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Kasutamiseks in vitro diagnostikas koos seadmetega NeuMoDx 288 ja NeuMoDx 96 Molecular
System
EE Vérskenduste sisestamiseks minge aadressile: www.giagen.com/neumodx-ifu

Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadme NeuMoDx 288 Molecular System kdsiraamatut ; P/N 40600108
Uksikasjalike juhiste saamiseks lugege seadme NeuMoDx 96 Molecular System kédsiraamatut ; P/N 40600317

SIHTOTSTARVE

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 on automatiseeritud in vitro nukleiinhapete amplifitseerimise analliis inimese Epstein-Barri viiruse (EBV) DNA
kvantifikatsiooniks siirikuga immuunpuudulikkusega patsientide EDTA-plasmaproovides.

Kasutatuna seadmel NeuMoDx 288 Molecular System v&i NeuMoDx 96 Molecular System, vGimaldab analttis NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0
automatiseeritud DNA ekstraheerimist proovist sihtnukleiinhapete isoleerimiseks ja reaalaja PCR-iga EBV viiruse genoomis oleva kahe vaga
konserveerunud sihtmarkpiirkonna amplifitseerimist.

Analliis on ette nahtud kasutamiseks abivahendina, et jalgida EBV DNA tasemeid perifeerses veres ja hinnata viiruse allumist ravile. Analiits on
mdeldud kasutamiseks koos kliiniliste nditajate ja muude haiguse kulgu naitavate laboratoorsete markeritega EBV-nakkuse kliiniliseks raviks ja
jalgimiseks.

AnaliiUs ei ole ette ndhtud kasutamiseks sGelumisanaliilisina, et teha kindlaks EBV DNA olemasolu veres ja veretoodetes. Analliis NeuMoDx EBV
Quant Assay 2.0 on ette nahtud kasutamiseks véljadppega kliinilise labori to6tajatele, kes on saanud spetsiifilised juhised ja valjadppe reaalaja PCR-
i tehnikate ja in vitro diagnostiliste protseduuride alal ja/v6i seadmetega NeuMoDx Molecular Systems. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 ei ole ette
nahtud kasutamiseks enesetestimiseks ega laboriviliselt.

KOKKUVOTE JA SELGITUSED

Plasma ettevalmistamiseks vdib kasutada inimese tdisverd, mis on kogutud steriilsetesse verekatsutitesse, milles on antikoaguleeriva agendina
EDTA. Testimise alustamiseks asetatakse seadmega NeuMoDx System uhilduvas proovikatsutis plasma proovikatsutikandjasse ja laaditakse
seadme NeuMoDx System todlauale. Kéikide proovide korral segatakse omavahel 550 pl plasmaproovi alikvoot puhvriga NeuMoDx Lysis Buffer 1
ning seade NeuMoDx System teeb automaatselt kdik vajalikud etapid sihtnukleiinhappe ekstraheerimiseks, valmistab isoleeritud DNA reaalajas
PCR-i amplifitseerimiseks ette ja tuvastab amplifikatsiooniproduktid (kaks vdga konserveerunud sihtmarkpiirkonda Kasutaja EBV genoomis).
Analliis NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 Assay sisaldab DNA proovi to6tlemiskontrolli (Sample Process Control, SPC1), et aidata jalgida
potentsiaalselt inhibeerivate ainete ja ka seadme NeuMoDx System vdi reaktiivi tdrkeid, mis vBivad ekstraheerimise ja amplifitseerimise protsessi
kaigus esineda.

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

EBV viiruskoormuse jalgimist saab kasutada EBV-ga seotud PTLD diagnoosimisel ja ravimisel. Diagnoosida tuleb aga biopsia pdhjal. EBV
viiruskoormust v&ib jalgida ka selleks, et vaadelda immuunvastust EBV-ga seotud PTLD ravile, mida tavaliselt tehakse Rituximabi abil ja
immuunsupresseeriva ravi vihendamisega.?

PROTSEDUURI POHIMOTTED

Analiitis NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 kasutab seadmes NeuMoDx System analiilsi teostamiseks testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0,
kalibraatoreid NeuMoDx EBV Calibrator, véliseid kontrolle NeuMoDx EBV External Control, ltusimispuhvrit NeuMoDx Lysis Buffer 1 ja NeuMoDx-i
Uldotstarbelisi reaktiive. Analliis NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 Ghendab automatiseeritud DNA ekstraheerimise, amplifitseerimise ja tuvastamise
reaalaja PCR-i abil. Tdisvere proovid kogutakse plasma ettevalmistamiseks EDTA-katsutitesse. Seadmega NeuMoDx System Uhilduvas
proovikatsutis olev plasma pannakse proovikatsutikandjasse ja laaditakse to6tlemiseks seadme NeuMoDx System tdolauale. Kasutaja tdiendav
sekkumine pole vajalik.

Seade NeuMoDx Systems kasutab automaatse rakkude liiGisimise, DNA ekstraheerimise ja inhibiitorite eemaldamise teostamiseks kuumutamise,
luttilise enstiimi ja ekstraheerimisreaktiivide kombinatsiooni. Vabanenud nukleiinhapped ptittakse kinni magnetilise afiinsusega helmeste abil.
Helmed koos seotud nukleiinhapetega laaditakse kassetti NeuMoDx Cartridge, kus seondumata, DNA-d mittesisaldavad komponendid pestakse
tdiendavalt pesemisreaktiiviga NeuMoDx Wash Reagent ja seotud DNA elueeritakse vabastusreaktiivi NeuMoDx Release Reagent abil. Seejarel
kasutab seade NeuMoDx System elueeritud DNA-d, et rehidreerida patenditud NeuDry™ amplifikatsioonireaktiivid, mis sisaldavad kdiki EBV
sihtmarkide ja SPC1 poliimeraasi ahelreaktsiooni PCR-i amplifikatsioonikdvera jaoks vajalikke elemente. Parast NeuDry PCR-reaktiivide taastamist
jaotab seade NeuMoDx System PCR-iks valmis segu kassetti NeuMoDx Cartridge. DNA kontroll- ja sekveneerimisjarjestuse (kui see on olemas)
amplifitseerimine ja tuvastamine toimub kasseti NeuMoDx Cartridge PCR-i kambris. Kassett NeuMoDx Cartridge on lisaks kavandatud amplikoni
hoidmiseks parast reaalaja PCR-i ja seelabi sisuliselt valistab amplifikatsioonijargse saastumisohu.

Anallitisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 sihtmargid on EBV genoomi kaks vdga konserveerunud piirkonda BALF5 ja BXFL1. Kahe sihtmargiga
lilesehitus vahendab Uhe sihtpiirkonna mutatsiooni korral valenegatiivsete tulemuste tekkimise riski, suurendades seeldbi anallisi
usaldusvaarsust. Véimendatud sihtmargid tuvastatakse reaalajas huidrolutsisondide keemia abil (tavaliselt nimetatakse seda TagMan®-i keemiaks),
kasutades fluorogeensete oligonukleotiidide sondimolekule, mis on spetsiifilised amplikonidele nende vastavate sihtmarkide jaoks.
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Sondid TagMan koosnevad fluorofoorist, mis on kovalentselt seotud oligonukleotiidi sondi 5’-otsaga ja kustutist 3’-otsas. Kui sond on intaktne, on
fluorofoor ja kustuti laheduses, mille tulemuseks on kustuti-molekul, mis kustutab fluorestsentsi, mille fluorofoor eraldab Forsteri
resonantsenergia Ulekande (FRET) kaudu.

