracije se uporabi pri
doloc¢anju kon¢ne koncentracije DNK EBV.

5. Ce en ali oba kalibratorja ne opravita preverjanja veljavnosti, ponovite obdelavo z novo vialo kalibratorjev, ki niso prestali preverjanja. Ce en
kalibrator ne opravi preverjanja veljavnosti, ga je moZno ponoviti samo za ta kalibrator, saj sistem od uporabnika ne zahteva ponovnega
preverjanja obeh kalibratorjev.

6. Ce kalibratorji ne opravijo testa veljavnosti drugi¢ zapored, se obrnite na tehni¢no podporo druzbe QIAGEN.

Neveljavni rezultati
Ce test NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, izveden na sistemu NeuMoDx System, ne proizvede veljavnega rezultata, bo prikazan rezultat
Indeterminate (Nedolocen), No Results (Ni rezultata) ali Unresolved (Nereseno); odvisno od vrste napake je treba ponoviti test za pridobitev
veljavnega rezultata.

Rezultat Indeterminate (Nedoloc¢en) bo prikazan, ¢e bo med obdelavo vzorca zaznana napaka sistema NeuMoDx System. Pri rezultatu
Indeterminate (Nedoloéeno) je priporo¢en ponovni test.

Rezultat No Result (Ni rezultata) bo javljen, ¢e bo med obdelavo vzorca zaznana napaka sistema NeuMoDx System in bo obdelava vzorca prekinjena.
Pri rezultatu No Result (Ni rezultata) je priporocen ponovni test.

Rezultat Unresolved (Nereseno) bo prikazan, ¢e ne bo zaznana nobena tarca in ¢e ni amplifikacije kontrole obdelave vzorca, kar kaze na morebitno
napako reagenta ali prisotnost inhibitorjev. Pri rezultatu Unresolved (Nereseno) je kot prvi korak priporoéen ponovni test. Ce ponovni test ni
uspesen, lahko uporabite razredéen primerek, da ublaZite uc¢inke morebitne inhibicije (glejte razdelek o omejitvah za dodatna navodila).

Glejte priroc¢nik za uporabo sistema NeuMoDx 288 Molecular System (St. dela: 40600108) ali prirocnik za uporabo sistema NeuMoDx 96 Molecular
System (t. dela: 40600317) za seznam kod napak, ki so lahko povezane z neveljavnimi rezultati.

Nadzor kakovosti

Lokalni predpisi obi¢ajno 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. Zunanje kontrole, ki vsebujejo nekuzne tarce EBV v kapsulah v razred¢ilu Basematrix za pozitivne kontrole oziroma razred¢ilo Basematrix za
negativne kontrole, dobavlja QIAGEN v kompletu, ki vsebuje NeuMoDx EBV External Controls [REF 900502].

2. Pozitivne in negativne zunanje kontrole je treba obdelati enkrat na 24 ur. Ce komplet veljavnih zunanjih kontrol ne obstaja, bo programska
oprema sistema NeuMoDx System od uporabnika zahtevala, da obdela te kontrole, preden bo mogoce prikazati rezultate vzorca:

NeuMoDx EBV External Controls Pri¢akovana koncentracija Barvna shema oznak
NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) 1,5E4 1E/ml (4,18 log 1, IE/ml) Rdeca

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) 150 IE/ml (2,18 log 1o IE/m) Siva

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) Ni na voljo Crna

3. Pri obdelavi zunanjih kontrol namestite kontrole na prenosnik za epruvete s primerki in uporabite zaslon na dotik, da nalozite prenosnik
v NeuMoDx System s police samodejnega nalagalnika. NeuMoDx System bo prepoznal ¢rtne kode in pricel z obdelavo kontrol, razen e reagenti
ali potrosni material, potrebni za testiranje, niso na voljo.
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4. Veljavnost teh zunanjih kontrol bo sistem NeuMoDx System ocenil na podlagi pricakovanih rezultatov.

