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PRZESTROGA: Wytacznie do eksportu poza Stany Zjednoczone
Do diagnostyki in vitro z wykorzystaniem systeméow NeuMoDx 288 Molecular System i NeuMoDx
96 Molecular System

Aktualne wersje ulotek informacyjnych mozna znalez¢ pod adresem: www.giagen.com/neumodx-ifu
[:E] Szczegdtfowe instrukcje zawiera dokument NeuMoDx 288 Molecular System — podrecznik uzytkownika; nr czesci: 40600108
Szczegdtowe instrukcje zawiera dokument NeuMoDx 96 Molecular System — podrecznik uzytkownika; nr czesci: 40600317

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay to zautomatyzowany test stuzgcy do amplifikacji in vitro kwaséw nukleinowych przeznaczony do
ilosciowego oznaczania DNA ludzkiego wirusa Epsteina-Barr (Epstein-Barr Virus, EBV) w probkach osocza. W przypadku wykonywania oznaczenia
NeuMoDx EBV Quant Assay w systemie NeuMoDx 288 Molecular System i NeuMoDx 96 Molecular System (system(y) NeuMoDx System) izolacja
docelowego kwasu nukleinowego (DNA) z prdébki osocza oraz taricuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reaction, PCR) w czasie
rzeczywistym ukierunkowana na dwa wysoce konserwatywne regiony w genomie wirusa Epsteina-Barr zachodzg w sposob zautomatyzowany.

Oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay stuzy do detekcji i iloSciowego oznaczenia in vitro DNA wirusa Epsteina-Barr w $wiezych i mrozonych
prébkach ludzkiego osocza przy uzyciu systemédw NeuMoDx 288 Molecular System i NeuMoDx 96 Molecular System. Oznaczenie NeuMoDx EBV
Assay jest przeznaczone do stosowania podczas ustalania rozpoznania i monitorowania zakazenia wirusem EBV. Oznaczenie moze by¢ uzywane do
pomiaréw stezenia DNA wirusa EBV w celu oceny odpowiedzi wirusa na leczenie przeciwwirusowe. To oznaczenie w potfaczeniu z danymi
dotyczacymi stanu klinicznego i innych markeréw laboratoryjnych wskazujacych na rozwdj choroby jest uzywane podczas opieki klinicznej i
monitorowania stanu pacjentéw zakazonych wirusem EBV. Oznaczenie nie jest przeznaczone do uzytku jako test przesiewowy wykonywany pod
katem obecnosci wirusa EBV we krwi lub produktach krwiopochodnych.

PODSUMOWANIE | OBJASNIENIE

Ludzka krew petna zbierana do sterylnych probdwek do pobierania krwi zawierajacych antykoagulant w postaci EDTA moze by¢ uzywana do przygotowania
osocza. Aby rozpocza¢ analize, osocze w probéwce zgodnej z systemem NeuMoDx System nalezy umiesci¢ w nosniku probdwek, a nastepnie zatadowac go
na stét roboczy systemu NeuMoDx System. W przypadku kazdej prébki osocza porcja o objetosci 250 pl jest mieszana z buforem NeuMoDx Lysis Buffer 5, a
system NeuMoDx System automatycznie wykonuje wszystkie kroki wymagane do wyizolowania docelowego kwasu nukleinowego, przygotowania
wyizolowanego DNA do amplifikacji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym oraz amplifikacji i detekcji produktéw amplifikacji (dwa wysoce konserwatywne
regiony w genomie wirusa EBV), jesli s3 obecne. Oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay zawiera kontrole przetwarzania prébki (Sample Process Control,
SPC1) w postaci DNA, utatwiajacg monitorowanie pod kagtem obecnosci potencjalnych inhibitoréow oraz wykrycie nieprawidtowosci w dziataniu systemu
NeuMoDx System lub odczynnikéw, ktdre moga wystapi¢ podczas procesdw izolacji i amplifikacji.

Wirus EBV to powszechnie wystepujacy wirus o dwuniciowym DNA, nalezacy do rodziny ludzkich herpeswirusdw. Wirusem moga zakazi¢ sie osoby
ze wszystkich grup wiekowych. Szacuje sie, ze >90% 0s6b na catym $wiecie jest zakazonych lub przebyto zakazenie wirusem EBV'. Wirus EBV
przenosi sie poprzez ptyny ustrojowe, takie jak slina, krew, nasienie, lub podczas transplantacji narzadu. Wiele oséb zakazito sie wirusem EBV w
dziecinstwie. Zakazenie wirusem EBV zwykle przebiega bezobjawowo. U 0séb z obnizong odpornoscig zakazenie wirusem EBV moze prowadzi¢ do
wystgpienia ciezszych objawoéw i powiktan. Utajona forma zakazenia wirusem EBV stanowi najwieksze zagrozenie dla pacjentéw po transplantacji.
Potransplantacyjna choroba limfoproliferacyjna (Post-Transplant Lymphoproliferative Disorder, PTLD) obejmuje formacje guzéw z limfocytéw B
wywotang wirusem EBV w wyniku wptywu srodkéw immunosupresyjnych na immunologiczng kontrole wirusa EBV. Jest to jedna z najwazniejszych
przyczyn zachorowalnosci i $émiertelnosci wéréd pacjentéw poddawanych wszelkiego rodzaju transplantacjom narzadéw?.

Monitorowanie wiremii wirusa EBV utatwia rozpoznanie i leczenie pacjentéw z PTLD zwigzanym z wirusem EBV. Detekcja kwasu nukleinowego
wirusa EBV we krwi nie jest jednak wystarczajgca do rozpoznania PTLD zwigzanego z wirusem EBV. Testy oparte na detekcji kwaséw nukleinowych
(Nucleic Acid Testing, NAT) s przeznaczone wytacznie do uzytku w potgczeniu z danymi dotyczgcymi stanu klinicznego i innych markeréw
laboratoryjnych, wskazujacych na rozwdéj choroby podczas opieki klinicznej i monitorowania stanu pacjentéw zakazonych wirusem EBV. Aktualne
wytyczne dotyczace kontroli i leczenia pacjentdw z obnizong odpornoscig zakazonych wirusem EBV nie sg jednoznaczne pod wzgledem czasu
rozpoczecia terapii antywirusowej, natomiast wszystkie nakazuja nieprzerwane monitorowanie wiremii wirusa, po wdrozeniu leczenia
przeciwwirusowego w celu ztagodzenia ciezkich skutkéw ubocznych wynikajacych ze stosowania lekéw w populacjach tych pacjentéw®“.

ZASADY PROCEDURY

Do wykonania oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay w systemie NeulMoDx System potrzebne sa paski testowe NeuMoDx EBV Quant Test Strip,
kalibratory NeuMoDx EBV Calibrator, kontrole zewnetrzne NeuMoDx EBV External Control, bufor NeuMoDx Lysis Buffer 5 oraz odczynniki
NeuMoDx przeznaczone do ogdlnego uzytku. Oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay fgczy zautomatyzowang izolacje, amplifikacje i detekcje DNA
w reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Probki krwi petnej sa pobierane do probéwek z dodatkiem EDTA przeznaczonych do przygotowania osocza.
Prébki osocza w probowkach zgodnych z systemem NeuMoDx System sg umieszczane w nosniku probdwek, ktéry nastepnie jest tadowany do stotu
roboczego systemu NeuMoDx System w celu rozpoczecia analizy. Operator nie musi wykonywac zadnych dalszych dziatan.

W celu przeprowadzenia lizy komorek, izolacji DNA oraz usuniecia inhibitorow w zautomatyzowany sposéb w systemach NeuMoDx System
stosowane sg wysoka temperatura, enzym lityczny i odczynniki do izolacji. Uwolnione kwasy nukleinowe sg wychwytywane przez czastki
paramagnetyczne. Czastki te, wraz ze zwigzanymi kwasami nukleinowymi, sa nastepnie tadowane do kasety NeuMoDx Cartridge, w ktorej
niezwigzane sktadniki niebedgce DNA sg wymywane przy uzyciu odczynnika NeuMoDx Wash Reagent. Zwigzany DNA jest eluowany przy uzyciu
odczynnika NeuMoDx Release Reagent. Nastepnie Systemy NeuMoDx System wykorzystuja eluowany DNA do uwodnienia zastrzezonych
odczynnikéw do amplifikacji NeuDry™, ktére zawierajg wszystkie sktadniki wymagane do amplifikacji w reakcji PCR swoistych sekwencji docelowych
wirusa EBV i kontroli SPC1. Po rekonstytucji odczynnikdw do reakcji PCR NeuDry system NeuMoDx System dozuje przygotowana mieszanine gotowga
do uzycia w reakcji PCR do kasety NeuMoDx Cartridge. W komorze do reakcji PCR w kasecie NeuMoDx Cartridge zachodzi amplifikacja i detekcja
sekwencji docelowych DNA patogenu (jesli s3 obecne) i DNA kontroli. Kasete NeuMoDx Cartridge zaprojektowano w taki sposdéb, aby po reakcji
PCR w czasie rzeczywistym amplikony pozostawaty w jej wnetrzu, co w zasadzie eliminuje ryzyko zanieczyszczenia po amplifikacji.
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Oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay jest ukierunkowane na dwa wysoce konserwatywne regiony genomu wirusa EBV — BALF5 oraz BXFL1.
Ukierunkowanie oznaczenia na dwa regiony zmniejsza ryzyko powstawania fatszywie negatywnych wynikdw w przypadku wystgpienia mutacji,
zwiekszajac w ten sposob odpornos¢ oznaczenia. Detekcja zamplifikowanych sekwencji docelowych przebiega w czasie rzeczywistym przy uzyciu
sond hydrolitycznych (nazywanych powszechnie odczynnikami TagMan®) — czasteczek oligonukleotydowych sond fluorogenicznych swoistych
wzgledem amplikonéw odpowiednich sekwencji docelowych.