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

TagMani sondi, mis on margistatud fluorofooriga (stimuleerimine: lainepikkusel 490 nm ja kiirgus: lainepikkusel 521) 5’-otsas ja tumedat kustutit 3’-otsas
kasutatakse mdlema EBV DNA sihtmargi tuvastamiseks. SPC1 tuvastamiseks margistatakse TagMani sond alternatiivse fluorestsentsvarviga
(stimuleerimine: lainepikkusel 535 nm ja kiirgus: lainepikkusel 556) 5’-otsas ja kasutatakse tumedat kustutit 3’-otsas. Seadme NeuMoDx System tarkvara
jalgib iga amplifitseerimistsukli Idpus TagMani sondide poolt emiteeritud fluorestsentssignaali. Kui amplifikatsioon on I6pule jdudnud, analtitisib seadme
NeuMoDx System tarkvara andmeid ja esitab tulemuse (POSITIVE (POSITIIVNE) / NEGATIVE (NEGATIIVNE) / INDETERMINATE (MAARAMATU) / NO RESULT
(TULEMUS PUUDUB) / UNRESOLVED (LAHENDAMATA)). Kui tulemus on POSITIVE (POSITIIVNE), siis seadme NeuMoDx System tarkvara esitab thtlasi
prooviga seotud kvantitatiivse vadrtuse voi teatab, kui arvutatud kontsentratsioon jaab valjapoole lineaarset vahemikku.

WREAKTIIVID/KULU KAUBAD

Kaasasolevad materjalid

REF Sisu Uhikuid pakis Teste iihikus Teste pakis
NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0
201501 Kuivatatud RT-PCR-reaktiivid, mis sisaldavad EBV ja SPC1 spetsiifilist TagMani 6 16 96
sondi ja praimereid.

Vajalikud, kuid tarnekomplekti mittekuuluvad materjalid (saadaval eraldi ettevéttelt QIAGEN)

REF Sisu

NeuMoDx EBV Calibrators
800501 EBV kérgete ja madalate kalibraatorite iihekordsed komplektid, et mddrata standardkdvera kehtivus
(1 viaal igat kontrolli = 1 komplekt)

NeuMoDx EBV External Controls
900502 Uhekordselt kasutatavad EBV madalate positiivsete, positiivsete ja negatiivsete kontrollproovide komplektid analiiiisi NeuMoDx
EBV Quant Assay 2.0 igapdevase kehtivuse mddramiseks (1 viaal igat kontrolli = 1 komplekt)

NeuMoDx Extraction Plate

100200 Kuivatatud paramagnetilised osakesed, liiiitiline ensiiiim ja proovi té6tlemise kontrollid

400500 NeuMoDx Lysis Buffer 1

400100 NeuMoDx Wash Reagent

400200 NeuMoDx Release Reagent

100100 NeuMoDx Cartridge

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

235905 Filtriga otsikud Hamilton CO-RE / CO-RE 11 (1000 pl)

Vajalikud mééteseadmed
NeuMoDx 288 Molecular System [REF 500100] voi NeuMoDx 96 Molecular System [REF 500200]
NeuMoDx System Software versioon 1.9.2.6 v3i uuem

& ® HOIATUSED JA ETTEVAATUSABINOUD

. Testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 on kasutamiseks in vitro diagnostikas ainult seadmetega NeuMoDx Systems.

. Arge kasutage reaktiive vdi kulukaupa parast margitud kdlblikkuskuupaeva.

. Arge kasutage Uihtegi reaktiivi, kui turvasulgur on katki vi kui pakend on saabumisel kahjustatud.

. Arge kasutage kulukaupu ega reaktiive, kui kaitsekott on saabumisel avatud v&i katki.

. Enne kui testi tulemusi saab kliinilistele proovidele kohaldada, peab olemas olema kehtiv testi kalibreerimine (selleks to6deldakse kdrgeid

ja madalaid kalibraatoreid NeuMoDx EBV Calibrator [REF 800501]).

. Viliseid kontrolle NeuMoDx EBV External Control [REF 900502] tuleb kogu analtitisiga NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 testimise valtel iga
24 tunni jarel toodelda.

. EDTA-plasma sekundaarsete alikvootide minimaalsed proovimahud on esitatud all jaotises ,Testi ettevalmistamine”. Kindlaksmaaratud
miinimumist vdiksem maht vdib pdhjustada tdrke ,Quantity Not Sufficient” (Kogus pole piisav).

. Valel temperatuuril vi lle kindlaksmé&aratud séilitusajaga proovide kasutamine vdib pdhjustada kehtetuid v&i ekslikke tulemusi.
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Valtige kdigi reaktiivide ja kulukaupade saastumist mikroobide ja desoksuribonukleaasiga (DNaas). Sekundaarsete katsutite kasutamisel on
soovitatav kasutada steriilseid DNaasi-vabu Ghekordseid tlekandepipette. Kasutage iga proovi jaoks uut pipetti.

Saastumise viltimiseks drge kisitsege ega eraldage parast amplifikatsiooni (ihtegi kassetti NeuMoDx Cartridge. Arge mingil juhul vétke
kassette NeuMoDx Cartridges bioohtlike jaatmete mahutist (NeuMoDx 288 Molecular System) ega bioohtlike jadgtmete ndust (NeuMoDx 96
Molecular System). Kassett NeuMoDx Cartridge on loodud saastumise valtimiseks.

Juhtudel, kui laboris analtsitakse ka avatud katsuti PCR-teste, tuleb hoolitseda selle eest, et testribad NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0,
testimiseks vajalikud tdiendavad kulukaubad ning reaktiivid, isikukaitsevahendid, nt kindad ja laborikitlid ning seade NeuMoDx System ei saastuks.
NeuMoDx reaktiivide ja kulukaupade késitsemisel tuleb kanda puhtaid, pulbrivabu nitriilkindaid. Arge puudutage kasseti NeuMoDx Cartridge
tlemist pinda, testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 ja ekstraheerimisplaadi NeuMoDx Extraction Plate fooliumtihendi pinda ega
lttsimispuhvri NeuMoDx Lysis Buffer anuma tilemist pinda; kulukaupade ja reaktiivide kdsitsemine peaks toimuma ainult kilgpindu puudutades.

Iga reaktiivi kohta on (vastavalt vajadusele) esitatud ohutuskaardid (Safety Data Sheets, SDS) aadressil www.giagen.com/neumodx-ifu.

Péarast testi tegemist peske hoolikalt kasi.

Arge pipettige suu abil. Arge suitsetage, jooge ega sddge kohtades, kus kiideldakse proove v3i reaktiive.

Kaidelge proove alati nakkusohtlikena ja vastavalt ohututele laboriprotseduuridele, mida on kirjeldatud sellistes védljaannetes nagu Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories*ja CLSI dokumendis M29-A4.°

Kemikaalidega to6tamise korral kandke alati sobivat laborikitlit, (ihekordselt kasutatavaid kindaid ja kaitseprille. Lisateabe saamiseks
tutvuge vastavate ohutuskaartidega (Safety Data Sheet SDS).

Utiliseerige kasutamata reaktiivid ja jadatmed vastavalt riigi-, foderaal-, provintsi, osariigi ja kohalikele seadustele. Jargige ohutuskaardil
(Safety Data Sheet, SDS) esitatud soovitusi.

NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0

Sisaldab boorhapet. Oht. P&hjustab tdsist silmadarritust. V3ib kahjustada fertiilsust vdi loodet. Hankige enne
kasutamist erijuhised. Mitte kdidelda enne kdigi ettevaatusabindudega tutvumist ja neist arusaamist. Kanda
kaitsekindaid/-réivaid, kaitseprille/kaitsemaski. KOKKUPUUTUMISEL vdi kahtluste tekkimisel: pé6rduge arsti
poole / otsige arstiabi. Hoidke lukustatult. Utiliseerige sisu/mahuti heakskiidetud jaatmekaitlusettevéttes.

Hdédaolukorra teave
CHEMTREC
Viljaspool USAd ja Kanadat +1 703 527 3887

g TOOTE SAILITAMINE, KASITSEMINE JA STABIILSUS

1.

