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Allmin information Panther Fusion™ EBV Quant

Allman information

Avsedd anvandning

Panther Fusion™ EBV Quant assay ar en helautomatiserad nukleinsyraamplifieringsanalys for
realtids-PCR (RT-PCR) in vitro for kvantifiering av humant Epstein—Barrvirus (EBV) DNA i prover
med human EDTA-plasma.

Panther Fusion EBV Quant assay ar avsedd att anvandas som stdd for diagnos och stéd for
behandling av patienter med transplantat av solida organ eller blodstamceller.

Panther Fusion EBV Quant assay ar inte avsedd att anvandas som screeningassay for eventuell
EBV-férekomst i blod eller blodprodukter. Denna assay ar avsedd fér anvandning i Panther
Fusion-systemet.

Sammanfattning och férklaring av analysen

EBV ar ett vanligt forekommande virus med linjart dubbelstrangat DNA p& 172kb som tillhor
familjen herpesvirus. Det finns tvd huvudsakliga EBV-genotyper, typ 1 och 2, som skiljer sig at
genom skillnaderna i EBNA-2 genen.

Efter en primarinfektion kommer EBV in i den cirkulerande B-lymfocyten och forblir darefter i ett
latent tillstand. Uppskattningsvis 90 % av varldens befolkning ar infekterad med EBV." Hos
immunkompetenta individer kan EBV-infektion vara asymptomatisk under barndomen. EBV-infektion
kan emellertid leda till kdrtelfeber (infektids mononukleos)? hos vuxna och ar férknippad med
olika typer av cancer: lymfom, leukemi, epiteliala maligniteter och magséackscancer.?

Hos personer med nedsatt immunférsvar, t.ex. transplantatmottagare och personer med HIV-infektion,
kan reaktivering av EBV leda till malign lymfproliferation och ar en viktig orsak till sjuklighet och
dodlighet. Majoriteten av dessa EBV-associerade tumdrer, som kallas "lymfoproliferativ sjukdom
efter transplantation” (PTLD), upptrader ofta under det forsta aret efter transplantationen.s

Kvantitativ nukleinsyraamplifieringsanalys fran helblod eller plasmaprover ar den rekommenderade
metoden 6vervakning av EBV-infektion och -sjukdom hos transplantatmottagare for att den ar snabb,
kanslig, praktisk och icke-invasiv. De senaste riktlinjerna rekommenderar att EBV-virusbelastningen
Overvakas varje vecka for att stoédja beslut om att starta behandling mot EBV och fér att dvervaka
svaret pa behandlingen.#

| allmanhet finns en korrelation mellan hog virusbelastning och 6kad risk for EBV-relaterad
sjukdom.s Darfér ar kvantifiering av EBV-DNA tillsammans med den kliniska presentationen och
andra laboratoriemarkérer avgdrande fér behandlingen av patienter med EBV-infektion.

Metodprinciper

Panther Fusion-systemet automatiserar fullstandigt provbehandlingen (inklusive cellysering,
nukleinsyrainfangning, amplifiering och detektering) fér Panther Fusion EBV Quant assay.
Panther Fusion EBV Quant assay ar inriktad pa den val konserverade EBNA-1-genen for att
sakerstalla en exakt kvantifiering av EBV-DNA. Assayen uppfyller WHO:s férsta internationella
standard (NIBSC-kod: 09/260) for EBV.¢
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Provbehandling och nukleinsyrainfangning: En intern kontroll (IC-B) laggs automatiskt till
varje prov via fungerande Fusion infangningsreagens-B (wFCR-B) for att évervaka interferens
under provbehandling, amplifiering och detektering som orsakas av reagensfel eller hammande
amnen. Prover tillsatts forst till Fusion infangningsreagens-B (FCR-B) och Fusion enhancerreagens-B
(FER-B) for att frigéra nukleinsyra for hybridisering till magnetpartiklar. Sedan separeras de
infangade partiklarna fran en restprovmatris i ett magnetfalt genom en serie tvattsteg med ett milt
rengoringsmedel. Sedan elueras den infangade nukleinsyran fran magnetpartiklarna med en
reagens av lag jonstyrka (Panther Fusion Elution Buffer).

Obs! Panther Fusion-systemet tillsétter IC-B i FCR-B. Nar IC-B har tillsatts i FCR-B kallas
det fér wFCR-B.

PCR-amplifiering och fluorescensdetektering: En enhetsdos av frystorkad PCR Master Mix
rekonstitueras med Panther Fusion rekonstitutionsbuffert | och kombineras med den eluerade

nukleinsyran i ett reaktionsror. Panther Fusion oljereagens tillsatts for att forhindra avdunstning
under PCR-reaktionen. PCR-baserad malamplifiering sker sedan med malspecifika framvanda
och omvanda primrar och en prob som genererar en fluorescenssignal.

Panther Fusion-systemet ger ett Ct-varde som ar proportionellt mot EBV-koncentrationen i proverna
for analys. Provets koncentration bestams av programvaran fér Panther Fusion-systemet med
hjalp av EBV Ct-varden for varje reaktion, vilka sedan jamférs med kalibreringskurvan. EBV-
resultat rapporteras i IE/mL och logyq IE/mL foér plasmaprover. Malen och kanalerna som
anvands for detektering i Panther Fusion-systemet sammanfattas i tabellen nedan:

Mal Malsokt gen Instrumentkanal
EBV EBNA-1 HEX
Intern kontroll Ej tilldmpligt Quasar 705

Varningar och forsiktighetsatgarder
A. For in vitro-diagnostisk anvandning.

B. For professionell anvandning.

C. Las noga igenom hela bipacksedeln och Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion-
systemet innan du utfér den har assayen.

D. Panther Fusion enhancerreagens-B (FER-B) ar fratande, skadligt vid fortaring och orsakar
svarartade brannskador pa huden samt 6égonskador.

E. Endast personal med adekvat utbildning i hantering och anvandning av denna assay och
potentiellt smittférande @mnen boér utféra dessa procedurer. | handelse av spill ska ytan
omedelbart desinficeras enligt lampliga lokala rutiner.