Sondy TagMan sktadajg sie z fluoroforu kowalencyjnie zwigzanego z koricem 5’ oligonukleotydowej sondy oraz wygaszacza zwigzanego z koricem
3’. Jesli sonda jest nienaruszona, bliskos¢ fluoroforu i wygaszacza powoduje, ze wygaszacz ttumi emitowang przez fluorofor fluorescencje poprzez
forsterowskie rezonansowe przeniesienie energii (Forster Resonance Energy Transfer, FRET).

Sondy TagMan hybrydyzuja do regionu DNA amplifikowanego przez swoisty zestaw starterow. Podczas gdy polimeraza DNA Taq wydtuza starter i
syntezuje ni¢ potomng, aktywnos¢ egzonukleazy 5'-3’ polimerazy DNA Tag powoduje rozktad sondy zhybrydyzowanej z matryca. Rozktad sondy
prowadzi do uwolnienia fluoroforu i oddalenia go od wygaszacza, znoszgc tym samym efekt wygaszania spowodowany przez FRET i umozliwiajac
detekcje fluorescenciji fluoroforu. Sita wykrytego sygnatu fluorescencyjnego jest wprost proporcjonalna do ilosci uwolnionego fluoroforu i mozna
ja skorelowac z iloscig obecnej sekwencji docelowej DNA.

Sonda TagMan wyznakowana fluoroforem (490/521 nm) na koricu 5’ i ciemnym wygaszaczem na korcu 3’ stuzy do detekcji DNA wirusa EBV. Sonda
TagMan przeznaczona do detekcji kontroli SPC1 jest wyznakowana innym barwnikiem fluorescencyjnym (535/556 nm) na koricu 5’ i ciemnym
wygaszaczem na koncu 3’. Oprogramowanie systemu NeuMoDx System monitoruje sygnat fluorescencyjny emitowany przez sondy TagMan pod
koniec kazdego cyklu amplifikacji. Po ukonczeniu amplifikacji oprogramowanie systemu NeuMoDx System analizuje dane i zgtasza wynik (POSITIVE
(Pozytywny)/NEGATIVE (Negatywny)/INDETERMINATE (Nieokreslony)/UNRESOLVED (Nierozstrzygniety)). Jesli zgtoszony wynik to POSITIVE
(Pozytywny), oprogramowanie systemu NeuMoDx System podaje réwniez wartos¢ ilosciowq zwigzang z prébka lub powiadamia uzytkownika czy
obliczone stezenie wykracza poza granice oznaczalnosci.

ODCZYNNIKI/MATERIALY EKSPLOATACYJNE

Dostarczony materiat
Liczba testow Liczba testow na
NR REF. Zawartosc na opakowanie opakowanie
jednostkowe zbiorcze

Pasek testowy NeuMoDx EBV Quant Test Strip
201500 Suche odczynniki do reakcji PCR zawierajgce sondy TagMan i startery swoiste dla wirusa EBV i 16 96
kontroli SPC1.

Dodatkowe materialy wymagane, ale niedostarczone (oferowane oddzielnie przez firme NeuMoDx)

NR REF. Zawartos¢

Ptytka NeuMoDx Extraction Plate

100200 R . . . [
Suche czgstki paramagnetyczne, enzym lityczny i kontrole przetwarzania probek

Kalibratory NeuMoDx EBV Calibrator
800500 Zestawy kalibratoréw o wysokim i niskim stezeniu wirusa EBV przeznaczone do walidacji krzywej wzorcowej; do jednorazowego
uzytku

Kontrole zewnetrzne NeuMoDx EBV External Control
900501 Zestawy kontroli pozytywnych i negatywnych wzgledem wirusa EBV do codziennej walidacji oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay;
jednorazowego uzytku

400900 Bufor NeuMoDx Lysis Buffer 5

400100 Odczynnik NeuMoDx Wash Reagent

400200 Odczynnik NeuMoDx Release Reagent

100100 Kaseta NeuMoDx Cartridge

235903 Korcéwki Hamilton CO-RE/CO-RE Il (300 pl) z filtrami

235905 Koncéwki Hamilton CO-RE/CO-RE 11 (1000 pl) z filtrami

Wymagany sprzet
System NeuMoDx 288 Molecular System [NR REF. 500100] lub system NeuMoDx 96 Molecular System [NR REF. 500200]

OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

® Oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay jest przeznaczone wytacznie do diagnostyki in vitro z wykorzystaniem systeméw NeuMoDx System.

® 7 préobkami nalezy zawsze postepowac w taki sposdb, jak z materiatami potencjalnie zakaznymi, zgodnie z procedurami
bezpieczenstwa laboratoryjnego, ktére opisano w publikacjach takich jak Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories
(Bezpieczeristwo w laboratoriach mikrobiologicznych i biomedycznych)® i w dokumencie M29-A4 instytutu CLSI®.
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Wynik pozytywny wskazuje na obecnos¢ DNA wirusa EBV.

Z oznaczeniem NeuMoDx EBV Quant Assay moze pracowac wytacznie personel przeszkolony z obstugi systemu NeuMoDx System
oraz zaznajomiony z zasadami pracy z materiatami zakaznymi.

Nie uzywac odczynnikéw ani materiatéw eksploatacyjnych po uptywie wskazanej daty waznosci.
Nie uzywac zadnych odczynnikow, jesli plomba zabezpieczajaca jest naruszona lub dostarczone opakowanie jest uszkodzone.
Nie uzywa¢ materiatéw eksploatacyjnych ani odczynnikéw, jesli dostarczona torebka ochronna jest otwarta lub uszkodzona.

Przed wygenerowaniem wynikéw testéw dla prébek klinicznych musi by¢ wykonana wazna kalibracja testu (nalezy jg przeprowadzi¢
poprzez analize kalibratoréw o wysokim i niskim stezeniu z zestawu kalibratoréw NeuMoDx EBV Calibrator [NR REF. 800500]).

Kontrole zewnetrzne NeuMoDx EBV External Control [NR REF. 900501] nalezy analizowa¢ co 24 godziny podczas wykonywania
testow przy uzyciu oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay.

Minimalna objetos¢ prébki dla porcji wtdrnych zalezy od rozmiaru probdéwki/nosnika probowek, zgodnie z ponizszym opisem.
Objetos¢ mniejsza niz okreslona objetosé minimalna moze doprowadzi¢ do wygenerowania btedu ,,Quantity Not Sufficient”
(Niewystarczajgca ilos¢).

Uzycie prébek przechowywanych w nieodpowiedniej temperaturze lub po uptynieciu okreslonego okresu przechowywania moze
doprowadzi¢ do otrzymania niewaznych lub btednych wynikéw.

Zawsze nalezy unikac zanieczyszczenia odczynnikdw i materiatéw eksploatacyjnych drobnoustrojami i deoksyrybonukleaza (DNaza). Zalecane
jest stosowanie sterylnych, jednorazowych pipet transferowych wolnych od DNaz. Dla kazdej prébki nalezy uzywac nowej pipety.

Aby uniknac¢ zanieczyszczenia, po amplifikacji nie nalezy przenosic kaset NeuMoDx Cartridge ani rozktadac ich na czesci. Pod zadnym
pozorem nie nalezy wyjmowac kaset NeuMoDx Cartridge z pojemnika na odpady stwarzajace zagrozenie biologiczne (NeuMoDx 288
Molecular System) ani z kosza na odpady stwarzajace zagrozenie biologiczne (NeuMoDx 96 Molecular System). Konstrukcja kasety
NeuMoDx Cartridge minimalizuje ryzyko zanieczyszczenia.

Jesli w laboratorium wykonywane sg réwniez testy PCR w otwartych probdwkach, nalezy zachowac ostroznos¢, aby nie dopusci¢ do
zanieczyszczenia paska testowego NeuMoDx EBV Quant Test Strip, dodatkowych materiatéw eksploatacyjnych i odczynnikéw
wymaganych do przeprowadzenia testu, Srodkdw ochrony indywidualnej, takich jak rekawiczki i fartuchy laboratoryjne, oraz
systemu NeuMoDx System.