Testribad NeuMoDx EBV Quant Test 2.0 Strips on esmases pakendis stabiilsed temperatuuril 15 °C kuni 28 °C kuni toote vahetul etiketil
margitud kolblikkusaja 16puni.

Péarast laadimist vGib testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 jadda sisteemi NeuMoDx System 14 pdevaks. Laaditud testribade
allesjaanud sailivusaega jalgib tarkvara ja teatab kasutajale reaalajas. Siisteem soovitab testriba eemaldamist, mis on olnud kasutuses parast
selle lubatud perioodi.

Kuigi kalibraator NeuMoDx EBV Calibrator ja valine kontroll NeuMoDx EBV External Control ei ole nakkuslik, tuleb kogu kasutamata jaanud
materjal kdrvaldada laboratoorse bioohtliku jaatmena, et vahendada saastumise riski.

PROOVI KOGUMINE, TRANSPORTIMINE JA SAILITAMINE

Kdsitleda koiki proove kui véimaliku nakkusohu allikana.

1. Arge kiillmutage taisverd ega primaarsetes katsutites hoitud proove.

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

3. Eespool nimetatud seadmetesse kogutud tdisverd vBib enne plasma ettevalmistatamist sdilitada ja/v8i transportida kuni 24 tundi
temperatuuril 2-25 °C. Plasma tuleb ettevalmistada vastavalt tootja juhistele.

4. Ettevalmistatud plasmaproove v&ib enne t66tlemist hoida seadmes NeuMoDx System kuni 8 tundi. Kui on vaja kauem hoida, on soovitatav
proovid enne jahutada vdi kilmutada.

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

6. Ettevalmistatud proove vdib temperatuuril —20 °C séailitada plasma korral kuni 8 nadalat; plasmaproove ei tohi olla enne kasutamist enam
kui 2 korda kilmutada/sulatada.
1. Kui proovid on kilmunud, laske proovidel toatemperatuuril (15 °C kuni 30 °C) taielikult Ules sulada; keeristage, et saada lihtlaselt

segunenud proov. Proovid peavad olema enne anallisimist toatemperatuuril.
2. Kui kiilmunud proovid on les sulanud, tuleb testida 8 tunni jooksul.
7. Proovide tarnimisel tuleb need pakendada ja méargistada vastavalt kehtivatele riiklikele ja/v6i rahvusvahelistele eeskirjadele.
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KASUTUSJUHEND
Testi ettevalmistamine
1. Kandke proovikatsutile, mis Gihildub seadmega NeuMoDx System, proovi vootkoodisilt, nagu on kirjeldatud allpool.
2. Viige proovi alikvoot vootkoodiga naidisekatsutisse, mis tihildub seadmega NeuMoDx System vastavalt allpool maaratletud mahtudele:
3. Plasmaproovid
. Proovikatsuti kandja (32 katsutile): 11-14 mm Idbim&6t ja 60-120 mm kdrgus; minimaalne tditemaht > 750 pl
. Proovikatsuti kandja (24 katsutile): 14,5-18 mm labim&6t ja 60-120 mm k&rgus; minimaalne tditemaht > 1100 pl
. Vidikese mahuga proovikatsuti kandja (32 katsutile): 1,5 ml koonilise pdhjaga mikrotsentrifuugi katsuti; minimaalne taitemaht on > 650 pl

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

1. Taitke Uks voi enam siisteemi NeuMoDx System testribakandjat testriba(de)ga NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 ja kasutage puuteekraani,
et laadida testribakandja(d) siisteemi NeuMoDx System.

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

3. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda soovitab, vahetage vilja pesemisreaktiiv NeuMoDx Wash Reagent, vabastusreaktiiv NeuMoDx
Release Reagent, tiihjendage vastavalt vajadusele praimingujaatmed, bioohtlike jdatmete mahuti (ainult NeuMoDx 288 Molecular System),
otsikute jadtmemahuti (ainult NeuMoDx 96 Molecular System) v3i bioohtlike jagtmete ndu (ainult NeuMoDx 96 Molecular System).

4. Kui seadme NeuMoDx System tarkvara seda soovitab, té6delge seadmeid Calibrators [REF 800501] ja/vdi External Controls [REF 900502]
vastavalt vajadusele. Rohkem teavet kalibraatorite ja kontrollide kohta leiab jaotisest Tulemuste t66tlemine.

5. Laadige proovikatsuti(d) proovikatsutikandjasse ja veenduge, et kdigilt katsutitelt on korgid ja tampoonid eemaldatud.

6. Asetage proovikatsutite kandur(id) automaatlaadija riiulile ja kasutage puutetundlikku ekraani kanduri(te) laadimiseks seadmesse NeuMoDx
System. Sellega kaivitatakse tuvastatava(te) testi(de) jaoks laaditud proovide t66tlemine, eeldusel, et seadmes on kehtiv testitellimus.

PIIRANGUD
1. Testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 tohib kasutada ainult seadmetega NeuMoDx Systems.

2. Testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 toimivust on kinnitatud plasmaproovide puhul, mis on ette valmistatud tdisverest, mille
kogumisel on kasutatud antikoagulandina EDTA-d. Testriba NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 kasutamist muude proovitlipidega ei ole
hinnatud ja toimivusnditajad on muud tutpi proovide korral teadmata.

3. EBV tuvastamine soltub Uldiselt proovis esinevate viiruseosakeste arvust, sltuvad usaldusvaarsed tulemused proovide nduetekohasest
kogumisest, kaitlemisest ja sailitamisest.

4. Proovide ebadige kogumise, kditlemise, sdilitamise, tehniliste vigade vdi proovikatsuti segiajamise tulemusel v3ib saada valed tulemused.
Lisaks vGivad tekkida valenegatiivsed tulemused, kuna proovides leiduvate viiruseosakeste arv on vaiksem kui anallitisi NeuMoDx EBV Quant
Assay 2.0 tuvastuspiir.

5. Susteemi NeuMoDx System tohib kasutada ainult sisteemi NeuMoDx System kasutamise valjaGppe saanud personal.

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

7. Kui enne proovi tootlemist tekib siisteemi viga, kajastatakse ,,No result” (Tulemus puudub) ning testi tuleb korrata.

8. Kui EBV DNA tuvastatakse Ulalpool ULoQ-d, v&ib analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 korrata algse proovi lahjendatud alikvoodiga.
Soovituslik lahjendamise suhe on 1 : 100 v&i 1 : 1000 EBV negatiivse plasma voi lahjendajaga Basematrix 53 Diluent (Basematrix, Seracare®,
Milford, MA). Sisteem arvutab originaalproovi kontsentratsiooni automaatselt jargmisel viisil. Proovi algne kontsentratsioon = log10
(lahjendusaste) + teatatud lahjendatud proovi kontsentratsioon, kui lahjendusaste on enne kordamist tarkvaras digesti valitud.

9. PCR inhibiitorite esinemine plasmas vdib tekitada susteemis kvantiteerimisvea; sellisel juhul on soovitatav, et testi korratakse sama
prooviga, mida on lahjendatud lahjendiga Basematrix suhte juures 1 : 10 v&i 1 : 100.

10. Positiivne tulemus viitab EBV DNA esinemisele.

11.  Viikesest tdendosusest hoolimata v3ib anallilisi NeuMoDx EBV Quant Assay sihtmargiks olevate kaitstud piirkondade deletsioonid vdi
mutatsioonid vdivad tuvastamist ja/v&i kvantifitseerimist mdjutada ja p&hjustada vale tulemuse.

12.  Analiisi NeuMoDx EBV Quant Assay tulemusi 2.0 tuleb kasutada kliiniliste vaatluste ja muu arstile kattesaadava teabe tdiendusena; anallils
ei ole ette ndhtud nakkuse diagnoosimiseks.