NeuMoDx EBV External Controls Rezultat kvantifikacije EBV Rezultat SPC1

EBV POSITIVE
NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) (EBV POZITIVEN) SPC1 pozitiven
[Konc.] 3,68-4,68 logio IE/mI
EBV POSITIVE

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) (EBV POZITIVEN) SPC1 pozitiven
[Konc.] 1,58-2,78 log1o IE/ml
EBV NEGATIVE

(EBV NEGATIVEN)

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) SPC1 pozitiven

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

1. Pozitiven rezultat testa pri negativnem kontrolnem vzorcu lahko kaze na kontaminacijo; za odkritje temeljnega vzroka je treba preveriti
postopke za nadzor kakovosti v laboratoriju. Zagotovite uporabo lo¢enih obmocij za pripravo vzorca, ravnanje s kontrolo in namestitev
RT-PCR. Za dodatne napotke za odpravljanje tezav glejte Prirocnik za uporabo sistema NeuMoDx 288 ali 96 Molecular System.

2. Negativen rezultat pri pozitivnem kontrolnem vzorcu lahko kaZe na tezavo, povezano z reagentom ali instrumentom.

3. V kateremkoli od zgornjih primerov ali v primerih No Result (Brez rezultata) (NR), Unresolved (Nereseno) (UNR) ali Indeterminate
(Nedoloceno) (IND) ponovite neuspesno kontrolo s sveze odtajanimi vialami kontrol, ki niso opravile testa veljavnosti.

4. Ce pozitivna zunanja kontrola $e naprej javlja rezultat Negative (Negativno), se obrnite na tehni¢no sluzbo druzbe QIAGEN.

5. Ce negativna zunanja kontrola $e dalje javlja rezultat Positive (Pozitivno), poskusite odstraniti vse vire morebitne kontaminacije, vkljuéno
z zamenjavo vseh reagentov, ter ponovite izvedbo, preden se obrnete na tehni¢no podporo druzbe QIAGEN.

6. Ce zunanje kontrole ne dajejo pricakovanih rezultatov, morate ponoviti niz pozitivnih in negativnih kontrol. Rezultati za vzorec ne bodo
prikazani, ¢e kontrole ne dajejo pri¢akovanih rezultatov.

7. Sistem NeuMoDx System je opremljen s samodejno funkcijo Rerun (Ponovni zagon)/Repeat (Ponoviti), ki jo lahko uporabnik izbere za
zagotovitev, da se rezultat INVALID (Neveljavno) samodejno ponovno obdela, kar skrajsa zamude pri porocanju o rezultatih.

(Notranje) kontrole za obdelavo vzorcev

Eksogena kontrola obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1) je vklju¢ena v ekstrakcijsko plos¢o NeuMoDx Extraction Plate in je del celotnega
postopka ekstrakcije nukleinskih kislin ter amplifikacije RT-PCR v realnem ¢asu z vsakim vzorcem/kontrolo/kalibratorjem. Primerji in 3obe,
specifiéne za SPC1, so vkljuene v vsak trak NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0. Ta SPC1 omogoca, da sistem NeuMoDx System nadzoruje
ucinkovitost ekstrakcije DNK in postopkov amplifikacije RT-PCR.

KARAKTERISTIKE DELOVANJA
ANALITIENA OBEUTUIIVOST — meja zaznave

Analiti¢na obcutljivost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je bila karakterizirana v dveh zaporednih fazah: 1. Ocena predhodne meje zaznavanja
(Limit of Detection, LoD) (probit analiza), ¢emur sledi 2. Potrditev LoD. V 1. delu so bili testirani negativni primerki in razredc¢ena serija 1.
mednarodnega standarda WHO v presejani EBV-negativni ¢loveski plazmi za dolocitev predhodne meje zaznavanja (Limit of Detection, LoD) na
sistemih NeuMoDx Systems. Predhodna LoD je bila definirana kot najnizja ciljna raven, zaznana pri stopnji 95 %, kot je bilo dolo¢eno s probit
analizo. V 2. delu je bila predhodna LoD potrjena s testiranjem namisljene plos¢e na stopnji LoD. Obe fazi studije sta bili izvedeni v obdobju 3 dni
na vec sistemih in z ve¢ serijami reagentov NeuMoDx. V 1. delu je bilo skupno obdelanih 144 ponovitev na vsaki stopnji red¢enja. Stopnje zaznave
so prikazane v Preglednici 2.