F. Prover kan vara smittférande. Vidta allmant vedertagna forsiktighetsatgarder nar du genomfor
den har assayen. Korrekta hanterings- och kasseringsmetoder bor upprattas av ansvariga pa
laboratoriet. Endast personal med adekvat utbildning i hantering av smittférande amnen far
lov att utféra denna diagnostiska procedur.”

G. laktta sedvanliga sdkerhetsrutiner for arbete i laboratorium. Pipettera inte med hjalp av
munnen. Undvik att ata, dricka eller roka i utsedda arbetsomraden. Anvand puderfria
engangshandskar, skyddsglaségon och laboratorierockar vid hantering av prover och
reagens. Tvatta handerna noga efter hantering av prover och reagens.
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H. Anvand endast medféljande eller féreskriven laboratorieutrustning fér engangsbruk.

I. Arbetsytor, pipetter och annan utrustning maste regelbundet desinficeras med 2,5 % till 3,5 %
(0,35 till 0,5 M) natriumhypokloritlésning.

J. Material som har kommit i kontakt med prover och reagens ska kasseras i enlighet med
tilampliga nationella, internationella och regionala regelverk.

K. Uppratthall korrekta forvaringsférhallanden vid transport av prover for att sakerstalla provets
kvalitet. Provernas hallbarhet har inte utvarderats under andra fraktférhallanden an de som
rekommenderas.

L. Undvik korskontamination under provhantering. Var sarskilt noga med att undvika kontamination
genom spridning av aerosoler nar locken lossas eller tas av. Prover kan innehalla virus eller
andra organismer i mycket hég koncentration. Se till att olika provbehallare inte kommer i
kontakt med varandra och kassera anvanda material utan att flytta dem éver 6ppna
behallare. Byt handskar om de kommer i kontakt med prover.

M. Anvand inte reagens, kalibratorer eller kontroller efter utgangsdatumet.

N. Forvara assaykomponenter enligt rekommenderade férhallanden. Se Férvaring och hantering
av reagens och Analysmetod fér Panther Fusion-systemet for mer information.

O. Kombinera inte assayreagens eller vatskor. Toppfyll inte reagens eller vatskor. Panther
Fusion-systemet verifierar reagensnivaerna.

P. Undvik att reagens kontamineras med mikrober och nukleas.

Q. Kuvalitetskontroll maste utféras i enlighet med alla gallande bestdmmelser och
ackrediteringskrav samt laboratoriets standardprocedurer férkvalitetskontroll.

R. Anvand inte assaykassetten om férvaringspasen inte ar tat eller om folien pa assaykassetten
inte ar intakt. Kontakta Hologics tekniska support om nagot av dessa problem intraffar.

S. Anvand inte vatskepaketen om folietatningen inte ar intakt. Kontakta Hologics tekniska
support om detta intraffar.

T. Hantera assaykassetterna varsamt. Assaykassetterna far inte tappas eller inverteras. Undvik
langvarig exponering fér omgivande ljus.

U. Vissa reagens i den har satsen ar markta med risk- och sakerhetssymboler.
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Obs! Farokommunikation aterspeglar klassificeringar i EU-sékerhetsdatablad (SDS). F6r
information i farokommunikation som &r specifik fér din region, se regionsspecifikt SDS pa
Safety Data Sheet Library pd www.hologicsds.com. Mer information om symbolerna finns i
symbolférklaringen pa www.hologic.com/package-inserts.

Faroangivelse for EU

Panther Fusion EBV Quant Assay Cartridge
ALFA-CYKLODEXTRIN 20-25 %

H412 — Skadliga langtidseffekter for vattenlevande organismer
P273 — Undvik utslapp till miljén
P280 — Anvand 6gonskydd/ansiktsskydd

Panther Fusion Oil
POLYDIMETYLSILOXAN 100 %

VARNING
H315 — Irriterar huden
H319 — Orsakar allvarlig égonirritation

& o ©

Panther Fusion Enhancer Reagent Rgt (FER-B)
LITIEMHYDROXIDMONOHYDRAT 5-10 %

FARA

H302 — Skadligt vid fortaring

H314 — Orsakar allvarliga fratskador pa hud och 6gon

P260 - Inandas inte damm/rék/gaser/dimma/angor/sprej

P280 — Anvand skyddshandskar/skyddsklader/6gonskydd/ansiktsskydd

P303 + P361 + P353 — VID HUDKONTAKT (&ven haret): Ta omedelbart av alla nedstankta klader. Skélj huden med
vatten/duscha.

P305 + P351 + P338 - VID KONTAKT MED OGONEN: Skdlj férsiktigt med vatten i flera minuter. Ta ur eventuella
kontaktlinser om det gar latt. Fortsatt att skolja.

P310 — Kontakta genast GIFTINFORMATIONSCENTRAL eller lakare
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Forvaring och hantering av reagens

A. Fdljande tabell tillhandahaller lagrings- och hanteringskrav for denna assay.
Forvaring, Stabilitet laddat/ Oppnad
Reagens .. . s ] . .
ooppnat oppen hallbarhet forvaring
Kassett for Panther Fusion EBV Quant assay 2°Ctill8 °C 60 dagar 2°Ctill 8 °C2
Panther Fusion infangningsreagens-B (FCR-B) 15 °C ill 30 °C 30 dagar 15 °C ill 30 °C
Panther Fusion enhancerreagens-B (FER-B) 15 °C till 30 °C 30 dagar 15 °C till 30 °C
Panther Fusion intern kontroll-B (IC-B) 2°Ctill8 °C (iwFCR-B) Ej tillampligt
Panther Fusion Elution Buffer 15 °C till 30 °C 60 dagar 15 °C till 30 °C
Panther Fusion-olja 15 °C till 30 °C 60 dagar 15 °C till 30 °C
Panther Fusion rekonstitutionsbuffert | 15 °C ill 30 °C 60 dagar 15 °C till 30 °C
Panther Fusion EBV Quant-kalibratorer (1-5) -15°C il -35 °C Ar?pull for Ej tllla[npllgt — for
engangsbruk. engangsbruk
Panther Fusion EBV-BKV Quant hégpositiv kontroll -15 °C till -35 °C Ampull for Ej tillampligt — for
engangsbruk. engangsbruk
Panther Fusion EBV-BKV Quant lagpositiv kontroll  -15 °C till -35 °C Ampull for Ej tillimpligt — for
engangsbruk. engangsbruk
Panther Fusion transplant negativ kontroll (II1) -15 °C il -35 °C Anjpull for B tllla[‘npllgt — for
engangsbruk. engangsbruk

mm o o

Reagens som avlagsnas fran Panther Fusion-systemet ska omedelbart aterbordas till lampliga férvaringstemperaturer.