13.  Saastumise valtimiseks on soovitatav hea laboritava, sealhulgas kinnaste vahetamine erinevate patsiendiproovide kaitlemise vahel.
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TULEMUSTE TOOTLEMINE

Kattesaadavaid tulemusi saab vaadata vdi printida seadme NeuMoDx System puuteekraani akna Results (Tulemused) vahekaardilt ,Results”
(Tulemused). Seadme NeuMoDx System tarkvara genereerib analttisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 tulemused automaatselt, kasutades
otsustusalgoritmi ja tulemuste t66tlemise parameetreid, mis on esitatud analtilisi NeuMoDx EBV Quant Assay definitsioonifailis (EBV Quant ADF
versioon 4.0.0 v&i uuem). Analiitisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 tulemus v&ib olla esitatud kui Negative (Negatiivne), Positive (Positiivne) koos
esitatud EBV DNA kontsentratsiooniga Indeterminate (M&aratlematu), No Result (Tulemus puudub) vdi Unresolved (Lahendamatu) vastavalt
sihtmargi ja proovi to6tlemise kontrolli amplifikatsiooni seisule. Tulemused esitatakse ADF-i tulemuste t66tlemise otsuse algoritmi pdhjal, mis on
kokku v&etud allpool tabelis 1.

Tabel 1. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 tulemuste télgendus

Proovi té6tlemise
Tulemus EBV sihtmargid kontroll (Sample
Process Control, SPC1)

AMPLIFIED (AMPLIFITSEERITUD)
[2 < Ct< 28 AND EPR > 1.3 AND (JA) EP > 1200]
OR (VOI)
[28 < Ct < 38 AND EP > 1200]

Positive (Positiivne) N/A (Pole kohaldatav)

Positive (Positiivne), iile
kvantifitseerimise tilempiiri [CONC] (KONTSENTRATSIOON) > 8,0 Log10 IU/ml,
[Upper Limit of Quantitation, NO QUANT (ILMA KVANT.)

ULoQ] (Log10 IU/ml)
Positive (Positiivne), alla
kvantifitseerimise alampiiri [CONC] (KONTSENTRATSIOON) < 1,48 Log10 IU/ml,
[Lower Limit of Quantitation, NO QUANT (ILMA KVANT.)

LLoQ] (Log10 IU/ml)

N/A (Pole kohaldatav)

N/A (Pole kohaldatav)

NOT AMPLIFIED (MITTEAMPLIFITSEERITUD)
Pole kohaldatav

~ AMPLIFIED
OR (VOI)
. . [2<Ct<28 AND EPR < 1.3 AND EP > 1200] (AMPLIFITSEERITUD)
Negative (Negatiivne) ~ [29 < Ct< 35
OR (VOI) ia
[28 < Ct < 38 AND EP > 1200]
OR (VOI) EP >2000]
Ct>38
Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Aborted
No Result (Tulemus puudub)* (Mitteamplifitseeritud, Tuvastatud siisteemiviga, Proovi to6tlemine
katkestatud)
Not Amplified, System Error Detected, Sample Processing Completed
Indeterminate (Maaramatu)* (Mitteamplifitseeritud, Tuvastatud siisteemiviga, Proovi to6tlemine
I6petatud)

Not Amplified, No System Error Detected (Mitteamplifitseeritud, Stisteemiviga
pole tuvastatud)

EP = End Point Fluorescence (I8pp-punkti fluorestsents) suhtes korrigeerimist; EPR = End Point Fluorescence Ratio

(I8pp-punkti fluorestsentsi maar); Ct = Cycling Threshold;

Quant = arvutatud olemasoleva EBV kvantiteet, valjendatud thikuga logio IU/ml. Vaadake allpool jaotist , Testi arvutamine”.

* Siisteemil on valikuline Rerun/Repeat (kordustest/kordus) vdimekus, et kehtetu tulemuse korral automaatselt uuesti téédelda, vdhendamaks

viivitusi tulemuse kajastamisel.

Unresolved (Lahendamata)*

Testi arvutamine Proovid

1.

Proovide puhul, mis on anallisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 kvantitatiivses lineaarvahemikus, arvutatakse proovide EBV DNA

kontsentratsioon, kasutades salvestatud standardkdverat koos kalibreerimiskoefitsiendiga.

1. Kalibreerimiskoefitsient arvutatakse to66deldud kalibraatorite NeuMoDx EBV Calibrators tulemuste pd&hjal, et tagada standardkdvera
kehtivus testribade NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 iga partii spetsiifilises seadmes NeuMoDx System.

2. Kalibreerimiskoefitsient hdlmatakse slisteemi poolt automaatselt EBV DNA kontsentratsiooni I0pliku maaramisse.

Analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 tulemused esitatakse Ghikutes 1U/ml ja Log10 IU/ml.

Saadav tundmatute proovide kvantitativse madramise tulemus on jalgitav MTO Epstein-Barri viiruse nukleiinhapete

amplifitseerimismeetodite 1. rahvusvahelise standardini.

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

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-ET_B
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1. Kalibraator NeuMoDx EBV Calibrator [REF 800501] sisaldab mittenakkusohtlikke kapseldatud EBV sihtmarke lahjendis Basematrix.

2. EBV kalibraatorite komplekti té6tlemine on vajalik iga uue testribade NeuMoDx EBV Quant Test Strips 2.0 partii korral, uue EBV analiiisi
definitsiooni fail laadimisel seadmesse NeuMoDx System, parajasti kasutusel olete kalibraatorite komplekti kehtivusaja I6ppemisel (hetkel
seatud 90 paevale) vBi kui seadme NeuMoDx System tarkvara muudetakse.

3. Seadme NeuMoDx System tarkvara teavitab kasutajat, kui kalibraatoreid tuleb t66delda. Testribade uut partiid ei saa testimiseks kasutada,
kuni kalibraatorid on edukalt to6deldud.

4. Kalibraatorite kehtivus maaratakse jargnevalt.

1. Kaht kalibraatori komplekti — kdrge ja madal — tuleb kehtivuse maaramiseks toodelda.

2. Kehtivate tulemuste genereerimiseks peab vahemalt kaks kolmest kordusest andma tulemuse eelnevalt méaaratletud parameetrite piires.
Madala kalibraatori nominaalne sihtmark on 3 Log10 IU/ml ja kérge kalibraatori nominaalne sihtmérk on 5 Log10 IU/ml.

3. Kalibreerimiskoefitsient arvutatakse, et vOtta arvesse testribade partiide vahelised ootuspdrased erinevused. Seda
kalibreerimiskoefitsienti kasutatakse, et maarata |16plik EBV DNA kontsentratsioon.

5. Kui Uhe v8i mélema kalibraatori kehtivuse kontroll ebadnnestub, siis to6delge ebadnnestunud kalibraatorit/kalibraatoreid uuesti, kasutades
uut viaali. Juhul kui tGhe kalibraatori kehtivuse kontroll ebadnnestub, saab korrata ainult ebadnnestunud kalibraatori kontrolli, kuna siisteem
ei ndua kasutajalt mélema kalibraatori uuesti kasutamist.

6. Kui kalibraator(ite) kehtivuse kontroll ebadnnestub kaks korda jarjest, vétke thendust ettevdtte QIAGEN tehnilise toega.

Kehtetud tulemused

Kui seadmel NeuMoDx System labi viidud analiiis NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 ei anna kehtivat tulemust, esitatakse see kas tulemusena
Indeterminate (Maaramatu), No Results (Tulemus puudub) v&i Unresolved (Lahendamata), olenevalt tekkinud veatlubist, ja testi tuleb kehtiva
tulemuse saamiseks korrata.