Preglednica 2: Dolocitev predhodne LoD testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Z|
Ciljna Ciljna e PLAZMA
" . Stevilo S o )
koncentracija koncentracija o Stevilo Stopnja
[IE/ml] [log1o IE/mI] peliaani pozitivnih zaznavanja
testov
35 1,54 144 139 96,5 %
30 1,48 144 140 97,2 %
25 1,40 143 133 93,0 %
10 1,00 144 97 67,4 %
5 0,70 143 75 52,4 %
NEG - 144 0 0,0%

Meja zaznave (Limit of Detection, LoD) testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 v plazmi z uporabo 1. mednarodnega standarda WHO za EBV je bila
doloéena pri 29,3 IE/ml (1,47 log1o IE/mI) s 95-odstotnim intervalom zaupanja (Confidence Interval, Cl) 24,4-37,1 IE/ml, (1,39-1,57 logio IE/ml)
[slika 1]. Ta LoD je bila naknadno potrjena z analizo uspesnosti (hit-rate), ki je prikazana v preglednici 3.
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LoD testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 (plazma)
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Slika 1: Analiza vrste probit, uporabljena za doloc¢anje LoD testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 v vzorcih plazme

Preglednica 3: Potrditev LoD testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Ciljna Ciljna Stevilo o .
. .. .. . Stevilo Stopnja
Sistem koncentracija koncentracija veljavnih ozitivnih Jaznavania
[IE/ml] [log10 IE/ml] testov P ]
N96 96 94 97,9 %
N288 29,3 1,47 96 92 95,8 %
Vsi 192 186 96,9 %

Potrjena LoD za genotip EBV 2 (GT2) je bila 29,3 IE/ml [1,47 log10 IE/ml], kot je bilo ugotovljeno z analizo uspesnosti.
Na podlagi rezultatov obeh $tudij je bila LoD testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 doloéena pri 29,3 IE/ml [1,47 log10 IE/ml].

ANALITIENA OBCUTUIVOST — spodnja meja koli¢inskega dolo¢anja (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)
Spodnja meja kvantifikacije (LLoQ) je definirana kot najnizja ciljna raven, pri kateri je doseZena > 95-odstotna zaznava IN kjer skupna analiti¢na
napaka (total analytical error, TAE) znasa < 1,0. Za doloditev LLoQ je bila izraCunana TAE za vsako od ciljnih ravni EBV, pri katerih je kot del izracuna
meje zaznave (Limit of Detection, LoD) zaznava znasala > 95 %. TAE je opredeljena na naslednji nacin:

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.

ZdruZeni rezultati za 5 stopenj 1. mednarodnega standarda WHO za primerke plazme z EBV, uporabljene v studiji LLoQ, so prikazane v preglednici
4. Na podlagi tega niza podatkov in predhodno doloéene LoD, je bila LLoQ dolo¢ena pri 30,0 IE/ml (1,48 logio IE/ml) in naknadno potrjen za
genotip EBV 2 (GT2).

Preglednica 4: LLoQ testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 z odstopanjem in TAE

Plazma
Ciljna konc. Ciljna konc. Povpreéna stopnja
[1E/mI] [log1o IE/ml] konc. zaznavanja SD Odstopanje TAE
[log o IE/mI]
35 1,54 2,05 96,5 % 0,23 0,50 0,96
30 1,48 1,97 97,2 % 0,24 0,49 0,98
25 1,40 1,93 93,0 % 0,24 0,53 1,02
10 1,00 1,96 67,4 % 0,31 0,96 1,59
5 0,70 1,83 52,4 % 0,27 1,13 1,68

Na podlagi rezultatov teh 3tudij je bila LoD testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 dolo¢ena pri 29,3 IE/ml (1,47 log1o IE/ml), ugotovljena LLoQ
pa je bila 30,0 IE/ml [1,48 log1o IE/ml].
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Linearnost in doloéanje zgornje meje koli¢inskega dolo¢anja (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Linearnost in zgornja meja koli¢inskega dolo¢anja (ULoQ) testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 sta bili ugotovljeni v plazmi, in sicer s pripravo serije
razredcitev z uporabo 1. mednarodnega standarda WHO za EBV poleg dveh sekundarnih standardov: tarce EBV v kapsulah NeuMoDx in kulture
EBV ATCC (ATCC, Manassas, VA). Sledljivost v skladu s 1. mednarodnim standardom WHO za EBV je bila ugotovljena za oba sekundarna standarda
pred testiranjem. 10-mestna plos¢a je bila pripravljena z zdruzeno EBV-negativno plazmo, s ¢imer je bila ustvarjena plos¢a z razponom
koncentracije 1,48-8,0 log1o IE/ml. Zgornja meja kvantifikacije (Upper Limit of Quantification, ULoQ) testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je bila
dolocena pri 8,0 log1o IE/ml. Pripravijena je bila potrditvena plos¢a za oceno linearnosti standardne krivulje, koncentracije testa EBV, ki jih je sporocil
sistem NeuMoDx System, v primerjavi s pricakovanimi vrednostmi, pa so predstavljene na sliki 2.