' Hallbarhetstiden i instrumentet startar nér reagenset placeras pa Panther Fusion-systemet fér Panther Fusion EBV Quant
assay-kassetten, FCR-B, FER-B och IC-B. Hallbarhetstiden for Panther Fusion rekonstitutionsbuffert |, Panther Fusion
elueringsbuffert och Panther Fusion oljereagens startar férsta gangen reagenspacket anvands.

2 Om assaykassetten avlagsnas fran Panther Fusion-systemet ska den férvaras i en lufttat behallare med torkmedel vid
rekommenderad forvaringstemperatur.

Fungerande Panther Fusion infangningsreagens-B (WFCR-B) och Panther Fusion
enhancerreagens-B (FER-B) stabila i 60 dagar i forsluten flaska vid 15 °C till 30 °C. Far ej
forvaras i kylskap.

Oanvanda reagens vars hallbarhetstid har I6pt ut ska kasseras.
Undvik korskontamination vid hantering och férvaring av reagens.
Reagens far inte frysas.

Kontroller och kalibratorer far inte frysas igen.
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Insamling, behandling och férvaring av prover

Prover — kliniskt material insamlat fran en patient och placerat i ett lampligt transportsystem. Foér
Panther Fusion EBV Quant assay inbegriper detta helblodsprover som har samlats in i provror
som innehaller EDTA-antikoagulantia eller plasmaberedningsrér (PPT-enheter).

Prover — en mer allman term som beskriver ett material som ska analyseras i Panther Fusion-
systemet, inklusive prover, kalibratorer och kontroller.

Obs! Hantera alla prover som om de innehéll potentiellt smittférande d@mnen. Vidta allméant
vedertagna forsiktighetsatgérder.

Obs! Undvik korskontamination under provhantering. Anvéant material ska exempelvis
kasseras utan att passera éver éppna ror.

Obs! Endast sekundéra rér av plast rekommenderas fér férvaring av prov.

A. Provtagning

Helblodsprover som har samlats in i féljande glas- eller plastror kan anvandas for att
forbereda plasma:

*  RO6r som innehaller EDTA-antikoagulantia
*  Plasmaberedningsror (PPT-enheter).

B. Provbehandling

1.

Plasma: Helblod kan forvaras i 2 till 30 °C och maste centrifugeras inom 24 timmar efter
provtagningen. Plasma kan beredas fran antingen EDTA- eller PPT-primarrér. Separera
plasma fran de pelleterade roda blodkropparna i enlighet med tillverkarens anvisningar for
det provrér som anvands. Plasma kan analyseras i Panther Fusion-systemet i ett primart
ror eller 6verforas till ett sekundart ror, till exempel ett Aptima SAT.

For att sakerstalla tillracklig provvolym, se foljande tabell:
Tabell 1: Minsta provvolym

Ror (storlek och typ) Minimal volym for 1 replikat
Aptima Sample Aliquot Tube (SAT) 0,6 mL
12 X 75 mm 0,9 mL
13 x 100 mm 0,9 mL
13 x 100 mm med gel 0,7 mL
16 x 100 mm med gel 1,1 mL

Plasma som inte analyseras omedelbart kan forvaras i enlighet med anvisningarna i
Provférvaringsférhéllanden. Om plasman Overfors till ett andra rér kan den frysas vid -
20 °C eller -70 °C. Frys inte in plasmaprover i EDTA-ror fér primar insamling.
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C. Provférvaringsforhallanden
Prover kan férvaras under féljande forhallanden:

1. Plasmastabilitet
*  Obehandlade prover ar stabila i 24 timmar vid 2-30 °C efter centrifugering.
* Obehandlade prover ar stabila i 5 dagar vid 2-8 °C efter centrifugering.
+  Obehandlade och bearbetade prover ar stabila i 60 dagar vid -20 °C till -70 °C.

Prover i Panther Fusion-systemet

Plasmaprover kan lamnas kvar i Panther Fusion-systemet utan lock i upp till 8 timmar. Prover
kan tas ut fran Panther Fusion-systemet och analyseras sa lange den totala tiden i instrumentet
inte Overstiger 8 timmar fore pipettering av provet i Panther Fusion-systemet.

Transport av prover

Uppratthall forvaringsforhallanden for prover under transport enligt beskrivningen i Insamling,
behandling och férvaring av prover.

Obs! Prover maste fraktas i enlighet med tilldmpliga nationella, internationella och regionala
transportbestdmmelser.
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PantherFusion-systemet

Panther Fusion-systemet

Panther Fusion-systemet ar ett integrerat system for nukleinsyreanalys med fullstandigt
automatiserade steg som behdvs for att utféra diverse Panther Fusion-assayer fran

provbehandling till amplifiering, detektering och datareduktion.