Podczas pracy z odczynnikami i materiatami eksploatacyjnymi NeuMoDx nalezy nosi¢ czyste, bezpudrowe rekawiczki nitrylowe. Nalezy unikaé
dotykania gérnej powierzchni kasety NeuMoDx Cartridge, powierzchni paska testowego NeuMoDx EBV Quant Test Strip i ptytki NeuMoDx
Extraction Plate pokrytych folig uszczelniajacq oraz gérnej powierzchni pojemnika z buforem NeuMoDx Lysis Buffer 5; podczas pracy nalezy
dotykac wytacznie bocznych powierzchni materiatéw eksploatacyjnych oraz pojemnikéw z odczynnikami.

Karty charakterystyki (Safety Data Sheet, SDS) sg dostepne na zadanie.

Po wykonaniu testu doktadnie umy¢ rece.

Nie pipetowad ustami. Nie pali¢ i nie spozywac pokarmoéw ani ptynéw w miejscach przeznaczonych do pracy z prébkami lub
odczynnikami.

Usuwac niezuzyte odczynniki i odpady zgodnie z przepisami federalnymi i stanowymi lub krajowymi, wojewddzkimi i lokalnymi.

PRZECHOWYWANIE, STABILNOSC | SPOSOB POSTEPOWANIA Z PRODUKTEM

Paski testowe NeuMoDx EBV Quant Test Strip przechowywane w oryginalnym opakowaniu w temperaturze od 18 do 23°C zachowuja
stabilnos$¢ do daty waznosci podanej na etykiecie produktu.

Nie uzywac¢ materiatéow eksploatacyjnych ani odczynnikéw po uptywie podanej daty waznosci.

Nie uzywac zadnego produktu przeznaczonego do wykonywania testu, jesli oryginalne lub posrednie opakowanie produktu jest wyraznie
uszkodzone.

Nie tadowac¢ ponownie zadnych produktéw przeznaczonych do wykonywania testu, ktére zatadowano uprzednio do innego systemu
NeuMoDx System.

Pasek testowy NeuMoDx EBV Quant Test Strip zatadowany do systemu NeuMoDx System moze by¢ przechowywany w systemie przez

14 dni. Pozostaty okres magazynowania zatadowanych paskow testowych jest Sledzony przez oprogramowanie i zgtaszany uzytkownikowi
w czasie rzeczywistym. Po uptynieciu dopuszczalnego okresu magazynowania paska testowego system wyswietli monit o wyjecie produktu.
Kalibratory NeuMoDx EBV Calibrator i kontrole zewnetrzne NeuMoDx EBV External Control nie sg zakazne, zuzyte materiaty nalezy jednak
wyrzucac jako laboratoryjne odpady stwarzajace zagrozenie biologiczne w celu ograniczenia ryzyka zanieczyszczenia zawartymi w nich
docelowymi sekwencjami kwaséw nukleinowych.

POBIERANIE, TRANSPORT | PRZECHOWYWANIE PROBEK
Z probkami nalezy postepowac tak, jak z materiatami potencjalnie zakaZnymi.

Nie zamrazaé krwi petnej ani zadnych innych prébek przechowywanych w probéwkach pierwotnych.

W celu przygotowania probek osocza krew petng nalezy zebrac¢ do sterylnych probdwek zawierajgcych antykoagulant w postaci EDTA.
Nalezy przestrzegac instrukcji podanych przez producenta probéwki do pobierania prébki.
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e Krew petng pobrang do wymienionych powyzej produktéw mozna przechowywac i/lub transportowaé przez maksymalnie 24 godziny w
temperaturze od 2°C do 25°C przed przygotowaniem osocza. Osocze nalezy przygotowywac zgodnie z instrukcjami producenta.

e Przygotowane prébki osocza mozna przechowywac w systemie NeuMoDx System przez maksymalnie 8 godzin przed ich analiza. Jesli
konieczne jest przechowywanie prébek przez dtuzszy czas, zalecane jest przeniesienie ich do chtodziarki lub zamrazarki.

e Przed wykonaniem testu przygotowane probki osocza mozna przechowywacd w temperaturze od 2 do 8°C przez maksymalnie 7 dni lub przez
maksymalnie 8 godzin w temperaturze pokojowe;j.

e Przygotowane prébki osocza moga by¢ przechowywane w temperaturze <-20°C przez maksymalnie 8 tygodni przed przetworzeniem;
prébek osocza nie nalezy poddawac wiecej niz 2 cyklom zamrazania i rozmrazania przed uzyciem.

o Jesli probki sa zamrozone, pozostawic je do catkowitego rozmrozenia w temperaturze pokojowej (15—-30°C); wytrzasac, aby
otrzymac jednorodng prébke.
o Po rozmrozeniu prébek testy nalezy wykona¢ w ciggu 8 godzin.
o Jedli probki sg przesytane, nalezy je zapakowac i oznaczy¢ zgodnie z obowigzujagcymi przepisami krajowymi i/lub miedzynarodowymi.
e Woyraznie oznaczy¢ prébki i wskazac, ze sg one przeznaczone do testow pod katem wirusa EBV.

e Przejs¢ do czesci Przygotowanie do wykonania testu.

Schemat procesu wykonywania oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay przedstawiono ponizej na Ryc. 1.

WYKONYWANIE
OZNACZENIA NEUMODX EBV
QUANT ASSAY

Zataduj odczynniki wymagane do
Po wyswietleniu monitu przez testu bufor

oprogramowanie NeuMoDx zataduj e NeuMoDx Lysis Buffer 5

wymagane materiaty eksploatacyjne paski testowe .
o NeuMoDx EBV Quant Test Strip

Przeanalizuj

kalibratory
NeuMoDx EBV
Calibrator

Powtarzaj raz na 90
dni LUB przy
zmianie serii paskow
testowych
NeuMoDx EBV
Quant Test Strip

Przeanalizuj
kontrole
zewnetrzne
NeuMoDx EBV
External Control

Powtarzaj raz na 24
godziny

Ryc. 1: Schemat wykonywania oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay
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Przygotowanie do wykonania testu
1. Naklei¢ etykiete z kodem kreskowym prébki na probéwke zgodng z systemem NeuMoDx System.
2. Przenie$¢ porcje osocza do oznaczonej kodem kreskowym proboéwki zgodnej z systemem NeuMoDx System, uwzgledniajgc ponizsze
wytyczne dotyczace objetosci:
o Nosnik probéwek (na 32 probdwki): sSrednica 11-14 mm; wysoko$¢ 60—120 mm; minimalna objetos¢ napetnienia 2400 ml
e Nosnik probéwek (na 24 probdwki): sSrednica 14,5-18 mm; wysoko$¢ 60—120 mm; minimalna objetos$¢ napetnienia 2850 ml

Obstuga systemu NeuMoDx System
Szczegdtowe instrukcje przedstawiono w podrecznikach uzytkownika systeméw NeuMoDx 288 i 96 Molecular System (nr czesci: 40600108 i 40600317)

1. Wiozy¢ paski testowe NeuMoDx EBV Quant Test Strip do jednego lub wiekszej liczby nosnikéw paskéw testowych systemu NeuMoDx
System, a nastepnie zatadowac nosniki paskow testowych do systemu NeuMoDx System, korzystajac z ekranu dotykowego.

2. W przypadku wyswietlenia monitu przez oprogramowanie systemu NeuMoDx System wtozy¢ wymagane materiaty eksploatacyjne do
nosnikéw materiatow eksploatacyjnych systemu NeuMoDx System, a nastepnie zatadowac nosniki do systemu NeuMoDx System,
korzystajac z ekranu dotykowego.

3. W przypadku wyswietlenia monitu przez oprogramowanie systemu NeuMoDx System wymieni¢ odczynniki NeuMoDx Wash Reagent, NeuMoDx
Release Reagent, oprdznic¢ butelke na odpady ptynne lub kosz na odpady stwarzajgce zagrozenie biologiczne, odpowiednio do potrzeb.

4. W przypadku wyswietlenia monitu przez oprogramowanie systemu NeuMoDx System przeanalizowa¢ kalibratory [NR REF. 800500] i/lub
kontrole zewnetrzne [NR REF. 900501], odpowiednio do potrzeb. Dalsze informacje dotyczace kalibratoréw i kontroli przedstawiono w
czesci Analiza wynikow.

5. Zatadowac probdwki z prébkami/kalibratorami/kontrolami do standardowego nosnika na 32 probdéwki i upewnic sie, ze zdjeto zatyczki ze
wszystkich probdowek.

6. Umiesci¢ nosnik probéwek w dowolnej wolnej pozycji w szufladzie podajnika automatycznego, a nastepnie zatadowac go do systemu
NeuMoDx System, korzystajac z ekranu dotykowego. Spowoduje to rozpoczecie analizy zatadowanych prébek w celu wykonania
okreslonych testow.