Grafiéni prikaz ekvivalence plazme EBV
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Slika 2: Linearnost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0

Linearnost genotipa EBV 2 (GT2)

Linearnost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 za genotip EBV 2 (GT2) je bila karakterizirana s testiranjem 11 razli¢nih koncentracij EBV GT2, s
potrjeno sledljivostjo v skladu s 1. mednarodnim standardom WHO za EBV, pripravljenih z zdruzeno EBV-negativno plazmo. Studija je bila izvedena
s testiranjem 36 ponovitev pri 11 koncentracijah na 2 sistemih NeuMoDx Systems in 3 serijah trakov EBV Quant Test Strips 2.0. Linearnost za
genotip EBV 2 (GT2) je predstavljena v preglednici 5 in na sliki 3.

Preglednica 5: Linearnost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 za genotip EBV 2

Enacba linearnosti
. y = kolic¢insko dolo¢anje testa NeuMoDx EBV 2
Genotip Quant Assay 2.0 R
x = pricakovano koli¢insko dolocanje
GT2 y = 0,9965 x — 0,0982 0,9761
Grafi¢ni prikaz ekvivalence — genotip EBV 2 (GT2)
E 10,0
o 8,0 y = 0,9965 x + 0,0982 [ ]
2 co R?=0,9761 &
K ) a
‘5’ 5,0 .. R
[S) -
S 40 -9
3 20 '.
g 00
(]
<z 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Pri¢akovana konc. (logio IE/ml)

Slika 3: Linearnost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 za genotip EBV 2

Analiti¢na specificnost — navzkrizna reaktivnost

Analiti¢na specifi¢nost je bila prikazana s presejanjem 36 organizmov, ki jih je moZno najti v primerkih krvi/plazme, kot tudi vrst, ki so filogenetsko
podobne EBV, glede navzkrizne reaktivnosti. Organizmi pri visoki koncentraciji so bili pripravljeni v skupinah 5-6 organizmov. Testirani organizmi
so prikazani v preglednici 6. Navzkrizna reaktivnost ni bila ugotovljena pri nobenem od testiranih organizmov, kar potrjuje 100-odstotno analiti¢no
specifi¢nost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.
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Preglednica 6: Patogeni, uporabljeni za prikaz analiti¢ne specificnosti

Netaréni organizmi

. . . . . Virus herpes Clostridium Mycoplasma Streptococcus
Poliomavirus (virus BK) Adenovirus tipa 5 . . . . .
simpleks tipa 1 perfringens pneumoniae pneumoniae
Virus her Enter T
Citomegalovirus Virus hepatitisa C .I us he pgs te qcoccus Neisseria gonorrhoeae Streptococcus
simpleks tipa 2 faecalis pyogenes
Cloveski herpes virus . . . . . Propionibacterium . .
. Parvovirus B19 Virus varicella zoster Escherichia coli Aspergillus niger
tipa 6 acnes
Cloveski herpes virus Klebsiella Salmonella
. P JC virus HIV1 , ) ) Candida albicans
tipa 7 pneumoniae typhimurium
C.Ioveskl herpes virus C.Ioveskl papiloma HIV 2 Listeria Staphylococcus aureus Cryptococcus
tipa 8 virus 16 monocytogenes neoformans
Virus hepatitisa B C.Ioveskl papiloma oV 40 M}./cobacterlum Stqphylo.cqccus Chlamydla.
virus 18 avium epidermidis trachomatis

Analiti¢na specificnost — motece snovi, komenzalni organizmi
Test NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je bil ocenjen glede interferenc ob prisotnosti neciljnih organizmov z uporabo enakih skupin organizmov, kot
so bile pripravljene za testiranje navzkrizne reaktivnosti v zgornji preglednici 6. EBV-negativna plazma je bila obogatena z organizmi, zdruzeni v
skupinah 4-7; te skupine so bile nato obogatene s ciljnim EBV s koncentracijo 90 IE/ml [1,95 log1o IE/mI]. V prisotnosti teh organizmov niso opazili
nobenih pomembnih interferenc, kar kaze minimalni odklon koli¢inskega doloc¢anja od kontrolnih primerkov, ki niso vsebovali motecega agenta.