Medfoljande reagens och material
Assayforpackning

Komponenter

Artikelnummer Forvaring

Kalibratorer for Panther Fusion EBV Quant assay
PCAL 1 qEBYV, 3 per lada
PCAL 2 qEBYV, 3 per lada
PCAL 3 gEBV, 3 per lada
PCAL 4 gqEBV, 3 per lada
PCAL 5 gEBV, 3 per lada

PRD-07159

-15°C ill -35 °C

Kontroller for Panther Fusion EBV-BKV Quant Assay
HPC hogpositiv kontrollrdr, 5 per 1ada

LPC lagpositiv kontrollrér, 5 per 1ada

NC Il transplant negativ kontrollrér, 5 per lada

PRD-07158

-15°C ill -35 °C

Kassett med 96 analyser for Panther Fusion EBV Quant assay
Panther Fusion qEBV-assaykassett, 12 analyser, 8 per lada

PRD-07157

2°Ctill8 °C

Panther Fusion intern kontroll-B 960 analyser
Panther Fusion intern kontroll-B rér, 4 per lada

PRD-06234

2°Ctill8°C

Panther Fusion extraktionsreagens-B 960 analyser
Panther Fusion infangningsreagens-B flaska, 240 analyser, 4 per lada
Panther Fusion enhancerreagens-B flaska, 240 analyser, 4 per lada

PRD-06232

15°Ctill 30 °C

Panther Fusion elueringsbuffert, 2400 analyser
Panther Fusion elueringsbuffert, paket med 1 200 analyser, 2 per férpackning

PRD-04334

15 °Ctill 30 °C

Panther Fusion rekonstitutionsbuffert I, 1920 analyser
Panther Fusion rekonstitutionsbuffert I, 960 analyser, 2 per lada

PRD-04333

15 °C till 30 °C

Panther Fusion oljereagens, 1920 analyser
Panther Fusion oljereagens, 960 analyser, 2 per lada

PRD-04335

15 °C ill 30 °C
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Nodvandiga material som inforskaffas separat

Obs! Material som finns tillgdngliga hos Hologic anges med respektive artikelnummer om inget annat anges.

Material Artikelnummer
Panther-systemet 303095
Panther Fusion-modul PRD-04173
Panther Fusion-systemet PRD-04172
Aptima Assay Fluids Kit 303014

(Aptima Wash Solution, Aptima Buffer for Deactivation Fluid och Aptima Oil Reagent) (1 000 analyser)
MTU-enheter 104772-02
Panther Waste Bag Kit 902731
Panther Waste Bin Cover 504405
Eller Panther System Run Kit
. . . . N 303096
innehaller MTU-enheter, avfallspasar, lock till avfallsfack, assayvatskor och

. . " (5000 analyser)

autodetekteringsldosningar
Spetsar, 1 000 pL, filtrerade, vatskeavkannande, ledande och fér engangsbruk. 901121 (10612513 Tecan)

903031 (10612513 Tecan)
Alla produkter é&r inte tillgéngliga i alla regioner. Kontakta din representant fér regionspecifik MME-04134 (30180117 Tecan)

information. MME-04128
Panther Fusion rorfack, 1 008 analyser, 18 fack per forpackning PRD-04000
PRD-06720

Utbyteslock Hologic Solid Caps (ogenomtréngligt engangslock till ror) (100 lock per pase)

Blekmedel, 5 % till 8,25 % (0,7 M till 1,16 M) natriumhypokloritlésning —

Puderfria engangshandskar —

Skyddspapper for laboratoriebdnk med plastad baksida —

Luddfritt papper _

Pipetterare —

Spetsar _

Alternativ for primara provtagningsrér (EDTA och PPT):
13 mm x 100 mm
12 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifug —

Vortexblandare —

*Kravs endast for Panther Aptima TMA-assayer.
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Tillvalsmaterial

Material

Artikelnummer

Alternativ for s

ekundara ror:

12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm —

Paket med Aptima SAT (100 ror per pase) FAB-18184
Lock till transportror (100-pack)

Lock till SAT-ror 504415
Aptima Specimen Diluent PRD-03003
Aptima Specimen Diluent Kit PRD-03503

innehaller Aptima Specimen Diluent, 100 SAT och 100 lock

Overforingspip

etter —

Provrérsvagga

Analysmetod for Panther Fusion-systemet

Obs! Se Anvéndarhandledning fér Panther/Panther Fusion-systemet fér mer information om

férfaranden.
A. Foérbereda arbetsytan

1. Torka av arbetsytorna med 2,5 % till 3,5 % (0,35 M till 0,5 M) natriumhypokloritldsning. Lat
natriumhypokloritlésningen verka minst en minut pa arbetsytorna och skélj sedan med
avjoniserat vatten. Lat inte natriumhypokloritlésningen torka. Tack bankytan med rena och
absorberande skyddspapper for laboratoriebank med plastad baksida.

2. Rengér en separat bankyta for beredning av prover. Foélj proceduren som beskrivs ovan
(steg A.1).

3. Rengor eventuella pipetter. Anvand rengoringsproceduren som beskrivs ovan (steg A.1).

B. Bereda kalibrator och kontroller

Lat
1.

2.
3.

kalibratorn och kontrollerna na 15 till 30 °C fére behandling enligt féljande:

Ta ut kalibratorerna och kontrollerna fran forvaringen (-15 till -35 °C) och placera dem i en
temperatur pa 15 till 30 °C. Invertera forsiktigt varje rér under upptiningsproceduren sa att
innehallet blandas ordentligt. Kontrollera att provrorsinnehallet ar helt upptinat fore
anvandning.

Alternativ. Kalibrator- och kontrollréren kan placeras pa en provrorsvagga sa att innehallet
blandas ordentligt. Kontrollera att provrérsinnehallet ar helt upptinat fére anvandning.

Obs! Undvik éverdriven skumbildning nér du védnder pa kalibratorerna och kontrollerna.
Skummet férsémrar nivdavkénningsfunktionen i Panther Fusion-systemet.

Nar rérinnehallet har tinat upp torkar du rérets utsida med en ren och torr engangsduk.
Oppna inte roren i det har stadiet eftersom det kan leda till kontamination av innehallet.
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C. Reagensberedning

1. Ta ut flaskorna fér IC-B, FCR-B och FER-B ur férvaring.

2. Blanda FCR-B tills sfarerna ar helt suspenderade. Undvik skumbildning under det har
steget.

3. Oppna flaskorna fér IC-B, FCR-B och FER-B och kassera locken. Oppna TCR-luckan péa
det ovre facket i Panther Fusion-systemet.

4. Placera flaskorna for IC-B, FCR-B och FER-B i respektive positioner p4d TCR-karusellen.
5. Stang TCR-luckan.
Obs! Panther Fusion-systemet tillstter IC-B i FCR-B. Nér IC-B har tillsatts i FCR-B kallas

det féor wFCR-B (working FCR-B). Om wFCR-B och FER-B avldgsnas fran systemet ska nya
lock anvéndas och férvaring ske omedelbart vid I&dmpliga férvaringsférhéllanden.