Kui proovi tootlemisel tuvastatakse seadme NeuMoDx System tdrge, esitatakse tulemus Indeterminate (Maaramatu). Tulemuse Indeterminate
(Méaaramatu) korral on soovitatav teha kordustest.

Kui proovi to6tlemisel tuvastatakse seadme NeuMoDx System tdrge ja proovi to6tlemine katkestatakse, siis esitatakse tulemus No Result (Tulemus
puudub). Kui esitatakse tulemus No Result (Tulemus puudub), on soovitatav teostada kordusanaliiUs.

Tulemus Unresolved (Lahendamata) esitatakse juhul, kui sihntmarki ei tuvastata ja prooviprotsessi kontrolli amplifitseerimist ei toimu, mis viitab
vBimalikule reaktiivi térkele v&i inhibiitorite olemasolule. Tulemuse Unresolved (Lahendamata) korral on esimese sammuna soovitatav teha
kordustest. Kui kordustest ebadnnestub, vdib vBimaliku inhibeeriva mdju leevendamiseks kasutada proovi lahjendust (vt tdiendavaid juhiseid
jaotisest ,Piirangud”).

Vt siisteemi NeuMoDx 288 Molecular System kdsiraamatut (tootekood: 40600108) vdi siisteemi NeuMoDx 96 Molecular System kaitaja
kasiraamatut (tootekood: 40600317) kdigi kehtetute tulemuste seotud veakoode.

Kvaliteedikontroll

Kohalikud eeskirjad méaaravad tavaliselt, et labor vastutab kontrolliprotseduuride eest, millega jalgitakse kogu anallisiprotsessi tapsust ja
kordustdpsust, ning peab méaarama kontrollmaterjalide testimise arvu, tiilbi ja sageduse, kasutades kontrollitud toimivusspetsifikatsioone
modifitseerimata, heakskiidetud testslisteemi jaoks.

Vilised kontrollid

1. QIAGEN tarnib valiseid kontrolle, mis sisaldavad terviklikku mittenakkuslikku kapseldatud EBV viirust Basematrixi lahjendis positiivseid
kontrolle vdi Basematrixi lahuses negatiivseid kontrolle komplektina NeuMoDx EBV External Controls [REF 900502].

2. Positiivsed ja negatiivsed valised kontrollid tuleb to6delda iga 24 tunni tagant. Kui kehtiv véliste kontrollide komplekt puudub, nduab seadme
NeuMoDx System tarkvara kasutajalt kontrollide t66tlemist, et proovitulemusi saaks esitada.

Expected Concentration

. Sildi varviskeem
(Eeldatav kontsentratsioon)

Viline kontroll NeuMoDx EBV External Controls

NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) 1,584 1U/ml (4,18 Log1, IU/ml) Punane
NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) 150 IU/ml (2,18 Log1, IU/ml) Hall
NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) Pole kohaldatav Must

3. Viliste kontrollide proovikatsuti kandjasse ja laadige kandja automaatlaadija riiulilt seadme NeuMoDx System puutetundliku ekraani abil.
Seade NeuMoDx System tunneb dra vootkoodid ja alustab kontrollide t66tlemist, valja arvatud juhul, kui analttsimiseks vajalikud reaktiivid
vGi kulukaubad pole saadaval.

4. Seade NeuMoDx System hindab nende viliste kontrollide kehtivust ootuspéaraste tulemuste p&hjal.

NeuMoDx EBV External Controls EBV Quanti tulemus SPC1 tulemus
EBV Positive (EBV positiivne)
[Conc] 3,68 — 4,68 Log1o IU/ml
EBV Positive (EBV positiivne)
[Conc] 1,58 — 2,78 Log1o IU/ml

NeuMoDx EBV Negative Control (NCEBV) EBV Negative (EBV negatiivne) SPC1 Positiivne

NeuMoDx EBV High Positive Control (C1EBV) SPC1 Positiivne

NeuMoDx EBV Low Positive Control (C2EBV) SPC1 Positiivne

5. Viliste kontrollide vastukaivaid tulemusi tuleks kasitleda jargnevalt.

NeuMoDx Molecular, Inc. 40600562-ET_B
2023-07

Lk 6/13



& NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0 201501
NeUMODX KASUTUSJUHEND p

rmolecular

1. Negatiivse kontrollproovi kohta esitatud tulemus Positive (Positiivne) vdib tahistada saastumist ning algp&hjuse leidmiseks tuleb labi
vaadata labori kvaliteedikontrolli protseduurid. Kasutage proovi ettevalmistamiseks, kontrolli kditlemiseks ja RT-PCR-i seadistamiseks
eraldi alasid. Trkeotsingu lisandpunditeid leiate seadme NeuMoDx 288 vGi 96 Molecular System kdsiraamatust.

2. Positiivse kontrollproovi tulemus Negative (Negatiivne) v8ib osutada reaktiiviga v8i instrumendiga seotud probleemile.

3. Kummalgi ulaltoodud juhul v3i tulemuse No Result (NR, tulemus puudub), Unresolved (UNR, lahendamata), Indeterminant (IND,
maaramatu) tulemuse korral korrake kontrolli ebadnnestunud kehtivuskontrolliga kontrolli(de) varskelt Glessulatatud viaali(de)ga.

4. Kui positiivne valine kontroll annab uuesti tulemuse Negative (Negatiivne), votke ihendust QIAGENI tehnilise toega.

5. Kui negatiivne viline kontroll annab jatkuvalt tulemuse Positive (Positiivne), proovige eemaldada kdik vdimalikud saastumise allikad, sh
koigi reaktiivide asendamine ja kordusanaliiis, enne kui QIAGENI klienditeenindusega tihendust v&tate.

6. Kui vélised kontrollid ei anna oodatud tulemust, on vaja korrata positiivsete ja negatiivsete kontrollide komplekti. Proovi tulemusi ei esitata,
kui kontrollid ei anna oodatud tulemust.

7. NeuMoDx System on varustatud automaatse Rerun (Uuesti kditamine) / Repeat (Kordamine) vdimekusega, mida kasutaja saab valida, et tagada
tulemuse INVALID (KEHTETU) automaatne uuesti té6tlemine, et minimeerida tulemuse esitamise viibimist.

Prooviprotsessi (sisemised) kontrollid

Eraldusplaati NeuMoDx Extraction Plate on kadtketud eksogeenne proovi to6tlemise kontroll (Sample Process Control, SPC1) ning see ldbib iga
prooviga/kontrolliga/kalibraatoriga kogu nukleiinhappe ekstraheerimise ja reaalaja RT-PCR amplifikatsiooni kontrolli protsessi. SPC1-spetsiifilised
praimerid ja sond on lisatud igale testribale NeuMoDx EBV Quant Test Strip 2.0. See SPC1 vdimaldab seadmel NeuMoDx System jdlgida DNA
ekstraheerimise ja RT-PCR-i amplifikatsiooniprotsesside tdhusust.

TOIMIVUSNAITAJAD

ANALUUTILINE SENSITIIVSUS — tuvastuspiir

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 analiiitiline sensitiivsus maarati kahe jarjestikulise etapiga: 1. tuvastuspiiri (LoD) esialgne hinnang (Probit-analuiis)
ja parast seda 2. LoD-i kontrollimine. 1. etapi kdigus anallisiti negatiivseid proove ja EBV negatiivses inimese plasmas skriinitud MTO 1.
rahvusvahelise standardi lahjendusseeriaid, et maarata esialgne LoD siuisteemidel NeuMoDx Systems. Esialgne LoD defineeriti kui madalaim
sihttase, mis maarati Probit-anallitisiga 95% juhtudel. 2. etapi kdigus kontrolliti esialgset LoD-i, analliusides LoD-i tasemel kunstlikku paneeli.
Uuringu mdlemad etapid viidi 1abi 3 paeva jooksul mitmes seadmes reaktiivide NeuMoDx mitme partiiga. 1. etapiga t66deldi igal lahjenduse
tasemel kokku 144 kordust. Tuvastamismadrad on ndidatud tabelis 2.