Analiti¢na specificnost — motece snovi, endogene in eksogene snovi
Test NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je bil ocenjen v prisotnosti tipi¢nih eksogenih in endogenih motecih snovi, ki so prisotne v klini¢nih primerkih
plazme z virusom EBV. To vkljuCuje neobicajno visoke stopnje krvnih komponent kot tudi obicajna protivirusna in imunosupresivna zdravila, ki so
razvrsena v preglednici 7. Vsaka snov je bila dodana presejani EBV-negativni ¢loveski plazmi, obogateni z EBV s koncentracijo 90 IE/ml
[1,95 log1o IE/ml], vzorci pa so bili analizirani glede interferenc s primerjavo ugotovljene koncentracije glede na pozitivno kontrolo. Poleg tega je
bila glede morebitnih interferenc testirana tudi obi¢ajna plazma bolnikov z okuZzbo z virusom EBV. Povprecna koncentracija in odstopanje vseh
testiranih snovi v primerjavi s kontrolnimi vzorci, obogatenimi z isto ravnjo EBV, sta navedena v preglednici 8. Nobena od eksogenih in endogenih
snovi ni vplivala na specifi¢nost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0.

Preglednica 7: Testiranje interference — eksogene snovi (klasifikacije zdravil)

Skupina | Ime zdravila Klasifikacija Skupina | Ime zdravila Klasifikacija
Azatioprin Imunosupresiv Trimetoprim Antibiotik
s Ciklosporin Imunosupresiv 5 Vankomicin Antibiotik
2 Foskarnet Protivirusno zdravilo (Herpesviridae) -§_ Takrolimus Imunosupresiv
% Ganciklovir Protivirusno zdravilo (EBV) % Everolimus Imunosupresiv
Valganciklovir hidroklorid | Protivirusno zdravilo (EBV) Kalijev klavulanat Antibiotik
Prednizon Kortikosteroid/imunosupresiv Famotidin Antagonist histaminskih receptorjev
ﬁ Cidofovir Protivirusno zdravilo (EBV) - Sulfametoksazol Antibiotik
2 Cefotetan Antibiotik (Sirokega spektra) _g Valaciklovir Protivirusno zdravilo (Herpesviridae)
% Cefotaksim Antibiotik (Sirokega spektra) E' Letermovir Protivirusno zdravilo (EBV)
Flukonazol Antimikotik @ Dinatrijev tikarcilin Antibiotik
Mikofenolat mofetil Imunosupresiv Leflunomid Imunosupresiv
':; Natrijev mikofenolat Imunosupresiv
§_ Piperacillin Antibiotik
@ Sirolim/rapamicin Imunosupresiv

Tazobaktam

Modificiran antibiotik
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Preglednica 8: Testiranje interference — endogene in eksogene snovi

Povprecna konc. | Odstopanje

Endogeno + bolezensko stanje

Log1o IE/ml Log1o IE/ml
Hemoglobin 2,19 0,32
Trigliceridi 1,90 0,02
Bilirubin 2,12 0,24
Albumin 1,95 0,07
Sistemski lupus erythematosus (SLE) 2,08 0,20
Antinuklearno protitelo (Antinuclear Antibody, ANA) 2,36 0,48
Revmatoidni artritis (RA) 1,89 0,01
Pozitivna kontrola 1,88 Ni na voljo

Povprecna konc. | Odstopanje

Eksogeni (zdravila)

Log1o IE/ml Log1o IE/ml
Skupina 1: Azatioprin, ciklosporin, foskarnet, ganciklovir,
. . . 2,19 0,09
valganciklovir hidroklorid
Skupina 2: Prednizon, cidofovir, cefotetan, cefotaksim, flukonazol 2,11 0,01
Skupina 3: Mikofenolat mofetil, natrijev mikofenolat, piperacillin, 2,16 0,06
sirolim/rapamicin, tazobaktam
Skupina 4: Trimetoprim, vankomicin, takrolimus, everolimus,
- 2,24 0,14
kalijev klavulanat
Skupina 5: Famotidin, sulfametoksazol, letermovir, valaciklovir,
) L - N 2,26 0,16
dinatrijev tikarcilin, leflunomid
Pozitivna kontrola 2,10 Ni na voljo