D. Provhantering

Obs! Preparera prover enligt anvisningarna i avsnittet Insamling, behandling och férvaring av
prover innan prover laddas i Panther Fusion-systemet.

Inspektera provroren innan de laddas i stallet. Om ett provror innehaller bubblor eller har
lagre volym an vad som typiskt observeras ska botten pa roret knackas forsiktigt sa att
innehallet samlas pa botten.

E. Hantering av plasmaprover
1. Se till att behandlade prover i primara ror eller outspadda prover i sekundara rér har
forvarats korrekt enligt Insamling, behandling och férvaring av prover.

2. Frysta prover maste tinas upp ordentligt. Vortexblanda de tinade proverna i 3 till 5
sekunder sa att de blandas ordentligt.

3. Lat proverna na 15 till 30 °C fére behandling. Se Prover i Panther Fusion-systemet for
ytterligare information om hantering av prover i instrumentet.

4. Se till att varje primart eller sekundart rér innehaller tillrackligt med prov. Se Tabell 1 for
minsta provvolym for 1 replikat.

5. Alla prover ska centrifugeras i 1000 till 3000g i 10 minuter innan de laddas i provstallet.
Ta inte av locken vid det har steget.

Se steg F.2 nedan for information om laddning av stall och borttagning av lock.

F. Systemforberedelse

1. Fo&r anvisningar om hur du satter upp Panther Fusion-systemet, inklusive laddning av
prover, reagens, assaykassetter och universalvatskor, se Anvédndarhandledning for
Panther/Panther Fusion-systemet och Metodanmaérkningar.

2. Ladda proverna i provstéllet. Utfor foljande steg for varje provror (prov, och, om
nddvandigt, kalibrator och kontroller):

a. Lossa pa ett av provrérslocken, men ta inte bort det annu.

Obs! Var sérskilt noga med att undvika kontamination genom spridning av aerosoler.
Lossa férsiktigt locken pa proverna.

b. Ladda provroret i provstallet.
c. Upprepa steg 2.a och 2.b for varje aterstdende prov.
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d. Nar proverna har laddats i provstallet tar du bort och kasserar varje provrérslock i ett
provstall. Hall inte lock ovanfér andra provstall eller provror eftersom det kan leda till
kontamination.

e. Anvand om sa kravs en ny overforingspipett for engangsbruk for att avlagsna eventuella
bubblor eller skum. Bubblor i provréren férsdmrar nivaavkanningsfunktionen i Panther
Fusion-systemet.

f.  Nar det sista locket har tagits bort laddar du provstallet i provfacket.

Obs! Om du kér andra assayer och provtyper samtidigt maste du sékra provhéllaren
innan provstéllet laddas i provfacket.

g. Upprepa steg 2.a till 2.f Med nasta provstall.

Metodanmarkningar

A. Kalibratorer och kontroller

1.

3.

4.

gEBV-kalibratorerna (5 ror), EBV-BKV lagpositiv kontroll (LPC), EBV-BKV hagpositiv kontroll
(HPC) och roren for transplantationsnegativ kontroll (NC Ill) kan laddas i vilken position
som helst i provstallet och i vilken provfackbana som helst pa Panther Fusion-systemet.
Pipetteringen av kalibrator- och kontrollpipetter bérjar nar EBV-prover laddats i systemet.
Provpipettering inleds nar ett av féljande tva villkor ar uppfylit:

a. Systemet behandlar kalibratorn och kontrollerna.
b. Systemet registrerar giltiga resultat for kalibratorn och kontrollerna.

Nar kalibrerings- och kontrollréren har pipetterats och behandlats fér Panther Fusion EBV
Quant assay kan prover analyseras. Kalibreringsresultaten ar giltiga i 60 dagar och
kontrollresultaten ar giltiga i upp till 30 dagar (frekvens konfigurerad av en administrator)
savida inte:

a. Kalibratorresultaten ar ogiltiga.

b. Kontrollresultaten ar ogiltiga.

c. Operatéren begar att fa kéra nya kontroller/kalibratorer i Panther Fusion-
systemprogramvaran.

En kalibrering kravs for varje ny assaykassettbatch som laddas i Panther Fusion-
systemet innan det anvands fér behandling av prover.

Varje kalibrator och varje kontrollrér kan anvandas en gang.
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Kvalitetskontroll

Assaykalibrering

For att fa fram giltiga resultat maste assaykalibrering utféras. De fem positiva kalibratorerna kors
i tre replikat varje gang en ny assaykassettbatch laddas i Panther Fusion-systemet. En utford
assaykalibrering ar giltig i upp till 60 dagar. Programvaran i Panther Fusion-systemet meddelar
operatdren nar kalibrering kravs.

Under behandlingen kontrollerar Panther Fusion-programvaran automatiskt kalibreringskurvans
giltighet. Om kalibreringen inte klarar validitetskontrollerna ogiltigforklarar Panther Fusion-
systemet automatiskt alla berérda prover och kraver att en ny uppsattning assaykalibratorer kors
innan ytterligare prover kan pipetteras.

Som standard behandlar assayen proverna som outspadd plasma.

Negativa och positiva kontroller

For att kunna erhalla giltiga resultat maste en uppsattning assaykontroller analyseras. Ett replikat
i NC Il (transplant negativ kontroll), LPC (lagpositiv kontroll) och HPC (hégpositiv kontroll) maste
analyseras varje gang en ny assaykassettbatch laddas i Panther Fusion-systemet eller nar den
nuvarande uppsattningen av giltiga kontroller fér en aktiv kassettbatch har upphort.

Panther Fusion-systemet konfigureras sa att det kraver att assaykontroller kors vid ett
administratdrsangivet intervall pa upp till 30 dagar. Programvaran i Panther Fusion-systemet
varnar operatéren nar assaykontroller krdvs och nya analyser startas inte forran
assaykontrollerna laddas och har bérjat behandlas.