OGRANICZENIA
e Pasek testowy NeuMoDx EBV Quant Test Strip moze by¢ uzywany wytacznie w systemach NeuMoDx System.

e Skutecznos¢ paskéw testowych NeuMoDx EBV Quant Test Strip ustalono dla prébek osocza przygotowanych z krwi petnej, zebranych do
probowki zawierajacej EDTA jako antykoagulant. Nie przeprowadzono oceny dziatania paskdéw testowych NeuMoDx EBV Quant Test Strip z
innymi typami prébek klinicznych, a parametry skutecznosci testu dla innych typow prdbek nie sg znane.

e Zuwagina to, ze detekcja wirusa EBV zalezy od ilosci czastek wirusa w probce, wiarygodnos¢ wynikdw zalezy od prawidtowego pobrania
prébki, postepowania z prébka i przechowywania probki.

e W przypadku wyswietlenia monitu przez oprogramowanie systemu NeuMoDx System przed rozpoczeciem analizy rutynowych prébek
klinicznych nalezy przeanalizowac¢ kalibratory i kontrole zewnetrzne, zgodnie z zaleceniami zawartymi w ulotkach dotaczonych do
opakowania.

e Nieprawidtowe pobranie prébki, postepowanie z prébka, przechowywanie proébki, btgd techniczny lub btedna identyfikacja probéwki moze
spowodowac otrzymanie btednych wynikow. Jesli ilos¢ czastek wirusowych w prébce jest nizsza niz granica wykrywalnosci oznaczenia
NeuMoDx EBV Quant Assay, moze doj$¢ do wygenerowania fatszywie negatywnych wynikow.

e System NeuMoDx System moze by¢ obstugiwany wytacznie przez personel przeszkolony z obstugi tego systemu.

e Jedli sekwencje docelowe wirusa EBV i sekwencja docelowa kontroli SPC1 nie zostang zamplifikowane, zostanie zgtoszony wynik niewazny
(Indeterminate (Nieokreslony) lub Unresolved (Nierozstrzygniety)) i konieczne bedzie powtdrzenie testu.

e Jedli otrzymano wynik Positive (Pozytywny) w oznaczeniu NeuMoDx EBV Quant Assay, ale warto$¢ ilosciowa nie miesci sie w granicach
oznaczalnosci, system NeuMoDx System zgtosi, czy wykryta ilos¢ wirusa EBV byta ponizej dolnej granicy oznaczalnosci (Lower Limit of
Quantitation, LLoQ) czy powyZej gdrnej granicy oznaczalnosci (Upper Limit of Quantitation, ULoQ).

o Jedli wykryta ilo$¢ wirusa EBV jest nizsza niz LLoQ, mozna powtdrzyé oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay (w razie potrzeby), uzywajac
innej porcji probki.

e Jesli wykryta ilo$¢ wirusa EBV jest wyzsza niz ULoQ, mozna powtdrzy¢ oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay, uzywajac rozcienczonej
porcji prébki pierwotnej. Zalecane jest rozciericzenie préobki w stosunku 1:100 lub 1:1000 osoczem negatywnym wzgledem wirusa EBV lub
rozcienczalnikiem Basematrix 53 Diluent (Basematrix, SeraCare, Milford, MA). System automatycznie obliczy stezenie prébki pierwotnej z
nastepujacego wzoru: stezenie prébki pierwotnej = logio (wspdtczynnik rozcieficzenia) + zgtoszone stezenie rozcieficzonej prébki. Obliczenie
stezenia jest mozliwe, jesli przed powtdrzeniem analizy, w oprogramowaniu systemu wybrano odpowiedni wspétczynnik rozcienczenia.
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e Sporadyczna obecnos¢ inhibitorow reakcji PCR w osoczu moze spowodowac btad oznaczenia ilosciowego wykonywanego w systemie; w takiej
sytuacji zalecane jest powtdrzenie testu przy uzyciu tej samej probki rozciericzonej rozciericzalnikiem Basematrix w stosunku 1:10 lub 1:100.

e Wynik pozytywny nie musi oznaczaé aktywnego zakazenia wirusem. Wynik pozytywny wskazuje jednak, ze w prébce przypuszczalnie
obecne jest DNA wirusa Epsteina-Barr.

e Delecje lub mutacje w konserwatywnych regionach wirusa EBV, na ktére ukierunkowane jest oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay, moga
zaktécic¢ detekcje lub doprowadzi¢ do uzyskania btednego wyniku przy uzyciu paska testowego NeuMoDx EBV Quant Test Strip. Ryzyko
wystgpienia takiej sytuacji jest jednak bardzo niskie.

e Wyniki otrzymane przy uzyciu oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay nalezy traktowac jako dane uzupetniajace obserwacje kliniczne oraz
inne informacje, do ktdrych ma dostep lekarz; test nie jest przeznaczony do rozpoznawania zakazenia.

e Aby unikna¢ zanieczyszczenia, nalezy przestrzegac zasad dobrej praktyki laboratoryjnej, w tym zmienia¢ rekawiczki miedzy prébkami pacjentow.

ANALIZA WYNIKOW
Dostepne wyniki mozna przegladac i drukowac z karty ,Results” (Wyniki) w oknie Results (Wyniki) na ekranie dotykowym systemu NeuMoDx
System.

Oprogramowanie systemu NeuMoDx System automatycznie generuje wyniki oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay, korzystajac z algorytmu
decyzyjnego oraz parametrow analizy wynikow okreslonych w pliku definicji oznaczenia NeuMoDx EBV Assay (EBV Assay Definition File, EBV ADF).
Oprogramowanie moze zgtosi¢ nastepujace wyniki oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay: Negative (Negatywny), Positive (Pozytywny) ze
zgtoszonym stezeniem wirusa EBV, Positive (Pozytywny) powyzej ULoQ, Positive (Pozytywny) ponizej LLoQ, Indeterminate (Nieokreslony) lub
Unresolved (Nierozstrzygniety); sa one ustalane na podstawie statusu amplifikacji sekwencji docelowych i kontroli przetwarzania prébki. Wyniki sg
zgtaszane na podstawie algorytmu decyzyjnego przedstawionego w Tabeli 1.

Tabela 1: Algorytm decyzyjny dla oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay

Kontrola przetwarzania prébki
Wynik EBV
v (sPc1)
[2 < Ct <9 ORAZ EPR > 2 ORAZ EP > 1500]
Positive (Pozytywny) LUB ND.
[9 < Ct < 38 AND (ORAZ) EP > 1500]
Positive, (Pozytywny), powyzej gornej [CONC] (Stez.) > 8,0 logio IU/ml, NO QUANT ND
granicy oznaczalnosci [ULoQ] (logio IU/ml) (Brak wyniku ilo$ciowego) ’
Positive (Pozytywny), ponizej dolnej [CONC] (Stez.) < 2,3 logio IU/ml, NO QUANT ND
granicy oznaczalnosci [LLoQ] (logio 1U/mlI) (Brak wyniku ilosciowego) ’
ND LUB [2 < Ct <9 ORAZ EPR < 2] AMPLIFIED (Amplifikacja) (29 < Ct < 35)
Negative (Negatywny) LUB oraz
[9 < Ct <38 ORAZ EP < 1500] LUB Ct > 38 EP > 2000

Indeterminate (Nieokreslony)

NOT AMPLIFIED/ System Errors Noted (Brak amplifikacji/ odnotowano btedy systemu)

Unresolved (Nierozstrzygniety)

NOT AMPLIFIED/ No System Errors Noted (Brak amplifikacji/ nie odnotowano btedéw
systemu)

EP = fluorescencja w punkcie koricowym (End Point Fluorescence) (po korekcie wartosci wyjsciowej); EPR = wspotczynnik fluorescenciji w
punkcie koricowym (End Point Fluorescence Ratio); C: = prog cyklu (Cycling Treshold);
Quant = obliczona wartos$¢ ilosciowa wirusa EBV wyrazona w logio IU/ml. Patrz ponizsza cze$¢ Obliczenie wynikow testu.

Obliczanie wynikéw testu

1.

W przypadku prébek, ktérych wyniki mieszcza sie w zakresie ilosciowym oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay, stezenie DNA wirusa EBV

w prébkach jest obliczane przy uzyciu zapisanej krzywej wzorcowej i wspotczynnika kalibracji.

a. Wspdtczynnik kalibracji jest obliczany na podstawie wynikow kalibratoréw NeuMoDx EBV Calibrator przeanalizowanych w celu
walidacji krzywej wzorcowej dla danej serii paskéw testowych NeuMoDx EBV Quant Test Strip w okreslonym systemie NeuMoDx

System.

b. Wspodtczynnik kalibracji jest uwzgledniany automatycznie przez system podczas koricowego okreslenia stezenia DNA wirusa EBV.

Wyniki oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay s3 zgtaszane jako logio IU/ml.

Otrzymane wyniki ilosciowe dla prébek badanych sg identyfikowane wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa Epsteina-
Barr dla testéw amplifikacji kwaséw nukleinowych.
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Kalibracja testu
W celu iloSciowego oznaczenia DNA wirusa EBV w prébkach wymagana jest wazna kalibracja testu na podstawie krzywej wzorcowej. W celu
wygenerowania waznych wynikéw nalezy skalibrowac test przy uzyciu kalibratoréw dostarczonych przez firme NeuMoDx Molecular, Inc.