Natancnost znotraj laboratorija

Natancnost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je bila dolocena s testiranjem 3 ponovitev 6-mestne plosce primerkov EBV, pripravljenih s
pozitivno kontrolo NeuMoDx EBV Positive Control in kulturo EBV (ATCC, Fort Worth, VA), dvakrat dnevno z uporabo dveh sistemov NeuMoDx 288
System in dveh sistemov NeuMoDx 96 System v obdobju 12 dni. Opredeljena je bila natancnost znotraj serije, znotraj dneva in znotraj sistema,
ugotovljena skupna standardna deviacija pa je bila < 0,18 logio IE/ml. Med sistemi, dnevi ali izvedbami je bila prikazana odli¢na natan¢nost, kot je
prikazano v preglednici 9. Natan¢nost med operaterji ni bila dolocena, saj upravljavec ne igra pomembne vloge pri obdelavi vzorcev z uporabo
sistema NeuMoDx System.
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Preglednica 9: Natancnost znotraj laboratorija — test NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 na sistemih NeuMoDx System

Ciljna konc. EBV ReXRiEnalkene; SD znotraj SD znotraj SD znotraj = SLE .
[Log1o IE/mI] EBV sistema dneva izvajanja SD (mOtr.?l
[Log1o IE/ml] laboratorija)

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

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

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

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

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

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

Ponovljivost med serijami

Ponovljivost testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 od serije do serije je bila dolo¢ena z oceno 3 serij trakov NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 v
okviru Studije natanénosti znotraj laboratorija. Za oceno delovanja je bila uporabljena 6-mestna plo$¢a z EBV-pozitivno plazmo (preglednica 10).
Rezultati za vse serije so bili analizirani in so predstavljeni v preglednici 10. Za trakove NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strips 2.0 je najvecje
odstopanje znasalo 0,29 logio IE/ml, najvecja SD pa je bila 0,18 logio IE/ml. Ekvivalentno delovanje je bilo prikazano v vseh serijah, saj je bilo
koli¢insko dolocanje vseh mest na plosci znotraj specifikacije tolerance.

Preglednica 10: Ponovljivost med serijami — NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, Test Strip

Serija 1 Serija 2 Serija 3

Prlc:cl’(:(\:lana Povpr. konc. SD log. Abs. Povpr. konc. SD log. Abs. Povpr. konc. SD log. Abs.

(Log10 IE/ml) (Log10 IE/ml) konc. odstop. (Log10 IE/ml) konc. odstop. (log10 IE/ml) konc. odstop.
7,70 7,82 0,11 0,12 7,84 0,10 0,14 7,79 0,09 0,09
6,00 6,08 0,12 0,08 6,10 0,10 0,10 6,04 0,10 0,04
5,00 4,77 0,13 0,23 4,78 0,13 0,22 4,71 0,10 0,29
4,00 3,80 0,15 0,20 3,81 0,13 0,19 3,74 0,11 0,26
3,00 2,96 0,16 0,04 2,96 0,15 0,04 2,87 0,16 0,13
1,95 2,20 0,18 0,25 2,22 0,18 0,27 2,16 0,16 0,21

Ucinkovitost kontrole obdelave vzorca

Kontrola obdelave vzorca (Sample Process Control, SPC1) je vklju¢ena v NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 za poroc¢anje 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 tare, so bile prezrcaljene z delovanjem tarée SPC1, kot je prikazano v preglednici 11.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.

Preglednica 11: Ucinkovitosti kontrole obdelave vzorca za virusno DNK v plazmi*

Testirana napaka

Status amplifikacije

Status amplifikacije

Rezultat testa

koraka procesa kontrole obdelave vzorca 1 tarce CMV
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 Blowout
(Brez izpihovanja po
izpiranju)

Amplified
(Amplificirano)

Amplified
(Amplificirano)