Under behandlingen verifierar Panther Fusion-systemet automatiskt acceptanskriterier for
assaykontrollerna. For att kunna erhalla giltiga resultat maste assaykontrollerna godkénnas i en
serie giltighetskontroller utférda av Panther Fusion-systemet.

Om assaykontrollerna far godkant pa alla giltighetskontroller betraktas de som giltiga for det
administratérsangivna tidsintervallet. Nar tidsintervallet har 16pt ut gar assaykontrollerna ut i
Panther Fusion-systemet och en ny uppsattning assaykontroller krdvs innan nya prover pipetteras.

Om nagon av assaykontrollerna inte klarar giltighetskontrollerna ogiltigférklaras de paverkade
proverna automatiskt av Panther Fusion-systemet och en ny uppsattning assaykontroller kravs
innan nagra ytterligare prover pipetteras.

Intern kontroll

En intern kontroll tillsatts i varje prov under extraktionsférfarandet. Under behandlingen verifierar
Panther Fusion-systemets programvara automatiskt acceptanskriterier for intern kontroll.
Detektering av den interna kontrollen kravs inte for prover som ar positiva fér EBV. Den interna
kontrollen maste detekteras i alla prover som ar negativa for EBV. Prover som inte uppfyller
kriterierna rapporteras vara ogiltiga. Varje prov med ett ogiltigt resultat maste analyseras pa nytt.

Panther Fusion-systemprogramvaran ar konstruerad for exakt verifiering av processer da
procedurerna utfors i enlighet med anvisningarna i den har bipacksedeln och
Anvéndarhandledningen fér Panther/Panther Fusion-systemet.
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Tolkning av resultat

Panther Fusion-systemet faststaller automatiskt koncentrationen av EBV-DNA for prover och
kontroller genom att jamféra resultaten med en kalibreringskurva. EBV DNA-koncentrationer
rapporteras i IE/mL och logg IE/mL. Tolkningen av resultaten ges i Tabell 2.

Tabell 2: Tolkning av resultat for plasma

Rapporterade resultat av EBV Quant assay

IE/mL Logqo-varde Tolkning
Ej detekterat. Ej detekterat. EBV-DNA ej detekterat.
< 120 detekterat <208 EBV-DNA har detekterats, men pa en niva under

nedre kvantifieringsgréansen (LLoQ).

EBV DNA-koncentrationen ar inom det kvantitativa
120 till 1,50E09 2,08 till 9,18 intervallet mellan den nedre till den 6vre
kvantifieringsgransen IE/mL.

EBV DNA-koncentrationen ar éver den ovre

> 1,50E09 > 9,18 kvantifieringsgransen (ULoQ).

Det uppstod ett fel nar resultatet genererades.

Ogiltig Ogiltig? Provet bor analyseras pa nytt.

2 QOgiltiga resultat visas med bla text.
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Begransningar

A

Den har assayen far endast utféras av personal med utbildning i proceduren. Om dessa
anvisningar inte féljs finns det risk for felaktiga resultat.

Palitliga resultat forutsatter att prover tas, transporteras, forvaras och behandlas pa ett
korrekt satt.

Undvik kontamination genom att folja god laboratoriepraxis och procedurerna som beskrivs i
den har bipacksedeln.

Mutationer, aven om de ar ovanliga, inom de val konserverade omradena av det virala
genomet som tacks av primrarna eller sonderna i Panther Fusion EBV Quant assay, kan leda
till underkvantifiering av eller omgjlighet att detektera viruset.

Negativa resultat utesluter inte infektion med EBV och bér inte anvandas som hallpunkt for
behandling eller andra patientbehandlingsbeslut.

Ett positivt resultat indikerar detektering av nukleinsyra fran relevant virus. Nukleinsyra kan
kvarstd aven nar viruset inte langre ar viabelt.
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Prestanda

Detekteringsgrans vid anvandning av WHO:s forsta internationella standard

Detekteringsgransen (LoD) for assayen definieras som den EBV DNA-koncentration som
detekteras vid en sannolikhet pa 95 % eller hogre, i enlighet med CLSI EP17-A2.3

Detekteringsgrans i plasma med WHO-standard

LoD faststalldes genom analys av paneler med WHO:s forsta internationella standard (NIBSC-
kod 09/260) for EBV utspatt i EBV-negativ human plasma. Tjugo (20) replikat av varje
utspadning analyserades med var och en av de tre reagensbatcherna for totalt 60 replikat per
utspadning. En probit-analys utfordes i syfte att generera forvantade detekteringsgranser. LoD-
vardena som visas i Tabell 3 utgdr resultaten fran reagensbatchen med den Oversta forvantade
detekteringsgransen. LoD for Panther Fusion EBV Quant assay med anvandning av WHO:s
forsta internationella standard ar 54,1 IE/mL for plasma.

Tabell 3: Detekteringsgréns fér plasma vid anvédndning av WHO:s férsta internationella standard fér EBV

Forvantad detekteringsgrans Koncentration (IE/mL)
10 % 1,5
20 % 2,4
30 % 3,6
40 % 5.1
50 % 7,2
60 % 10,2
70 % 14,8
80 % 22,4
90 % 38,0
95 % 54,1

Linjart intervall

Linjart intervall i plasma

Det linjara intervallet faststalldes genom att analysera EBV-paneler utspadda med EBV-negativ
human plasma enligt CLSI EP06-A.° Panelernas koncentration strackte sig fran 1,98 log IE/mL till
9,26 log IE/mL. Panther Fusion EBV Quant assay visade linjaritet pa det analyserade intervallet.
Assayens Ovre kvantifieringsgrans (ULoQ) ar 9,18 log IE/mL. Se Figur 1.
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Figur 1. Linjaritet i plasma

Nedre kvantifieringsgrans enligt WHO:s forsta internationella standard

Nedre kvantifieringsgransen (LLoQ) definieras som den lagsta koncentration vid vilkken EBV ar
tillférlitligt kvantifierat — enligt CLSI EP17-A2.2 Felmarginalen (total error) uppskattades med hjalp
av Westgard-modellen: Felmarginal (Total Error, TE) = |bias| + 2 SD. For att garantera matningarnas
noggrannhet och precision bestamdes felmarginalen for Panther Fusion EBV Quant assay till
1,2 log IE/mL, med en sanningsbias och en SD som maste vara < 0,5 log IE/mL respektive
<0,35 log IE/mL.