Kalibratory

1.

Kalibratory NeuMoDx EBV Calibrator sg dostarczane w zestawie [NR REF. 800500] i zawierajg niezakazne, zamkniete w otoczce czastki
docelowe wirusa EBV przygotowane w rozciericzalniku Basematrix.

Zestaw kalibratorow EBV nalezy przeanalizowac z kazda nowg serig paskdw testowych NeuMoDx EBV Quant Test Strip, przy przesytaniu
nowego pliku definicji oznaczenia EBV do systemu NeuMoDx System, po uptynieciu okresu waznosci biezgcego zestawu kalibratoréw
(ustawiony na 90 dni) lub po wprowadzeniu zmian w oprogramowaniu systemu NeuMoDx System.

Oprogramowanie systemu NeuMoDx System powiadomi uzytkownika o koniecznosci przeanalizowania kalibratoréw; nowa seria paskéw
testowych nie moze by¢ uzywana do testow, dopdki kalibratory nie zostang pomysinie przeanalizowane.
Waznos¢ kalibracji jest ustalana w nastepujacy sposdb:

a) W celu ustalenia waznosci nalezy poddac analizie zestaw dwdch kalibratoréw — jeden kalibrator o wysokim i jeden o niskim stezeniu.

b) Co najmniej 2 z 3 powtdrzen muszg da¢ wazne wyniki mieszczace sie we wstepnie zdefiniowanych parametrach. Nominalne stezenie
czasteczki docelowej dla kalibratora niskiego wynosi 4 logio IU/ml, a dla kalibratora wysokiego 6 logio IU/ml.

c) W celu uwzglednienia oczekiwanej zmiennosci miedzy seriami paskow testowych obliczany jest wspoétczynnik kalibracji; wspotczynnik
ten jest uzywany podczas wyznaczania koricowego stezenia wirusa EBV.

Jesli jeden z kalibratoréw lub oba kalibratory nie przejda kontroli waznosci, nalezy ponownie przeanalizowa¢ kalibratory, ktérych kontrola
zakonczyta sie niepowodzeniem, korzystajac z nowych fiolek. W przypadku gdy jeden z kalibratoréw nie przejdzie kontroli waznosci, mozliwe
jest przeanalizowanie tylko tego kalibratora, poniewaz system nie wymaga od uzytkownika ponownej analizy obu kalibratoréw.

Jesli kontrole waznosci kalibratoréw zakoricza sie niepowodzeniem drugi raz z rzedu, nalezy skontaktowac sie z firmg NeuMoDx Molecular, Inc.

Kontrola jakosci

Lokalne przepisy zazwyczaj okreslaja, ze laboratorium jest odpowiedzialne za realizowanie procedur kontrolnych przeznaczonych do
monitorowania doktadnosci i precyzji catego procesu analitycznego oraz ustalenie liczby, rodzaju i czestotliwosci badan materiatéw kontrolnych na
podstawie zweryfikowanych specyfikacji dotyczgcych skutecznosci dla niezmodyfikowanego, zatwierdzonego systemu do wykonywania testow.

Kontrole zewnetrzne

1.

Zewnetrzny materiat kontrolny do kontroli pozytywnych, ktéry zawiera niezakazne czastki docelowe wirusa EBV zamkniete w otoczce w
rozcienczalniku Basematrix, jest dostarczany przez firme NeuMoDx Molecular, Inc. w zestawie z kontrolami zewnetrznymi NeuMoDx EBV
External Control [NR REF. 900501].

Zewnetrzne kontrole pozytywne i negatywne nalezy analizowad raz na 24 godziny. Jesli nie jest dostepny zestaw waznych kontroli zewnetrznych,
system NeuMoDx System wyswietli monit o przeanalizowanie tych kontroli, zanim bedzie mozliwe zgtaszanie wynikéw dla prébek.

Jesli wymagane jest uzycie kontroli zewnetrznych, nalezy wyciggna¢ z zamrazarki zestaw kontroli zewnetrznych i pozostawic fiolki w
temperaturze pokojowej (15-30°C) do ich rozmrozenia. Delikatnie wytrzasac, aby uzyska¢ mieszanine jednorodna.

Zatadowac fiolki z kontrolami pozytywnymi i negatywnymi do systemu NeuMoDx System, korzystajgc z ekranu dotykowego i nosnika
probéwek umieszczonego w szufladzie podajnika automatycznego. System NeuMoDx System rozpozna kod kreskowy i rozpocznie analize
probdéwek, o ile dostepne beda odczynniki i materiaty eksploatacyjne do testow.

System NeuMoDx System ocenia waznos¢ kontroli zewnetrznych na podstawie oczekiwanego wyniku. Kontrola pozytywna powinna da¢
wynik Positive (Pozytywny) wzgledem wirusa EBV, a kontrola negatywna wynik Negative (Negatywny) wzgledem wirusa EBV.

W przypadku uzyskania rozbieznych wynikéw dla kontroli zewnetrznych nalezy postepowac w nastepujgcy sposob:

a) Woynik Positive (Pozytywny) testu zgtoszony dla negatywnej prébki kontrolnej wskazuje na problem zwigzany z zanieczyszczeniem
prébki.

b) Wynik Negative (Negatywny) testu zgtoszony dla pozytywnej probki kontrolnej moze wskazywac na problem zwigzany z odczynnikiem
lub aparatem.

c) W kazdym z powyzszych przypadkéw ponownie przetworzy¢ kontrole zewnetrzne NeuMoDx EBV External Control zakoriczone
niepowodzeniem, uzywajac swiezo rozmrozonych fiolek z kontrolami, ktére nie przeszty testu waznosci.

d) Jesli dla pozytywnej kontroli zewnetrznej NeuMoDx EBV External Control ciggle zgtaszany jest wynik Negative (Negatywny), nalezy
skontaktowac sie z dziatem obstugi klienta firmy NeuMoDx.

e) Jesli dla negatywnej kontroli zewnetrznej NeuMoDx EBV External Control ciggle zgtaszany jest wynik Positive (Pozytywny), przed
kontaktem z dziatem obstugi klienta firmy NeuMoDx nalezy wyeliminowa¢ wszystkie zrédta potencjalnego zanieczyszczenia, w tym
wymieni¢ WSZYSTKIE odczynniki i materiaty eksploatacyjne.
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Kontrole przetwarzania prébki (kontrole wewnetrzne)

Egzogenna kontrola przetwarzania prébki (Sample Process Control, SPC1), zawarta na ptytce NeuMoDx Extraction Plate, przechodzi caty proces
izolacji kwaséw nukleinowych i ich amplifikacji w reakcji PCR w czasie rzeczywistym z kazdg prébka. Startery i sonda swoiste dla kontroli SPC1 sg
réowniez zawarte w kazdym pasku testowym NeuMoDx EBV Quant Test Strip, co umozliwia detekcje kontroli SPC1 wraz z docelowym DNA wirusa
EBV (jedli jest obecny) w multipleksowe] reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Detekcja amplifikacji kontroli SPC1 umozliwia monitorowanie
skutecznosci proceséw izolacji DNA i amplifikacji kwasdw nukleinowych w reakcji PCR przez oprogramowanie systemu NeuMoDx System.

Jesli w oznaczeniu NeuMoDx EBV Quant Assay wykonywanym w systemie NeuMoDx System nie zostanie uzyskany wazny wynik, wynik ten zostanie
zgtoszony jako Indeterminate (Nieokreslony, IND) lub Unresolved (Nierozstrzygniety, UNR), odpowiednio do typu napotkanego btedu.

Wynik IND zostanie zgtoszony, jesli podczas analizy probki zostanie wykryty btad systemu NeuMoDx System. W przypadku zgtoszenia wyniku IND
zalecane jest powtorzenie testu.

Wynik UNR zostanie zgtoszony, jesli nie zostanie wykryta wazna amplifikacja DNA wirusa EBV lub kontroli SPC1, co wskazuje na prawdopodobne
nieprawidtowe dziatanie odczynnikdéw lub obecnos¢ inhibitoréw. Jesli zgtoszony zostanie wynik UNR, w ramach pierwszego kroku mozna powtérzyé
test. W przypadku niepowodzenia powtdrzenia testu mozna uzyc rozciericzonej probki w celu ztagodzenia wptywu inhibitoréw obecnych w prébce.