Positive with Quantitation within
0.3 Log1o IU/mL of Control
(Pozitivno s kvantifikacijo znotraj
0,3 log1o 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 EBV.
Izvedenih je bilo pet nizov takih testiranj z metodo Sahovnice s skupno 60 ponovitvami EBV-negativne plazme in 60 ponovitvami plazme, obogatene
z EBV s koncentracijo 6,0 logio IE/ml na sistemih NeuMoDx 288 in 96 Molecular Systems. Na obeh vrstah sistema je bilo vseh 120 ponovitev z
negativnim primerkom prikazanih kot negativnih, kar je pokazalo, da ni prislo do navzkrizne kontaminacije med obdelavo vzorca plazme na sistemih
NeuMoDx Systems.
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Ekvivalenca matrice primerka

Testiranje je bilo izvedeno za prikaz ekvivalence med primerki sveZze in zamrznjene plazme z uporabo modela podobnega virusa, ki se prenasa s
krvjo, tj. CMV. SveZi primerki so bili shranjeni pri 4 °C, dokler niso bili obogateni s tremi stopnjami CMV in testirani glede ekvivalence. Vzorci so bili
zamrznjeni najmanj 24 ur pri —20 °C Po tem obdobju zamrzovanja so bili primerki odmrznjeni in ponovno testirani. Rezultati svezih in zamrznjenih
primerkov plazme so bili primerjani glede ekvivalence z regresijsko analizo. Podatki so prikazali odliéno ekvivalenco med sveZzimi in zamrznjenimi
primerki plazme z naklonom 1,0 in zelo nizkim odstopanjem (prestrezanje), kot je prikazano v preglednici 12 spodaj.

Preglednica 12: Ekvivalenca matrice primerka

Zahteva parametra SveZa EDTA proti zamrznjeni
Naklon [0,9-1,1] 1,000
Prestrezanje < 0,5 log1o IE/ml 0,020
Vrednost p > 0,05 0,631

Karakteristike delovanja kvantifikacije
Kvantitativno delovanje testa NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 je bilo dolo¢eno z obdelavo dveh komercialnih plos¢ za verifikacijo EBV znamke
AcroMetrix in Exact Diagnostics (sledljivo v skladu s 1. mednarodnim standardom WHO za EBV) na sistemih NeuMoDx Molecular Systems.

Odli¢na korelacija je bila ugotovljena med testom NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 in dvema komercialnima plo$¢ama za preverjanje EBV (slika 4)
tako pri analizi z Demingovo regresijo (slika 4A) ali po metodi Passing-Bablok (slika 4B).

Demingova regresijska analiza Regresijska analiza Passing-Bablok

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

y = 1,004 x-0,332

(Log10 IE/ml)

2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7
Konc. EBV Kvantificirano s komercialnimi plos¢ami
(Log10 IE/ml)

2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7
Konc. EBV Kvantificirano s komercialnimi plos¢ami
(Log10 IE/ml)

¥ Konc. EBV Kvantificirano s testom NeuMoDx EBV Quant Assay v2
(Log10 IE/mI)
0 Konc. EBV Kvantificirano s testom NeuMoDx EBV Quant Assay v2

Slika 4. Graficni prikaz ekvivalence med verifikacijskima plos¢ama AcroMetrix in Exact Diagnostics ter testom NeuMoDx EBV Quant Assay.
A. Linearna regresijska analiza z uporabo Demingove metode. B. Linearna regresijska analiza z uporabo metode Passing-Bablok.

Kakovost ujemanja Demingove regresije je prikazana s skupnim koeficientom naklona 0,990 in prestrezanjem (odstopanjem) —0,313, kar kaZe, da
rezultati koncentracije, pridobljeni s testom NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 in verifikacijskimi plos¢ami EBV, korelirajo s sprejemljivim odstopanjem.
Linearno ujemanje Passing-Bablok prav tako potrjuje pomen korelacije med rezultati, pridobljenimi s testom NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 in
verifikacijskimi plos¢ami EBV, s skupnim koeficientom naklona 1,004 in prestrezanjem (odstopanjem) —0,332. IzraCunana vrednost p analize
Passing-Bablok je bila 0,988.

Preglednica 13: Povzetek analize linearne regresije Deming in Passing-Bablok

Demingova analiza Analiza Passing-Bablok
Prestrezanje Koeficient naklona Prestrezanje Koeficient naklona
-0,313 0,990 -0,332 1,004
95-% Cl (-0,620, —0,007) 95-% Cl (0,928, 1,053) 95-% Cl (-0,548, —0,116) 95-% Cl (0,950, 1,047)
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