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Generell informasjon Panther Fusion™ EBV Quant

Generell informasjon

Tiltenkt bruk

Panther Fusion™ EBV Quant-assay er en helautomatisert sanntids PCR (RT-PCR) in vitro
nukleinsyre amplikasjonstest til kvantifisering av humant Epstein—Barr-virus (EBV) DNA i humant
EDTA-plasmaprgver.

Panther Fusion EBV Quant-assay er tiltenkt brukt som en hjelp ved diagnostiseringen og handtering
av pasienter med fastorgantransplant og pasienter med hematopoetisk stamcelletransplantat.

Panther Fusion EBV Quant-assay er ikke beregnet brukt som screeningsassay for neerveer av
EBV i blod eller blodprodukter. Dette assayet er beregnet brukt pa Panther Fusion-systemet.

Oppsummering og forklaring av testen

EBV er et generelt utbredt linesert dobbelttradet DNA-virus av 172kb som tilhgrer herpesvirus-
familien. Det finnes to hoved-EBV-genotyper, type 1 og 2, som skiller seg ut med differansen i
EBNA-2-genene.

Etter en primaer infeksjon, gar EBV inn i den sirkulerende B-lymfocytten og blir deretter vaerende
i en latent tilstand. Det anslas at 90 % av verdens befolkning er infisert med EBV.' Hos
immunkompetente individer kan EBV-infeksjon vaere asymptomatisk i barndommen. EBV-infeksjonen
kan imidlertid fare til infeksigs mononukleose? hos voksne og er forbundet med forskjellige typer
kreft: lymfomer, leukemier, epiteliale maligniteter og magekreft.3

Hos immunkompromitterte individer som f.eks. transplantatmottakere og individer som er infisert
med humant immunsvikt virus (HIV), kan reaktiviteten til EBV fare til malignalymfoproliferativ
malign sykdom og er en viktig arsak til morbiditet og mortalitet. Flertallet av disse EBV-assosierte
tumorene, kjent som "Post-transplantasjons lymfoproliferativ sykdom" (PTLD), skjer ofte innen
forste aret etter transplantasjon.s

Testing av kvantitativ nukleinsyreamplifikasjon fra fullblod- eller plasmaprgver er den foretrukne
metoden for & overvake EBV-infeksjon og sykdommer hos transplantatmottakere fordi den er
rask, felsom, praktisk og ikke-invasiv. Nyere retningslinjer anbefaler ukentlig overvaking av
EBV-virusbelastning for & stgtte avgjerelser om & starte anti-EBV-behandling og & overvake
responsen til behandlingen.4

Generelt korreleres hgyere virusbelastningsverdien med gkt fare for EBV-relatert sykdom.s Derfor
er kvantifisering av EBV DNA i forbindelse med klinisk presentasjon og andre laboratoriemarkarer
kritisk ved handtering av pasienter med EBV-infeksjon.

Prosedyrens prinsipper

Panther Fusion-systemet fullautomatiserer pravebehandling, inkludert cellelyse, nukleinsyreinnfanging,
amplifikasjon og deteksjon for Panther Fusion EBV Quant-assay. Panther Fusion EBV Quant-assayet
har det sveert konserverte EBNA-1-genet som mal for & sikre en ngyaktig kvantifisering av EBV
DNA. Assayet er standardisert int. WHOs 1. Internasjonale standard (NIBSC-kode: 09/260) for EBV.¢

Pravebehandling og nukleinsyreekstraksjon: En internkontroll (IC-B) legges automatisk til
hver enkeltprgve via den arbeidende Fusion innfangingsreagens-B (WFCR-B) som brukes for &
overvake for interferens under preveprosessering, amplifikasjon og deteksjon forarsaket av
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reagensfeil eller hemmende stoffer. Enkeltpraver legges farst til Fusion innfangingsreagens-B
(FCR-B) og Fusion forbedrerreagens-B (FER-B) for a utlase nukleinsyre for hybridisering av
magnetiske partikler. Deretter skilles de innfangede partiklene fra restprevematrise i et magnetisk
felt ved en rekke vasketrinn med mildt vaskemiddel. Den ekstraherte nukleinsyren elueres deretter
fra de magnetiske partiklene med en reagens med lav ionestyrke (Panther Fusion-elueringsbuffer).

Merknad: Panther Fusion-systemet legger IC-B til FCR-B. Etter at IC-B er lagt til FCR-B,
kalles den wFCR-B.