Nedre kvantifieringsgrans i plasma enligt WHO-standarden

Den nedre kvantifieringsgransen faststalldes genom analys av paneler med WHO:s forsta
internationella standard (NIBSC-kod 09/260) fér EBV utspatt i EBV-negativ human plasma. Tjugo
(20) replikat av varje utspadning analyserades med var och en av de tre reagensbatcherna for
totalt 60 replikat per utspadning. Resultaten for den nedre kvantifieringsgransen for de tre
reagensbatcherna visas i Tabell 4. Den nedre kvantifieringsgrans som tas fram med WHO:s
forsta internationella standard for EBV i plasma ar 120 IE/mL (2,08 log IE/mL).
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Tabell 4: Bestdamning av nedre kvantifieringsgréns vid anvédndning av WHO:s fbrsta internationella standard fér
EBYV utspétt i plasma

EBV Quant
N Malkoncentration assay SD |Bias| Berdknat TE
Reagensbatch N  detekterat (log IE/mL) (log IE/mL) (log IE/mL) (log IE/mL) (logIE/mL
20 20 1,93 2,06 0,21 0,2 0,6
20 20 2,08 2,33 0,21 0,3 0,7
1 20 20 2,18 2,45 0,13 0,3 0,5
20 20 2,26 2,44 0,15 0,2 0,5
20 20 1,93 1,61 0,30 0,3 0,9
20 20 2,08 1,79 0,23 0,3 0,8
2 20 20 2,18 2,00 0,18 0,2 0,6
20 20 2,26 2,09 0,17 0,2 0,5
20 20 1,93 1,75 0,20 0,2 0,6
20 20 2,08 1,88 0,25 0,2 0,7
° 20 20 2,18 2,09 0,12 0,1 0,4
20 20 2,26 2,04 0,15 0,2 0,5

SD=standardavvikelse < 0,35 (log IE/mL).

|Bias|=sanningsbias < 0,5 (log IE/mL).

Utspadningen som motsvarar koncentrationen for nedre kvantifieringsgransen och som analyserats pa varje reagensbatch ar
gramarkerad.

Bekraftelse av nedre kvantifieringsgrans for EBV-genotyper

Nedre kvantifieringsgrans for genotyper i plasma

Den nedre kvantifieringsgransen som faststalldes med anvandning av WHO-standarden
utvarderades genom att analysera EBV-genotyp 1 (Raji, Akata och B95-8) och 2 (AG876, P3H1
och Jijoye) spetsad vid 3X LLoQ i EBV-negativ human plasma. Tre replikat pa varje
panelmedlem analyserades med en reagensbatch. Resultaten visas i Tabell 5.

Tabell 5: Bekréftelse av nedre kvantifieringsgréans i genotyper i plasma

EBV Quant
N Malkoncentration assay SD |Bias|

Isolat (genotyp) N detekterat (log IE/mL) (log IE/mL) (logIE/mL) (log IE/mL)

Raji (genotyp 1) 3 3 2,56 2,84 0,12 0,3
Akata (genotyp 1) 3 3 2,56 2,95 0,11 0,4
B95-8 (genotyp 1) 3 3 2,56 2,59 0,08 0,1
AG876 (genotyp 2) 3 3 2,56 2,72 0,23 0,2
P3H1 (genotyp 2) 3 3 2,56 2,91 0,07 04
Jijoye (genotyp 2) 3 3 2,56 2,75 0,16 0,2

SD = standardavvikelse.
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Sparbarhet till WHO:s forsta internationella standard

En serie sekundara standarder med kanda koncentrationer anvandes genomgaende i
produktutvecklingen och produkttillverkningen for att etablera sparbarhet till WHO-standarden.
WHO:s férsta internationella standard for EBV spaddes ut och analyserades tillsammans med de
sekundara standarderna saval som assaykontroller och kalibratorer som anvands i Panther
Fusion EBV Quant assay for att bedéma sparbarhet enligt CLSI EP32-R analysens R." Foér de
sekundara standarderna var koncentrationsintervallet 2,30 till 6,30 logqg IE/mL.

Sparbarhet till WHO-standarden med plasma

Koncentrationerna som analyserades for WHO:s forsta standard for EBV lag mellan 2,26 och
4,70 logqq IE/mL. WHO-plasmapanelerna, sekundara standarder, assaykontroller och assaykalibratorer
aterfanns i enlighet med férvantade varden over analysens linjara intervall, vilket ses i Figur 2.
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Figur 2. Sparbarhet mellan WHO:s forsta standard for EBV for malkoncentrationer och rapporterade
koncentrationer i Panther Fusion EBV Quant assay (WHO-standard utspédd i plasma)

Potentiellt interfererande substanser

Kansligheten hos Panther Fusion EBV Quant assay for interferens fran forhéjda nivaer av endogena
substanser, antikoagulantia och lakemedel som ofta ordineras till transplantationspatienter
utvarderades i EBV-negativa matriser i narvaro eller franvaro av 2,56 log IE/mL av EBV i plasma.
Analyskoncentrationerna for vardera av substanserna som kan interferera valdes baserat pa
tillgangliga referenser fran litteraturen samt riktlinjer fran CLSI EPO7" och EP37.12

Ingen interferens observerades géllande noggrannheten av assayens kvantifiering i
plasmaprover i narvaro av potentiellt interfererande substanser som anges i Tabell 6.
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Tabell 6: Endogena substanser

Potentiellt interfererande substans

Antal replikat

Analyserad koncentration

Albumin 3 375 mg/dL
Konjugerat bilirubin 3 40 mg/dL

Hemoglobin 3 1000 mg/dL

Heparin 3 0,66 mg/dL
Genomiskt DNA fran manniska 3 0,2 mg/mL

Triglycerider 3 3,45 mg/dL

Okonjugerat bilirubin 3 0,40 mg/dL

Ingen interferens observerades gallande noggrannheten av assayens kvantifiering i narvaro av
de exogena substanser som anges i Tabell 7.