PARAMETRY SKUTECZNOSCI

Czutos¢ analityczna — granica wykrywalnosci wyznaczona przy uzyciu wzorca WHO

Czuto$¢ analityczng oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay potwierdzono, wykonujac testy na prébkach osocza negatywnych wzgledem wirusa
EBV, do ktérych dodano niskie rozciericzenie 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa EBV dla testéw amplifikacji kwaséw nukleinowych.
Test potwierdzajacy czutos¢ analityczng przeprowadzono z ustalong oczekiwang granica wykrywalnosci (Limit of Detection, LoD) oznaczenia
NeuMoDx EBV Quant Assay wykonywanego w systemach NeuMoDx System wynoszacg 200 IU/ml. Granice LoD zdefiniowano jako najnizszy poziom
sekwencji docelowej wykrywany z czestoscig >95%. Badanie wykonywano w wielu systemach przy uzyciu kwalifikowanych serii odczynnikéw
NeuMoDx. Poziomy detekcji przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2: Wyznaczenie granicy LoD oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay; poziomy detekcji wynikdéw pozytywnych w prébkach

osocza
Stezenie OSOCZE
czastek Liczba Liczba .

. g Poziom
docelowych waznych wynikéw detekii
[lu/ml] testow pozytywnych !

200 120 117 97,5%

0 60 0 0%

Czutos¢ analityczna — dolna granica oznaczalnosci (Lower Limit of Quantitation, LLoQ)

Dolna granica oznaczalnosci (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) jest definiowana jako najnizsze stezenie sekwencji docelowej, przy ktérym osiggany
poziom detekgji jest >95%, a catkowity btad analityczny (Total Analytical Error, TAE) jest <1,0. W celu potwierdzenia, ze granice LoD i LLoQ
oznaczenia EBV Quant Assay wyniosty 200 IU/ml, okre$lono warto$¢ TAE. Do okreslenia tej wartosci wykorzystano wyniki z badania okreslajgcego
odsetek udanych odczytéw. Wartos$¢ TAE obliczono ze wzoru:

TAE = btad systematyczny + 2*SD [statystyka Westgarda]

Btad systematyczny to bezwzgledna rdznica miedzy srednim obliczonym stezeniem a oczekiwanym stezeniem. SD odnosi sie do odchylenia
standardowego wartosci iloSciowego oznaczenia prébki.

Tabela 3: Granica LLoQ wyznaczona dla oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay, z wartosciami btedu systematycznego i TAE

se:\:?:;lc'i Stez. sekwengiji Osocze
J. docelowej Stez. Srednie | Detekcja Btad
docelowej SD TAE
[logo IU/mI] | [logio IU/mi] (%) systematyczny
[IU/ml]
200 2,30 2,35 97,5 0,28 0,05 0,61

W oparciu o wyniki tych badar okreslono, ze granice LoD i LLoQ dla oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay wynoszg 200,0 IU/ml [2,30 logio IU/ml].

Liniowos¢ i wyznaczenie gornej granicy oznaczalnosci (Upper Limit of Quantitation, ULoQ)

Liniowos$¢ i gorng granice oznaczalnosci (Upper Limit of Quantitation, ULoQ) oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay wyznaczono w osoczu,
przygotowujac szereg rozciericzen przy uzyciu zamknietych w otoczce czastek docelowych wirusa EBV NeuMoDx i kontroli Exact EBV Positive
Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) z ustalong identyfikowalnoscig wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa EBV.
Panel ztozony z 10 prébek przygotowano przy uzyciu zbiorczego osocza negatywnego wzgledem wirusa EBV w taki sposdb, aby obja¢ zakres stezen
2,0-8,0 logio IU/ml. Granica ULoQ oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay wyniosta 8,0 logio IU/ml. W celu oceny liniowosci krzywej wzorcowej
przygotowano panel potwierdzajacy, a stezenia wirusa EBV w oznaczeniu zgtaszane przez system NeuMoDx System w poréwnaniu z wartosciami
oczekiwanymi przedstawiono na Ryc. 2.
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Wykres rownowaznosci stezen wirusa EBV w osoczu
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Ryc. 2: Liniowo$¢ oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay

Swoistos¢ analityczna — reaktywnosé krzyzowa

Swoistos$¢ analityczng udowodniono, wykonujgc badania przesiewowe pod katem reaktywnosci krzyzowej z 35 mikroorganizmami/wirusami, ktére
mogg wystepowaé w probkach krwi/osocza oraz gatunkami zblizonymi filogenetycznie do wirusa EBV. Przygotowano pule po 5-6
mikroorganizmdéw/wirusow o wysokich stezeniach. Przetestowane mikroorganizmy/wirusy wymieniono w Tabeli 4. Nie zaobserwowano
reaktywnosci krzyzowej z zadnym z przetestowanych mikroorganizmoéw/wiruséw, potwierdzajgc swoisto$¢ analityczng oznaczenia NeuMoDx EBV
Quant Assay na poziomie 100%.

Tabela 4: Patogeny uzyte do wykazania swoistosci analitycznej

Mikroorganizmy/wirusy inne niz patogen docelowy
Poliomawirus BK Adenowirus typu 5 Wirus c.>p|tyszczk| Clostfldlum Mycoplasma Streptoco.ccus
pospolitej typu 1 perfringens pneumoniae pneumoniae

. Wirus zapalenia Wirus opryszczki Enterococcus Neisseria Streptococcus

Cytomegalowirus o .
watroby typu C pospolitej typu 2 faecalis gonorrhoeae pyogenes

Ludzki WII’.US Parwowirus B19 \N/lrus/ospy wietrznej | Escherichia coli Propionibacterium Aspergillus niger
opryszczki typu 6 potpasca acnes
Ludzki WII‘.US Wirus JC HIV 1 K/ebs:el/a‘ Salmfn nel{a Candida albicans
opryszczki typu 7 pneumoniae typhimurium
Ludzki wirus Wirus brodawczaka HIV 2 Listeria Staphylococcus Cryptococcus
opryszczki typu 8 ludzkiego typu 16 monocytogenes aureus neoformans
Wirus zapalenia Wirus brodawczaka | Chlamydia Mycobacterium Staphylococcus
watroby typu B ludzkiego typu 18 trachomatis avium epidermidis

Swoistos¢ analityczna — substancje zaktécajace, komensale

Oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay oceniono pod katem zaktécen spowodowanych obecnoscig mikroorganizméw/wiruséw innych niz patogen
docelowy, przy uzyciu tych samych puli mikroorganizméw/wiruséw, ktére przygotowano do badan reaktywnosci krzyzowej, wymienionych powyzej
w Tabeli 4. Do osocza negatywnego wzgledem wirusa EBV dodawano pule zawierajgce po 4—7 mikroorganizméw/wiruséw, nastepnie do tych puli
dodawano sekwencje docelowe wirusa EBV w stezeniu 3 logio IU/ml. Nie zaobserwowano istotnych zaktdcern powodowanych przez te
mikroorganizmy/wirusy, na co wskazuja tylko minimalne odchylenia wynikéw ilosciowych w poréwnaniu do wynikéw otrzymanych dla prébek
kontrolnych bez czynnika zaktdcajacego.

Swoistos¢ analityczna — substancje zaktécajace, substancje endogenne i egzogenne

Dziatanie oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay oceniono w obecnosci typowych zaktdcajacych substancji egzogennych i endogennych, ktére
mogg by¢ obecne w klinicznych préobkach osocza, badanych pod katem wirusa EBV. Substancje te obejmowaty nieprawidtowo wysokie stezenia
sktadnikow krwi, a takze powszechnie stosowane leki przeciwwirusowe i immunosupresyjne, sklasyfikowane w Tabeli 5. Kazda substancje dodano
do ludzkiego osocza negatywnego wzgledem wirusa EBV z dodatkiem wirusa EBV w stezeniu 3 logio IU/ml, a prébki przeanalizowano pod katem
zaktécen. Dodatkowo pod katem potencjalnych zaktéceri przebadano réwniez osocze pobrane od 0s6b z zakazeniem wirusem EBV. Srednie stezenia
i btedy systematyczne dla wszystkich testowanych substancji w poréwnaniu z prébkami kontrolnymi z dodatkiem wirusa EBV w takim samym
stezeniu zawiera Tabela 6. Zadna z egzogennych i endogennych substancji nie wptyneta na swoisto$¢ oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay.
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Tabela 5: Badanie zaktécen — czynniki egzogenne (klasyfikacja lekéw)

201500

Pula Nazwa leku Klasyfikacja Pula Nazwa leku Klasyfikacja
Azatiopryna Srodek immunosupresyjny Trimetoprym Antybiotyk
Cyklosporyna Srodek immunosupresyjny Wankomycyna Antybiotyk