PCR-amplifikasjon og fluorescensdeteksjon: Lyofilisert enkeltdose-PCR-hovedblanding
rekonstitueres med Panther Fusion rekonstitusjonsbuffer | og kombineres med den eluerte
nukleinsyren i et reaksjonsrgr. Panther Fusion oljereagens tilsettes for & hindre fordampning
under PCR-reaksjonen. PCR-basert malamplifikasjon skjer deretter med malspesifikke forover-
og revers-primere, og en probe som genererer et fluorescenssignal.

Panther Fusion-systemet gir en Ct-verdi som er proporsjonal med EBV-konsentrasjonen i
testprgvene. Konsentrasjonen i en prgve bestemmes av Panther Fusion-systemets programvare
som bruker EBV Ct-verdier for hver reaksjon og sammenligner dem med kalibreringskurven.
EBV-resultater rapporteres i lU/ml og log4o 1U/ml for plasmaprgver. Det finnes et sammendrag av
malene og kanalene som brukes til deteksjon pa Panther-/ Panther Fusion-systemet, i tabellen

nedenfor:
Mmal Malgen Instrumentkanal
EBV EBNA-1 HEKS
Intern kontroll Ikke relevant Quasar 705

Advarsler og forholdsregler
A. Til in vitro-diagnostisk bruk.

B. Til profesjonell bruk.

C. Les hele pakningsvedlegget og Handbok for Panther- / Panther Fusion-system fer du utfgrer
dette assayet.

D. Panther Fusion forbedrerreagens-B (FER-B) er etsende, farlig hvis den svelges og forarsaker
alvorlige hudforbrenninger og gyeskader.

E. Bare personell med tilstrekkelig oppleering i bruken av dette assayet og handtering av
potensielt infeksigst materiale, skal utfgre disse prosedyrene. Hvis det forekommer sgl, skal
det desinfiseres i samsvar med egnede prosedyrer for stedet.

F. Provene kan veere infeksigse. Bruk globale forholdsregler nar dette assayet utferes. Riktig
handtering av avhendingsmetoder skal bestemmes av laboratoriedirektgren. Kun personell
med tilstrekkelig oppleering i handtering av potensielt infeksigst materiale har lov til & utfgre
denne diagnostiske prosedyren.”

G. Bruk rutinemessige laboratorieforholdsregler. lkke pipetter med munnen. Ikke spis, drikk eller
reyk i anviste arbeidsomrader. Bruk engangshansker uten pulver, gyevern og laboratoriefrakker
nar prgver og reagenser handteres. Vask hendene grundig nar du har handtert prgver og
reagenser.
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H. Bruk bare medfelgende eller spesifiserte engangslaboratorievarer.

I. Arbeidsflater, pipetter og annet utstyr skal jevnlig dekontamineres med 2,5 % til 3,5 % (0,35
M til 0,5 M) natriumhypoklorittigsning.

J. Kast alle materialene som har veert i kontakt med prgvene og reagensene, iht. aktuelle
nasjonale, internasjonale og regionale forskrifter.

K. Sarg for tilfredsstillende oppbevaringsforhold under praveforsendelsen for a sikre pravens
kvalitet. Prgvestabiliteten under prgveforsendelsene, annet enn anbefalt, har ikke blitt evaluert.

L. Unnga krysskontaminasjon under handteringen av prgven. Veer spesielt ngye for & unnga
kontaminasjon ved spredning av aerosoler nar prgvene Igsnes eller hettene tas av. Prover
kan inneholde ekstremt hgy konsentrasjon av virus eller andre organismer. Sgrg for at
prevebeholderne ikke kommer i kontakt med hverandre, og kast brukte materialer uten a fore
dem over apne beholdere. Bytt hansker hvis de kommer i kontakt med pravene.

M. Ikke bruk reagensene, kalibratorene eller kontrollene etter utlgpsdatoen.

N. Oppbevar assaykomponenter under anbefalte oppbevaringsforhold. Se Krav til oppbevaring
og handtering av reagenser og Panther Fusion-system testprosedyre for & finne mer
informasjon.

O. Ikke kombiner noen assayreagenser eller vaesker. |Ikke fyll reagenser eller veesker til topps.
Panther Fusion-systemet bekrefter reagensnivaene.

P. Unnga mikrobiell og nukleasekontaminasjon av reagenser.

Q. Kuvalitetskontrollkrav ma utfgres i samsvar med lokale og/eller statlige forskrifter eller
akkrediteringskrav og standard kvalitetskontrollprosedyrer til det enkelte laboratoriet.

R. Ikke bruk assaykassetten hvis oppbevaringsposen ikke lenger er forseglet eller hvis
kassettfolien ikke er intakt. Kontakt teknisk stgtte hos Hologic hvis noe av dette skulle skje.