Tabell 7: Exogena substanser

Potentiellt interfererande substans

Antal replikat

Analyserad koncentration

Acyclovir 3 6,6 mg/dL
Azathioprin 3 0,258 mg/dL
Cefotetan 3 71,1 mg/dL
Cidofovir 3 12,4 mg/dL
Kaliumklavulanat 3 1,47 mg/mL
Ciklosporin 3 0,180 mg/dL
EDTA 3 0,099 mg/dL
Everolimus 3 0,0183 mg/dL
Fluconazol 3 2,55 mg/dL
Foscarnet 3 108 mg/dL
Ganciclovir 3 3,96 mg/dL
Letermovir 3 3,9 mg/dL
Mykofenolatmofetil 3 18,1 mg/dL
Mykofenolsyra 3 18,1 mg/dL
Piperacillin 3 110 mg/dL
Prednison 3 0,0099 mg/dL
Sirolimus 3 0,0213 mg/dL
Natriumcitrat 3 3200 mg/dL
Sulfametoxazol 3 35,7 mg/dL
Tacrolimus 3 0,0144 mg/dL
Tazobaktam som natriumsalt 3 10,2 mg/dL
Tenofovirdisoproxilfumarat 3 0,0978 mg/dL
Ticarcillin disodium 3 151 mg/dL
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Tabell 7: Exogena substanser (forts.)

Potentiellt interfererande substans

Antal replikat

Analyserad koncentration

Trimetoprim 3 4,2 mg/dL
Valacyclovir 3 3,83 mg/dL
Valganciclovir 3 4,83 mg/dL
Vancomycin 3 12 mg/dL
Analytisk specificitet

Potentiell 6verkorsningsreaktivitet for patogenerna i Tabell 8 utvarderades for EBV-negativ matriser

i narvaro eller franvaro av 2,56 log IE/mL EBV i plasma. Patogener analyserades vid hogsta
tillgangliga koncentrationen. Ingen dverkorsningsreaktivitet eller interferens observerades

gallande noggrannheten av kvantifieringen.

Tabell 8: Patogener som har analyserats for analytisk specificitet

Mikroorganism/patogen

Koncentration

Mikroorganism/patogen

Koncentration

ADV-4 1,00E+04 TCID5p/mL| Ménskligt parainfluensavirus 1,00E+05 IE/mL
Aspergillus niger 1,00E+06 CFU/mL Influensa A 1,00E+05 IE/mL
BKV 5,00E+06 cp/mL Klebsiella pneumoniae 1,00E+06 cp/mL

Candida albicans

1,00E+06 CFU/mL

Listeria monocytogenes

1,00E+06 CFU/mL

Chlamydia trachomatis

1,00E+06 IFU/mL

Mycoplasma pneumoniae

1,00E+06 CCU/mL

Clostridium perfringens

1,00E+06 cp/mL

Mycobacterium intracellulare

1,00E+06 cp/mL

CMV

1,00E+05 cp/mL

Neisseria gonorrhoeae

1,00E+06 CFU/mL

Corynebacterium diphtheriae

1,00E+06 CFU/mL

Propionibacterium acnes

1,00E+06 CFU/mL

Cryptococcus neoformans

1,00E+06 CFU/mL

Rhinovirus

1,00E+06 cp/mL

Enterococcus faecalis

1,00E+06 CFU/mL

Salmonella enterica

1,00E+06 CFU/mL

Escherichia coli

1,00E+06 CFU/mL

Staphylococcus aureus

1,00E+06 CFU/mL

HBV 1,00E+05 IE/mL Staphylococcus epidermidis 1,00E+06 CFU/mL

HCV 1,00E+04 IE/mL Streptococcus agalactiae 1,00E+06 CFU/mL

HIV-1 1,00E+05 IE/mL Streptococcus pneumoniae 1,00E+06 CFU/mL
HPV-18 (HeLa-celler

infekterade) 1,00E+05 celler/mL Streptococcus pyogenes 1,00E+06 CFU/mL

Humant herpesvirus 6 1,00E+05 cp/mL Trichomonas vaginalis 1,00E+05 Trofozoiter/mL

Humant herpesvirus 7 1,00E+03 TCID5p/mL Varicella Zoster-virus 1,00E+05 cp/mL

Humant herpesvirus 8 1,00E+05 TCID5sp/mL | Staphylococcus saprophyticus 1,00E+06 CFU/mL

Méanskligt metapneumovirus 1,00E+03 IE/mL Zikavirus 1,00E+05 TCIDgo/mL

CCU/mL=koloniandrande enheter/mL.
CFU/mL=kolonibildande enheter per mL.

cp/mL=kopior per mL.

IFU/mL=inklusionsbildande enheter per mL.

IE/mL = internationella enheter per mL.
TCIDgg/mL=infektits dos i vavnadsodling, enheter per mL.
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Metodkorrelation
Studien utformades i enlighet med CLSI EP09c.3

Metodkorrelation for plasma

Resultaten hos Panther Fusion EBV Quant assay utvarderades gentemot en jamforelseanalys
genom att analysera retrospektivt insamlade prover och konstruerade prover som tacker hela det
linjara intervallet. Sammanlagt 121 prover inom det linjara intervall som ar gemensamt for bada
assayerna anvandes for Deming-regression enligt Figur 3.

9.0
8.0
7.0

6.0

5.0 y =1.0193x-0.217

R? =0.9835

4.0 N=121

Panther Fusion EBV Quant. (log,, IE/mL)

1.0

0.0
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
Jamforelseassay (log,, IE/mL)

Figur 3. Korrelation mellan EBV-virusbelastning i Panther Fusion EBV Quant assay och en
jamforelseanalys vid analys av plasmaprover

Overfdring/korskontamination

Overféring utvarderades med EBV-spetsade STM-prover med héga titret (1,5E +09 IE/mL)
spridda mellan EBV-negativa prover i ett schackrutigt monster. Analysen gjordes Over fem
kérningar. Den dvergripande dverféringen var 0,67 % (1/150).
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