- S i i < ,
8 Foskarnet Srodek przeu\./v.wlrusowy il Takrolimus Srodek immunosupresyjny
2 (Herpesviridae) 2
Gancyklowir Srodek przeciwwirusowy (EBV) Ewerolimus Srodek immunosupresyjny
Chlorowodore.k Srodek przeciwwirusowy (EBV) Klawulanian potasu Antybiotyk
walgancyklowiru
Prednizon KQrtykosteroid/s'r?dek Famotydyna Anta‘gonist-a receptora
immunosupresyjny histaminowego
Cydofowir Srodek przeciwwirusowy (EBV) Sulfametoksazol Antybiotyk
~ - - z —
= Cefotetan Antybiotyk (o §zequ|m Walacyklowir Srodek przeuwwrusowy
E spektrum dziatania) ﬂ (Herpesviridae)
Cefotaksym Antybiotyk (0 §zer9k|m & Letermowir Srodek przeciwwirusowy (EBV)
spektrum dziatania)
. . . Tykarcylina w postaci .
Flukonazol Srodek przeciwgrzybiczy soli disodowej Antybiotyk
Mykofenolan Srodek immunosupresyjn Leflunomid Srodek immunosupresyjn
mofetylu presyjny presyjny
Mykofenolan w < . .
- . Srodek immunosupresyjny
) postaci soli sodowej
©
= Piperacylina Antybiotyk
Sirolimus/rapamycyna Srodek immunosupresyjny
Tazobaktam Antybiotyk modyfikowany
Tabela 6: Badanie zaktdcen — czynniki egzogenne i endogenne
Stez. Srednie Btad systematyczny
Czynnik endogenny
logio IU/ml logio IU/ml
Hemoglobina 3,20 0,23
Trojglicerydy 3,15 0,28
Bilirubina 3,48 -0,05
Albumina 3,2 0,22
Stez. Srednie Btad systematyczny
Czynniki egzogenne (leki)
logio IU/ml logio IU/ml
Pula 1: azatiopryna, cyklosporyna, foskarnet, gancyklowir,
. 3,30 0,13
chlorowodorek walgancyklowiru
Pula 2: prednizon, cydofowir, cefotetan, cefotaksym, flukonazol 3,22 0,21
Pula 3: mykofenolan mofetylu, mykofenolan w postaci soli sodowej, 336 0,07
piperacylina, sirolimus/rapamycyna, tazobaktam ’ ’
Pula 4: trimetoprym, wankomycyna, takrolimus, ewerolimus,
) 3,32 0,11
klawulanian potasu
Pula5: famotydyna, sulfametoksazol, letermowir, walacyklowir,
) S . ) 3,47 -0,10
tykarcylina w postaci soli disodowej, leflunomid
Stez. Srednie Btad systematyczny
Stan chorobowy
logio IU/ml logio IU/ml
Toczen rumieniowaty uktadowy (Systemic Lupus Erythematosus, SLE) 3,23 0,20
Przeciwciata przeciwjgdrowe (Antinuclear Antibody, ANA) 3,33 0,10
Reumatoidalne zapalenie stawdw (RZS) 3,19 0,24

NeuMoDx Molecular, Inc.

Str.10z15

40600294-PL_E
2023-07



& Pasek testowy NeuMoDx EBV Quant Test Strip
201500
NeuMoDx INSTRUKCJA UZYCIA

maolecuiar

Precyzja wewnatrzlaboratoryjna

Precyzje oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay wyznaczono wykonujac trzy razy dziennie testy na 3 powtdrzeniach probek z panelu ztozonego z
4 prébek zawierajacych materiat wirusa EBV przygotowanych z produktu EBV Positive Control (Exact Diagnostics, Fort Worth, TX) w dwdch
systemach NeuMoDx 288 System i jednym systemie NeuMoDx 96 System w ciggu dwdch dni. Oceniono precyzje w ramach oznaczenia, w ramach
dnia i w ramach systemu; ogdlne odchylenie standardowe wyniosto <0,33 logio IU/ml. Precyzja miedzy systemami, dniami i oznaczeniami
utrzymywata sie na znakomitym poziomie, co przedstawiono w Tabeli 7. Nie oceniano precyzji pomiedzy operatorami, gdyz operator nie odgrywa
istotnej roli w analizie probek przy uzyciu systemu NeuMoDx System.

Tabela 7: Precyzja wewnatrzlaboratoryjna — oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay wykonywane w systemach NeuMoDx System

Stez. sekwencji Stez. srednie SDw SD SD Ogétem
docelowej wirusa EBV wirusa EBV ramach w ramach w ramach (w ramach
[log1o 1U/ml] [logio IU/ml] systemu dnia oznaczenia | laboratorium) ogdlne
5,2 5,30 0,27 0,25 0,25 0,27
4,2 4,25 0,21 0,21 0,12 0,21
3,2 3,38 0,22 0,20 0,20 0,22
2,7 3,03 0,30 0,30 0,30 0,33

Odtwarzalnos¢ miedzy seriami

Odtwarzalno$¢ miedzy seriami oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay wyznaczono przy uzyciu trzech serii kluczowych odczynnikéw — paskéw
testowych NeuMoDx EBV Quant Test Strip i buforu Lysis Buffer 5 — w ramach oznaczenia jakosciowego (Qualification Testing, QT). W celu oceny
skutecznosci wykorzystano panel ztozony z 4 prébek osocza pozytywnego wzgledem wirusa EBV (Tabela 8). Przeanalizowano zmienno$¢ w ramach
serii oraz miedzy seriami, a wyniki przedstawiono w Tabeli 8 i 9. Dla paskéw testowych NeuMoDx EBV Quant Assay Test Strip maksymalny ogdlny
btgd systematyczny wynidst 0,03 logio IU/ml, a maksymalne ogdlne SD wyniosto 0,20 logio IU/ml. Dla buforu NeuMoDx Lysis Buffer 5 maksymalny
0golny btad systematyczny wynidst 0,12 logio IU/ml, a maksymalne ogdlne SD wyniosto 0,41 logio IU/ml. Wykazano réwnorzedng skutecznosé
miedzy seriami, poniewaz wyniki ilosciowego oznaczenia wszystkich prébek zawartych w panelu miescity sie w okreslonych granicach tolerancji.

Tabela 8: Odtwarzalnos¢ miedzy seriami — oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay, pasek testowy

doc:z\zn.l:je\l:lvi\:‘irs‘:"EBV S\:lei:;:;e:;\lle (I. waNinych Biad sD nfied'zy SDw ra.r.n ach SD ogélne
[Iu/ml] [logio IU/mI] | wynikéw na serig) systematyczny seriami seril
5,0 4,98 18 0,02 0,06 0,08 0,10
4,0 3,98 18 0,02 0,08 0,09 0,12
3,0 3,02 18 0,02 0,06 0,10 0,12
2,0 2,03 18 0,03 0,05 0,20 0,20

Tabela 9: Odtwarzalnos$¢ miedzy seriami — oznaczenie NeuMoDx EBV Quant Assay, bufor Lysis Buffer 5

Stez. sekwencji Stez. Srednie N

docelowej wirusa EBV | wirusa EBV (I. waznych Elac sb njied.zy Sbw ra.r:n 2ey SD ogodlne
[logio1U/ml] [logw IU/ml] | wynikéw na serig) systematyczny sertami serit
5,0 4,97 5 0,03 0,05 0,03 0,06
4,0 3,96 5 0,04 0,22 0,10 0,24
3,0 3,03 5 0,03 0,09 0,11 0,15
2,0 2,12 5 0,12 0,39 0,13 0,41

Skutecznos¢ kontroli przetwarzania prébki

W oznaczeniu NeuMoDx EBV Quant Assay zawarto kontrole przetwarzania prébki (Sample Process Control, SPC1), aby umozliwi¢ monitorowanie
niepowodzenia krokéw analizy lub informowanie o inhibicji wptywajgcej na skutecznos¢ oznaczenia. Skutecznosé kontroli SPC1 w préobkach osocza
testowano przy uzyciu oznaczenia NeuMoDx CMV Quant Assay jako modelu w warunkach reprezentatywnych dla kluczowych niepowodzen w
krokach analizy, ktére potencjalnie moga wystgpi¢ podczas analizy prébki i pozostaé niewykryte przez czujniki monitorujace dziatanie systemu
NeuMoDx System. Probki pozytywne (o stezeniu 3 logio IU/ml) i negatywne wzgledem cytomegalowirusa poddano dziataniu nastepujacych
warunkdéw: obecnos¢ inhibitora, brak roztworu do ptukania i usuniecie odczynnika ptuczacego. Niewydolnos¢ procesu, ktéra miata negatywny
wptyw na wykrywanie/oznaczenie ilosciowe docelowych czastek wirusowych, zostata odzwierciedlona w skutecznosci wykrywania sekwencji
docelowej kontroli SPC1, co przedstawiono w Tabeli 10. We wszystkich badanych przypadkach wykazano, ze kontrola przetwarzania probki
zapewniata odpowiednie monitorowanie niewydolnosci procesu i obecnosci inhibitorow albo przewidywana niewydolnos$¢ procesu nie miata
znaczacego negatywnego wptywu na wykrywanie kontroli SPC1 ani na wykrywanie i oznaczenie ilosciowe docelowych czastek wirusowych.
Wykazano tym samym, ze kontrola SPC1 umozliwia skuteczne monitorowanie oznaczenia wykonywanego w systemie NeuMoDx System.
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Tabela 10: Skutecznos¢ kontroli przetwarzania probki wzgledem wirusowego DNA w osoczu*

Badane warunki Status amplifikacji Status amplifikacji
powodujace niepowodzenie kontroli przetwarzania sekwencji docelowej Wynik oznaczenia
krokéw analizy probki 1 wirusa CMV
Presence of Inhibitor Not Amplified Not Amplified Unresolved (Nierozstrzygniety)
(Obecnos¢ inhibitora) (Brak amplifikacji) (Brak amplifikacji)
No Wash Delivered Not Amplified Not Amplified Unresolved (Nierozstrzygniety)
(Brak odczynnika ptuczacego) (Brak amplifikacji) (Brak amplifikacji)
No Wash Blowout Pozytywny (Pozytywny) z wynikiem
(Brak usuniecia odczynnika Amplified (Amplifikacja) Amplified (Amplifikacja) ilosciowym w zakresie 0,3 logio IU/ml
ptuczacego) kontroli

*W celu oceny skutecznosci kontroli przetwarzania prébki jako systemu modelowego uzyto cytomegalowirusa (Cytomegalovirus, CMV) w
prébkach osocza.