S. Ikke bruk veeskepakkene hvis folieforseglingen ikke er pa plass. Kontakt tekniske stgtte hos
Hologic hvis dette skjer.

T. Veer forsiktig nar assaykassettene handteres. lkke slipp eller snu assaykassettene. Unnga
langvarig eksponering for omgivelseslys.

U. Noen reagenser i dette settet er merket med fare- og sikkerhetssymboler.
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Merknad: Farekommunikasjon avspeiler klassifikasjonene i EUs sikkerhetsdatablad (SDS).
For farekommunikasjonsinformasjon spesifikk for din region, henvises til regionens spesifikke
SDS pa Sikkerhetsdatabiblioteket pa www.hologicsds.com. Se symbolforklaringen pa
www.hologic.com/package-inserts for a finne ytterligere informasjon om symbolene.

EU fareinformasjon

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

H412 - Skadelig med langtidsvirkning for liv i vann
P273 - Unnga utslipp til miljget
P280 - Benytt vernebriller/ansiktsskjerm

Panther Fusion Oil
POLYDIMETYLSILOKSAN 100 %

ADVARSEL
H315 - Irriterer huden
H319 - Gir alvorlig gyeirritasjon

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

FARE

H302 - Farlig ved svelging

H314 - Gir alvorlige etseskader pa hud og gyne

P260 - Ikke innand tev/rayk/gass/take/damp/aerosoler

P280 - Benytt vernehansker/verneklzer/vernebriller/ansiktsskjerm

P303 + P361 + P353 - VED HUDKONTAKT (eller har): Tilsglte kleer ma fiernes straks. Skyll huden med vann/dusj

P305 + P351 + P338 - VED KONTAKT MED @YNENE: Skyll forsiktig med vann i flere minutter. Fjern eventuelle
kontaktlinser dersom dette enkelt lar seg gjgre. Fortsett & skylle

P310 - Kontakt umiddelbart GIFTINFORMASJONSSENTRALEN eller lege

& o ©
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Krav til oppbevaring og handtering av reagenser

A. Folgende tabell inneholder krav til oppbevaring og handtering av dette assayet.

3 Pa instrumentet/
Reagens Uapnet entet Apnet.
oppbevaring Apen stabilitet oppbevaring
Panther Fusion EBV Quant-assaykassett 2°Ctil8°C 60 dager 2°Ctil 8 °C2
Panther Fusion innfangingsreagens-B (FCR-B) 15 °C il 30 °C 30 dager 15 °C il 30 °C
Panther Fusion forbedrerreagens-B (FER-B) 15 °C til 30 °C 30 dager 15°C il 30 °C
Panther Fusion intern kontroll-B (IC-B) 2°Ctil8°C (I wFCR-B) Ikke relevant
Panther Fusion-elueringsbuffer 15 °C il 30 °C 60 dager 15 °C il 30 °C
Panther Fusion-olje 15 °C til 30 °C 60 dager 15°C il 30 °C
Panther Fusion rekonstitusjonsbuffer | 15 °C il 30 °C 60 dager 15 °C il 30 °C
Panther Fusion EBV Quant-kalibratorer (1-5) -15°Ctil-35°C Hetteglass il lkke relevant-ti
engangsbruk engangsbruk
Panther Fusion EBV-BKV Quant hay positiv kontroll 15 °C til -35°Cc ~ otedlass tl ke relevant-t
engangsbruk engangsbruk
Panther Fusion EBV-BKV Quant lav positiv kontroll  -15°C til-35°C  Hoedlass til - lkke relevant i
engangsbruk engangsbruk
Panther Fusion negativ kontroll (Il 5o ti-35°c  Hetteglasstil - lkke relevant i
engangsbruk engangsbruk

mm o o

Nar reagenser fiernes fra Panther Fusion-systemet, skal de umiddelbart returneres til sine riktige oppbevaringstemperaturer.
1 Stabiliteten pa instrumentet starter nar reagensen plasseres pa Panther Fusion-systemet for Panther Fusion EBV Quant-
assaykassetten, FCR-B, FER-B og IC-B. Stabiliteten pa instrumentet starter for Panther Fusion rekonstitusjonsbuffer I,
Panther Fusion elueringsbuffer og Panther Fusion oljereagens nar reagenspakken farst brukes.

2 Hvis assaykassetten fiernes fra Panther Fusion-systemet, skal den oppbevares i en lufttett beholder med terkemiddel ved
den anbefalte oppbevaringstemperaturen.