Tabel 2. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 esialgse LoD-i madaramised

PLASMA
Sihtkontsentratsioon | Sihtkontsentratsioon N .
[lU/ml] [log1o 1U/ml] Keh.tlvate Positilvsete Tuvastamismair
testide arv arv
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%

Anallitsi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 LoD plasmas maéarati EBV MTO 1. rahvusvahelise standardi abil tasemele 29,3 IU/ml (1,47 log o IU/ml) ehk
95% usaldusvahemiku (Cl) juures vahemikku 24,4-37,1 1U/ml (1,39-1,57 logio IU/ml) [Joonis 1]. Seda LoD-i kontrolliti edasi kokkulangevuse
anallisiga, mis on esitatud tabelis 3.

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 LoD (plasma)
1,2
Assay 2.0
1
0,8
(%)
>
wv
= 0,6
=
Z2
w 0,4
- Sigmoidne sobitamine
0,2 @ Katselised andmed
4+ Arvutatud LoD
0
-2 -1 0 1 2 3 4
Kontsentratsioon (Logio IU/ml)

Joonisl. Probit-analiils, mida kasutati, et madrata anallitisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 LoD plasmaproovides
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Tabel 3. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 LoD-i kontroll

Siisteemn Sihtkontsentratsioon | Sihtkontsentratsioon Kehtivate Positiivsete Tuvastamismaar
[lU/ml] [log10 IU/ml] testide arv arv
N96 96 94 97,9%
N288 29,3 1,47 96 92 95,8%
Koik 192 186 96,9%

EBV genotiitibi 2 (GT2) LoD kinnitati kokkulangevuse anallusiga vaartus 29,3 1U/ml [1,47 Log10 IU/ml].
Médlema uuringu tulemuste pdhjal méirati analiiiisil NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 LoD viirtuseks 29,3 1U/ml [1,47 Log10 IU/ml].

ANALUUTILINE SENSITIIVSUS - kvantifitseerimise alampiir (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)
LLoQ on defineeritud alumise sihttasemena, mille juures saavutatakse tuvastus > 95% juhtudel, JA analutiline koguviga (Total Analytical Error,
TAE) on < 1,0. LLoQ maaramiseks arvutati LoD arvutuse osana analiittiline koguviga (total analytical error, TAE) iga EBV sihttaseme kohta, mille
korral oli tuvastus > 95%. TAE on defineeritud jargnevalt.

TAE = nihe + 2*SD (Westgardi statistika)

Nihe on keskmise arvutatud kontsentratsiooni ja eeldatava kontsentratsiooni erinevuse absoluutvadartus. SD on proovi maaratud kvantitatiivse
vadrtuse standardhalve.

LLoQ-i uuringus kasutatud EBV plasmaproovide MTO 1. rahvusvahelise standardi 5 tasandi koondtulemused on néaidatud tabelis 4. Selle
andmestiku ja varasemalt maaratud LoD-i p&hjal maarati LLoQ-i vaartuseks 30,0 IU/ml (1,48 Logio IU/ml) ja seejarel kinnitati see EBV genotuilbi
2 (GT2) puhul.

Tabel 4. NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 LLoQ nihke ja TAE-ga

Plasma

Sihtkont. Sihtkont. Keskmine
[IU/ml] [log1o 1U/mlI] kont. Tuvastamismaar SD Nihe TAE

[log1o 1U/ml]
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

Nende uuringute tulemuste pdhjal mairati NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 LoD viairtusele 29,3 IU/ml (1,47 logio IU/ml) ja LLoQ viirtusele
30,0 IU/ml [1,48 log1o IU/ml].

Kvantifitseerimise {ilempiiri (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) lineaarsus ja mdaaramine

Analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 lineaarsus ja kvantifitseerimise Glempiir (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) maarati plasmas, valmistades
EBV 1. rahvusvahelise standardi jargi lahuseseeriad, lisaks kahe teisese standardi jargi: NeuMoDx kapseldatud EBV sihtmark ja ATCC EBV kultuur
(ATCC, Manassas, VA).EBV MTO 1.rahvusvahelise standardi jalgitavus maarati kdigi teiseste standardite jaoks enne testimist. Mitme EBV-negatiivse
plasma Gihendatud proovi abil valmistati 10 paneel, et luua testimispaneel kontsentratsioonivahemikus 1,48-8,0 logio IU/ml. Analtitisi NeuMoDx
EBV Quant Assay 2.0 seerumiproovide ULoQ maarati vaartusele 8,0 log 1o IU/ml. Standardkdvera lineaarsuse hindamiseks koostatud kinnituspaneel
ja seadme NeuMoDx System teatatud EBV anallusikontsentratsioonid vGrreldes oodatavate vaartustega on esitatud joonisel 2.

z EBV plasma ekvivalentsuse graafik
~
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2 20 :
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3 00
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Joonis 2. Analiitisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 lineaarsus
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EBV genotiiiibi 2 (GT2) lineaarsus

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 lineaarsus EBV genotulbi 2 (GT2) Idikes méadaratleti, analtlsides EBV GT2 (jalgitav EBV MTO 1. rahvusvahelise
standardini) Uhtteist erinevat kontsentratsiooni, mis valmistati ette EBV-negatiivses plasmas. Uuring viidi labi, analtusides 36 kordust 11
kontsentratsioonil 2, kasutades siisteemi NeuMoDx System ja EBV Quant Test Strips 2.0 3 partiid. Lineaarsus EBV genotiilbi 2 (GT2) Idikes on
esitatud tabelis 5 ja joonisel 3.

Tabel 5. Anallitisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 lineaarsus EBV genotiiubi 2 IGikes

Lineaarsuse vorrand
Genotiilip y = NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 kvantifitseerimise vaartus R?
x = Eeldatav kvantitatiivne vaartus
GT2 y =0,9965x — 0,0982 0,9761

E Ekvivalentsusdiagramm - EBV genotiilip 2 (GT2)

2

s 10,0

&
2 80 y = 0,9965x + 0,0982 [ ]

c 2 aet

S 60 R?=0,9761

(%] -

2 50 o )

§ 4,0 ' “
g 20 |l-
z 0,0
é 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

3 Eeldatav kontsentratsioon (logio IU/ml)
=2

Joonis 3. Analiilisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 lineaarsus EBV genotiilibi 2 I6ikes

Analiiiitiline spetsiifilisus — ristreaktiivsus

Analudtilist spetsiifilisust naidati, sdeludes 36 organismi, mida vdib leida vere-/plasmaproovidest, ja liigi suhtes, mis on fillogeneetiliselt sarnased EBV
ristreaktiivsusele. Valmistati ette 5-6 organismist koosnevad kdrge kontsentratsiooniga ihendatud proovid. Testitud organismid on naidatud tabelis 6
Uhegi testitud organismi korral ei esinenud ristreaktiivsust, mis kinnitab analiiiisi NeuMoDx EBV Quant Assay2.0 100% analiiitilist spetsiifilisust.