Zanieczyszczenie krzyzowe

Czestos¢ zanieczyszczen krzyzowych dla probek osocza wyznaczono, wykonujac analize utozonych naprzemiennie prébek silnie pozytywnych i
negatywnych wzgledem DNA podobnego wirusa krwiopochodnego — cytomegalowirusa (Cytomegalovirus, CMV). Przeprowadzono trzy serie
testdw, w ktorych wykorzystano opisane utozone naprzemiennie prébki; tacznie przetestowano 108 powtdrzen probek osocza negatywnych
wzgledem wirusa CMV i 108 powtdrzen prébek osocza, do ktorych dodano wirusa CMV w stezeniu réwnym 6,0 logio IU/ml. Dla wszystkich 108
powtdrzen probek negatywnych zgtoszono wynik negatywny, co wskazuje, ze nie doszto do zanieczyszczenia krzyzowego podczas analizy probek
osocza w systemie NeuMoDx System.

Réwnowaznos¢ macierzy probek

Przeprowadzono testy w celu wykazania réwnowaznosci Swiezych i mrozonych prébek osocza, uzywajgc w tym celu podobnego wirusa
krwiopochodnego (wirus CMV) jako modelu. Swieze prébki przechowywano w temperaturze 4°C do momentu dodania do nich wirusa CMV w
trzech réznych stezeniach i przetestowania ich pod katem réGwnowaznosci. Nastepnie prébki przenoszono do zamrazarki do temperatury -20°C na
co najmniej 24 godziny. Po tym okresie przechowywania w zamrazarce prébki rozmrazano i testowano ponownie. Wyniki otrzymane dla swiezych
i mrozonych prébek osocza poréwnano pod katem réwnowaznosci, wykonujac analize regresji. Dane wskazuja na znakomitg réwnowaznosé
pomiedzy $wiezymi i mrozonymi probkami osocza przy wartosci nachylenia wynoszacej 1,0 i bardzo niskim btedzie systematycznym (punkt
przeciecia). Dane te przedstawiono ponizej w Tabeli 11.

Tabela 11: Réwnowaznos¢ macierzy probek

Probki Swieze a probki mrozone z

Warunek parametru dodatkiem EDTA

Nachylenie [0,9-1,1] 1,000
Punkt przeciecia <0,5 logio IU/ml 0,020
Wartos¢ p >0,05 0,631

Charakterystyka skutecznosci oceny ilosciowej

Skutecznos$é ilosciowa oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay oceniono, analizujac dwa komercyjne panele weryfikacyjne wzgledem wirusa EBV
firmy AcroMetrix i Exact Diagnostics (identyfikowalne wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa EBV) w systemach NeuMoDx
Molecular System.

Podczas analizy metodg regresji Deminga (Ryc. 3A) lub Passinga-Babloka (Ryc. 3B) uzyskano znakomitg korelacje miedzy oznaczeniem NeuMoDx
EBV Quant Assay i dwoma komercyjnymi panelami weryfikacyjnymi wzgledem wirusa EBV (Ryc. 3).
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Ryc. 3. Wykres rownowaznosci paneli weryfikacyjnych firmy AcroMetrix i Exact Diagnostics i oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay.
A. Analiza regresji liniowej przy uzyciu metody Deminga. B. Analiza regresji liniowej przy uzyciu metody Passinga-Babloka.

Jakos$¢ dopasowania metodg regresji Deminga jest obrazowana przez ogdlny wspdtczynnik nachylenia réwny 0,92 i punkt przeciecia (btad
systematyczny) rowny 0,22, co wskazuje na korelacje wynikdw stezeri uzyskanych w oznaczeniu NeuMoDx EBV Quant Assay i panelach
weryfikacyjnych wzgledem wirusa EBV przy akceptowalnym btedzie systematycznym. Dopasowanie liniowe metodg Passinga-Babloka réwniez
potwierdza istotnos¢ korelacji wynikéw uzyskanych z oznaczenia NeuMoDx EBV Quant Assay i paneli weryfikacyjnych wzgledem wirusa EBV z
0golnym wspdtczynnikiem nachylenia réwnym 0,92 i punktem przeciecia (btad systematyczny) réwnym 0,19. Wartos¢ p analizy Passinga-Babloka

wyniosta 0,40.

Tabela 12: Podsumowanie analizy metoda liniowej regresji Deminga i Passinga-Babloka

Analiza metoda Deminga

Analiza metoda Passinga-Babloka

Punkt przeciecia

Wspotczynnik nachylenia

Punkt przeciecia Wspotczynnik nachylenia

0,22

95-procentowy Cl (-0,11; 0,55)

0,92

95-procentowy Cl (0,86; 0,99)

0,19 0,92

95-procentowy Cl (-0,08; 0,41) | 95-procentowy Cl (0,87; 0,99)

NeuMoDx Molecular, Inc.

Str.13z15

40600294-PL_E
2023-07



& Pasek testowy NeuMoDx EBV Quant Test Strip 201500

Neul\/1§3£2§ INSTRUKCJA UZYCIA

LITERATURA

1.  Epstein-Barr virus infection. N Engl J Med. 2000 Aug 17;343(7):481-92.

2.  Epstein-Barr Virus—Positive Posttransplant Lymphoproliferative Disease After Solid Organ Transplantation: Pathogenesis, Clinical
Manifestations, Diagnosis, and Management. Transplant Direct. 2016 Jan; 2(1): e48.

3. Evidence based clinical practice guideline for management of EBV-associated post-transplant lymphoproliferative disease (PTLD) in solid
organ transplant. Cincinnati Children’s Hospital Medical Center. 2011- June, revised Jan, 2012.
https://www.guidelinecentral.com/summaries/evidence-based-clinical-practice-guideline-for-management-of-ebv-associated-post-
transplant-lymphoproliferative-disease-ptld-in-solid-organ-transplant/

4.  Epstein-Barr Virus and Posttransplant Lymphoproliferative Disorder in Solid Organ Transplant Recipients. American Journal of
Transplantation 2009; 9 (Suppl 4): S87-596. doi: 10.1111/j.1600-6143.2009.02898.x

5. Centers for Disease Control and Prevention. Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 5th edition. HHS Publication No.
(CDC) 21-1112, Revised December 2009.

6.  Clinical And Laboratory Standards Institute (CLSI). Protection of Laboratory Workers From Occupationally Acquired Infections; Approved

Guideline — Fourth Edition. CLSI document M29-A4; May 2014.

ZNAKI TOWAROWE

NeuMoDx™ jest znakiem towarowym firmy NeuMoDx Molecular, Inc.

NeuDry™ jest znakiem towarowym firmy NeuMoDx Molecular, Inc.

TagMan® jest zastrzezonym znakiem towarowym firmy Roche Molecular Systems, Inc.

Wszystkie inne nazwy produktdw, znaki towarowe i zastrzezone znaki towarowe, ktére moga pojawiac sie w tym dokumencie, sg wtasnoscig ich
odpowiednich wtascicieli.
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& Pasek testowy NeuMoDx EBV Quant Test Strip 201500

NeuMoDx INSTRUKCJA UZYCIA
SYMBOLE
SYMBOL ZNACZENIE
R only Wytacznie na recepte
M Producent
IVD Wyréb medyczny do diagnostyki in vitro
Upowazniony przedstawiciel na terytorium Unii
ec | rer s
Europejskiej
REF Numer katalogowy

Kod partii

Data waznosci

Zakres temperatur

Zakres wilgotnosci

Nie uzywac ponownie

Zawiera materiaty wystarczajace do przeprowadzenia <n>
testow

Zapoznac sie z instrukcja uzycia

> 5 | ©| 8 =K

Przestroga

Zagrozenie biologiczne

N
m

Oznaczenie CE

I NeuMoDx Molecular, Inc. Sponsor (AUS):
1250 Eisenhower Place QIAGEN Pty Ltd
Ann Arbor, Ml 48108, USA Level 2 Chadstone Place

1341 Dandenong Rd
Chadstone VIC 3148
Australia

Wsparcie techniczne / zgtaszanie danych dotyczacych nadzoru nad
produktem (vigilance): support@giagen.com

Patent: www.neumodx.com/patents
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