Tabel 6. Analiittilise spetsiifilisuse tdendamiseks kasutatud patogeenid

Mittesihtorganismid
. " R " . " - Clostridium Mycoplasma Streptococcus
BK poliiomaviirus 5. tilibi adenoviirus Herpes Simplex viiruse 1. tiilip . ycop . P .
perfringens pneumoniae pneumoniae
. . - . " - Enterococcus Neisseria Streptococcus
Tslitomegaloviirus C-hepatiidi viirus Herpes Simplex viiruse 2. tlup .
faecalis gonorrhoeae pyogenes
Ini h ii " ~ " i . Propionibacteri A ill
nlrr'T?se erpesviinise Parvoviirus B19 Tuulerdugeviirus Escherichia coli ropionibactenium .spergl us
6. tulp acnes niger
Inimese herpesviiruse " Klebsiella Salmonella Candida
. JC-viirus HIV 1 . . . .
7. tulp pneumoniae typhimurium albicans
Inimese herpesviiruse Inimese HIV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
8. tuup papilloomiviirus 16 monocytogenes | aureus neoformans
s Inimese Mycobacterium | Staphylococcus Chlamydia
B-hepatiidi viirus . - SV 40 y .p v . ‘ .
papilloomiviirus 18 avium epidermidis trachomatis

Analiiiitiline spetsiifilisus — segavad ained, kommensaalsed organismid

NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 hinnati mittesihtorganismide tekitatava interferentsi suhtes, kasutades ristreaktiivsuse testimiseks ettevalmistatud
samu organismide kogumeid, mis on esitatud eespool tabelis 6. Negatiivset EBV plasmat rikastati 4—7 organismist koosneva Ghendatud prooviga
ja samuti EBV sihtmirgiga kontsentratsioonis 90 1U/ml [1,95 logio 1U/ml]. Nende organismidega kokkupuutel ei tdheldatud olulist interferentsi,
nagu néditas maaratud kvantitatiivse vdartuse halve kontrollproovidest, mis ei sisaldanud interferentsi tekitajat.

Analiiiitiline spetsiifilisus — segavad ained, endogeensed ja eksogeensed ained

Anallitsi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 toimivust hinnati EBV kliinilistes plasmaproovides levinud eksogeensete ja endogeensete segavate ainete
esinemisel. Nende hulka kuulusid nii verekomponentide liiga kdrged tasemed kui ka levinud viirusvastased ravimid ja immunosuperssandid, mis
on klassifitseeritud tabelis 7. Igat ainet lisati kinnitatud EBV-negatiivsesse inimese plasmasse, mida oli rikastatud 90 lu/ml [1,95 Log1o IU/ml] EBV-
ga ja proove analuisiti segava mdju suhtes, v8rreldes positiivse kontrolli kohta esitatud kontsentratsioone. Lisaks testiti vGimaliku interferentsi
suhtes tavaparast haigusseisundis plasmat, mida seostatakse EBV nakkusega. K&igi testitud ainete keskmine kontsentratsioon ja nihked vorreldes
kontrollproovidega, mida rikastati sama EBV tasemega, on esitatud tabelis 8. Mitte likski eksogeenne ega endogeenne aine ei m&jutanud analldsi
NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 spetsiifilisust.
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Tabel 7. Interferentsi testimine — eksogeensed ained (ravimiklass)

Kogum | Ravimi nimi Klassifikatsioon Kogum | Ravimi nimi Klassifikatsioon
Asatiopriin Immunosupressant Trimetopriim Antibiootikum
- Tstiklosporiin Immunosupressant - Vankomdtsiin Antibiootikum
Viirusevastane .
§ Foskarnet - § Takroliimus Immunosupressant
& (herpesviirused) ]
= Gantsukloviir Viirusevastane (EBV) = Everoliimus Immunosupressant
Valgantsikloviirvesinikkloriid | Viirusevastane (EBV) Klavulanaatkaalium Antibiootikum
. Kortikosteroid - Histamiini retseptori
Prednisoon . / Famotidiin . P
immunosupressant antagonist
e Tsidofoviir Viirusevastane (EBV) Sulfametoksasool Antibiootikum
£ Antibiootikum (laia e A Viirusevastane
2 Tsefotetaan . ) £ Valatsiloviir -
= toimespektriga) 3 (herpesviirused)
0~ . N N
N Antibiootikum (laia S N N
Tsefotaksiim . ) ( = Letermoviir Viirusevastane (EBV)
toimespektriga)
Flukonasool Antifungaalne Tikartsilliin-dinaatrium Antibiootikum
Mikofenolaatmofetiil Immunosupressant Leflunomiid Immunosupressant
o0 Mikofenolaatnaatrium Immunosupressant
g Piperatsilliin Antibiootikum
:?" Siroliimus/Rapamdtsiin Immunosupressant
Modifitseeritud
Tasobaktaam e
antibiootikum

Tabel 8. Interferentsi testimine — endogeensed ja eksogeensed ained

Keskmine kont. Nihe
Endogeenne + haigusseisund
logio IU/ml logio IU/ml
Hemoglobiin 2,19 0,32
Triglutseriidid 1,90 0,02
Bilirubiin 2,12 0,24
Albumiin 1,95 0,07
Susteemne eritematoosne luupus
2 2
(Systemic Lupus Erythematosus, SLE) 08 0,20
Tuumavastane antikeha (Antinuclear Antibody, ANA) 2,36 0,48
Reumatoidartriit (Rheumatoid Arthritis, RA) 1,89 0,01
Pole
Positii kontroll 1,88
ositiivne kontro , Kohaldatay
Keskmine kont. Nihe
Eksogeensed (ravimid)
logio IU/ml log1o IU/ml
Kogum 1: asatiopriin, tstiklosporiin, foskarnet, gantsikloviir,
K oy " 2,19 0,09
valgantsikloviirhidrokloriid
Kogum 2: prednisoon, tsidofoviir, tsefotetaan, tsefotaksiim, 211 0,01
flukonasool
Kogum 3: miikofenolaatmofetiil, miikofenolaat naatrium, 216 0.06
piperatsilliin, siroliimus/rapamitsiin, tasobaktaam ’ !
Kogum"4: trimetopriim, vankc?mutsun, takroliimus, 2,24 0,14
everoliimus, klavulanaat-kaalium
Kogum 5: famotidiin, sulfametoksasool, letermoviir, 226 016
valatsukloviir, tikartsilliin-dinaatrium, leflunomiid ’ !
Pole
Positii kontroll 2,10
ositiivne kontro , kohaldatay
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Laborisisene tdpsus

Anallitsi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 tdpsus madrati kontrolliga NeuMoDx EBV Positive Control ja EBV kultuuriga (ATCC, Manassas, VA) EBV
proovidega ette valmistatud 6-liikmelise paneeli 3 kordust kaks korda pdevas testides, kasutades 12 pdeva jooksul kaht seadet NeuMoDx 288
System ja kaht seadet NeuMoDx 96 System. Maarati sarjasisene, paevasisene ja siisteemisisene tapsus ja tldiseks standardseks halbeks maarati <
0,18 logio IU/ml. TBestati suurepérast tapsust siisteemide, pdevade ja testide |8ikes, nagu on niidatud tabelis 9. Kasutajate vahel tipsust ei
maératud, kuna kasutaja ei ole proovide to6tlemisel siisteemiga NeuMoDx System maérava tahtsusega.

Tabel 9. Laborisisene tdpsus — analiiis NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 seadmetel NeuMoDx Systems

EBV sihtkont. Keskmine EBV kont. | Siisteemisisene Perioodil Perioodil Uldine
[log1o 1U/ml] [log1o 1U/ml] SD Pdeva SD Kaitamise SD (Laboir) SD
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

Partiikaupa reprodutseeritavus

Laborisisene tdpsuse uuringu raames maarati analtitisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 partiidevaheline reprodusteeritavus, hinnates NeuMoDx
EBV Quant Test Strip 2.0 3 partiid. Toimivuse hindamiseks kasutati 6-liikmelist EBV positiivse plasma paneeli (tabel 10). Anallisiti partiide 18ikes
saadud tulemusi ja need on esitatud tabelis 10. Testribade NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strips 2.0 maksimaalne nihe oli 0,29 logio 1U/ml ja
maksimaalne SD oli 0,18 logio IU/ml. Partiides naidati samavaarset toimivust, kuna kdikide paneeli liikmete kvantifitseerimise vaartused olid
tolerantsi maara piires.

Tabel 10. Partiidevaheline reprodutseeritavus — NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0, Test Strip

Partii 1 Partii 2 Partii 3
Eeldatav kont. Kesk. kont. Log kont. Abs Kesk. kont. Log kont. Abs Kesk. kont. Log kont. Abs
(Log10 IU/ml) (Log10 1U/ml) SD nihe (Log10 IU/ml) SD nihe (Log10 1U/ml) SD nihe
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

Proovi tootlemise kontrolli tohusus

Anallitisiga NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 on kaasas proovi protsessikontroll (Sample Process Control, SPC1), mis annab teavet protsessi
ebadnnestumise v&i anallilsi toimimist mdjutava parssiva toime kohta. Analtilisi NeuMoDx CMV Quant Assay mudelina kasutades hinnati SPC1
efektiivsust plasmaproovide osas kriitilisi to6tlusetappide torkeid esindavates tingimustes, mis vSivad tekkida proovide to6tlemise ajal ja mida
seadme NeuMoDx System toimimist kontrollivad sensorid vdivad jdtta tuvastamata. Tsitomegaloviiruse positiivseid (3 log1o IU/ml) ja negatiivseid
proove testiti jargmistes tingimustes: inhibiitori olemasolu, pesulahuse kattesaadavuse piiramine ja pesureaktiivi eemaldamata jatmine.
Too6tluseetappide térkeid, mis mdjutasid negatiivselt viirusliku sihtméargi tuvastamist/kvantifitseerimist, peegeldas SPC1 sihtmark, nagu on
ndidatud tabelis 11. Kdigil testitud juhtudel ndidati, et prooviprotsessi kontroll jdljendas protsessi ebaefektiivsust ja inhibiitorite olemasolu
adekvaatselt vOi eeldatav protsessi ebaefektiivsus ei avaldanud olulist negatiivset m&ju SPC1 ega viirusliku sihtmdrgi tuvastamisele ja
kvantifitseerimisele. Seega, SPC1 abil naidati analtilsi toimimise efektiivset jalgimist seadmes NeuMoDx System.

Tabel 11. Proovi to6tlemise kontrolli tdhusus plasma viiruse DNA osas*

Protsessi etapp

Proovi t66tlemise kontrolli CMV sihtmark

Testitud
ebadnnestumine

1 amplifikatsioonistaatus

Amplifikatsioonistaatus

Analiiiisi tulemus

(Pesemisreaktiivi ei ole)

(Mitteamplifitseeritud)

(Mitteamplifitseeritud)

Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified Unresolved (Lahendamata)
(Inhibiitori sisaldus) (Mitteamplifitseeritud) (Mitteamplifitseeritud)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified

Unresolved (Lahendamata)

No Wash Blowout
(Pesemisreaktiivi
vdljauhtumist ei toimu)

Amplified (Amplifitseeritud)

Amplified (Amplifitseeritud)

Positive (Positiivne) kvantifitseerimine

kontrolli koguse
0,3 Log1o IU/ml juures

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

Plasmaproovide ristsaastumise maar tuvastati EBV positiivse ja negatiivse sisaldusega proovide vaheldumisi to6tlemisega. Tehti viis sellist
kontrolltestide komplekti, milles kasutati kokku 60 kordust EBV-negatiivse plasmaga ja 60 kordust EBV-ga rikastatud plasmaga koguses 6,0 Log1o
IU/ml, kasutades nii siisteemi NeuMoDx 288 kui ka 96 Molecular System. Mdlema siisteemi I8ikes olid k&ik 120 negatiivsete proovide kordustesti
negatiivsed, mis nditab, et kdikide analliside plasmaproovide to6tlemisel ei esinenud siisteemis NeuMoDx System ristsaastumist.

Proovimaatriksi ekvivalentsus

Testid tehti, et ndidata varskete ja kilmutatud plasmaproovide samavaarsust, kasutades mudelina sarnast vere kaudu levivat viirust, CMV-d.
Varskeid proove sailitati 4 °C juures, kuni neid rikastati kolme eri CMV tasemega ja anallilisiti samavaarsuse suhtes. Proovid kilmutati minimaalselt
24 tundi —20 °Cjuures. Parast seda kiilmutatult hoiustamist sulatati proovid Ules ja testiti uuesti. Varskete ja kiilmutatud plasmaproovide tulemusi
vorreldi eksivalentsuse osas regressioonanaliitisiga. Andmed naitasid varskete ja kiilmutatud plasmaproovide suureparast samavaarsust, millel oli
kaldenurk 1,0 ja vdga vdike nihe (I8ikepunkt), nagu on esitatud allpool tabelis 12.

Tabel 12. Proovimaatriksi ekvivalentsus

Parameetri n6ue

Varske vs. kiilmutatud EDTA

Téus [0,9-1,1] 1,000
L&ikepunkt < 0,5 log1o IU/ml 0,020
p-vaartus > 0,05 0,631

Kvantifitseerimise naitajad

Analliisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 kvantitatiivset tulemuslikkust hinnati, t66deldes seadmega NeuMoDx Molecular Systems kaht
kaubanduslikult saada olevat EBV kontrollimise paneeli ettevGtetelt AcroMetrix ja Exact Diagnostics (jalgitav 1. MTO EBV rahvusvahelise
standardini).

Anallitsi NeuMoDx EBV Quant Assay ja kahe kaubanduslikult saadaoleva EBV kontrollpaneeli vahel saadi suureparane korrelatsioon (joonis 4), kui

neid analllsiti kas Demingi regressiooni (joonis 4A) voi Passing-Babloki meetodiga (joonis 4B).

Demingi regressioonianaliilis Passing-Babloki regressioonianaliilis

y=1,004x - 0,332

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

(Log10 1U/ml)
(Log10 1U/ml)

2 2,5 3 35 4 a5 5 5,5 6 6,5 7
EBV konts. Kvantifitseeritud k lid
(Log10 IU/mI)

2 2,5 3 3,5 4 a5 5 5,5 3 65 7
EBV konts. Kvantifitseeritud kaubandusvorgust saadud
(Log10 1U/ml)

orgust saadud par

= EBV konts. Kvantifitseeritud analiiiisiga NeuMoDx EBV Quant Assay v2
0 EBV konts. Kvantifitseeritud analiiiisiga NeuMoDx EBV Quant Assay v2

Joonis 4. Ettevotete AcroMetrix ja Exact Diagnostics kontrollpaneelide ekvivalentsus analiiiisi NeuMoDx EBV Quant Assay.
A. Lineaarne regressioonanaliiiis Demingi meetodiga. B. Lineaarne regressioonanaliiiis Passing-Babloki meetodiga.

Demingi regressiooni sobivust naditavad tdusu koefitsient 0,990 ja Idikepunkt (nihe) —0,313, mis naitab, et analtiisiga NeuMoDx EBV Quant Assay
2.0 ja EBV kontrollpaneelidega saadud kontsentratsioonivaartused on korrelatsioonis ja sobiva nihkega. Passing-Babloki lineaarne sobivus toetab
ka analtitisi NeuMoDx EBV Quant Assay 2.0 ja EBV kontrollpaneelide abil saadud tulemuste korrelatsiooni olulisust, mille tildine tdusu koefitsient
on 1,004 ja Idikepunkt (kdrvalekalle) on —0,332. Passing-Babloki analtilisi p-vaartuseks arvutati 0,988.

Tabel 13. Demingi ja Passing-Babloki lineaarse regressiooni analtitside kokkuvéte

Demingi analiilis

Passing-Babloki analiilis

Loikepunkt

Tousu koefitsient

Likepunkt

Tousu koefitsient

-0,313

95% Cl (=0,620; —0,007)

0,990

95% Cl (0,928; 1,053)

95% Cl (~0,548; —0,116)

0,332

95% Cl (0,950; 1,047)

1,004
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