Arbeidende Panther Fusion innfangingsreagens-B (WFCR-B) og Panther Fusion
forbedrerreagens-B (FER-B) er stabile i 60 dager nar de oppbevares med hette ved 15 °C il
30 °C. Skal ikke nedkjgles.

Kast eventuelt ubrukte reagenser der stabiliteten er redusert.
Unnga krysskontaminasjon under handtering og oppbevaring av reagenser.
Ikke frys reagensene.

Kontroller og kalibratorer ma ikke fryses pa nytt.
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Provetaking, prosessering og oppbevaring

Enkeltprever - Klinisk materiale som er tatt fra pasienter og plassert i et egnet transportsystem.
Ved Panther Fusion EBV Quant-assayet inkluderer dette fullblodsprgver samlet i rar som
inneholder EDTA-antikoagulanter eller plasmatilberedningsregr (PPT-er).

Preover — Et mer generelt begrep som beskriver enhver type materiale som skal testes pa
Panther Fusion-systemet, inklusive enkeltpragver, kalibratorer og kontroller.

Merknad: Handter alle enkeltpraver som om de inneholder potensielt infeksigse stoffer. Bruk
globale forholdsregler.

Merknad: Pase at du unngar krysskontaminasjon under prgvehandteringstrinnene. Brukt
materiale skal for eksempel avhendes uten & fgre dem over dpne rar.

Merknad: Kun sekundaerror i plast anbefales for praveoppbevaring.
A. Progvetaking
Fullblodsprever som samles i fglgende glass- eller plastrar, kan brukes for a preparere plasma:

*  Rar som inneholder EDTA-antikoagulanter
*  Plasmatilberedningsrgr (PPT-er)

B. Preveprosessering

1. Plasma: Fullblod kan oppbevares ved 2 °C til 30 °C og skal sentrifugeres innen 24 timer
etter prgvetaking. Plasma kan prepareres fra enten EDTA- eller PPT-primaerrgr. Separer
serumet fra de pelleterte rgde blodcellene i henhold til produsentens instruksjoner for
reret som brukes. Plasma kan testes pa Panther Fusion-systemet i et primaerrer eller
overfgrt til et sekundaerrgr som f.eks. Aptima-prgvealikvotrgret (SAT).

Se fglgende tabell for & sikre tilstrekkelig prevevolum.
Tabell 1:  Minimum pravevolum

Ror (storrelse og type) Minste volum for 1 replikat
Aptima-pravealikvotrgr 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

Hvis plasma ikke testes umiddelbart, kan det oppbevares i henhold til spesifikasjonene i
Praveoppbevaringsforhold. Hvis overfgrt til en sekundeer rgr, kan plasma fryses ved -20 °C
eller -70 °C. Ikke frys plasma i EDTA primaere prgvetakingsrar.

C. Prgveoppbevaringsforhold

Enkeltpraver kan oppbevares under ett av fglgende forhold:

1. Plasmastabilitet
*  Uprosesserte enkeltpraver er stabile i 24 timer ved 2 °C til 30 °C etter sentrifugering.
+  Uprosesserte enkeltpraver er stabile i 5 dager ved 2 °C til 8°C etter sentrifugering.
+  Uprosesserte og prosesserte enkeltpraver er stabile i 60 dager ved -20 °C eller -70 °C.
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Prover ombord i Panther Fusion-systemet

Plasmaprever kan forbli pa Panther Fusion-systemet uten hetter i inntil 8 timer. Prgvene kan
fiernes fra Panther Fusion-systemet og testes sa lenge den totale tiden ombord ikke overstiger 8
timer fgr Panther Fusion-systemet pipetterer prgven.

Provetransport

Oppretthold de beskrevne kravene til oppbevaring av prgver under transport Prgvetaking,
prosessering og oppbevaring.

Merknad: Provene skal sendes i henhold til gjeldende statlige, internasjonale og regionale
transportforskrifter.
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Panther Fusion-system

Panther Fusion-systemet er et integrert system for nukleinsyretesting som helautomatiserer alle
trinn som er ngdvendige for & utfere Panther Fusion-assayer, fra praveprosessering til
amplifikasjon, deteksjon og datareduksjon.

Reagenser og materialer som folger med
Assaypakke

Komponenter Delenummer Oppbevaring

Panther Fusion EBV Quant-assaykalibratorer
PCAL 1 qEBV, 3 per eske
PCAL 2 qEBYV, 3 per eske
PCAL 3 qEBV, 3 per eske
PCAL 4 gqEBV, 3 per eske
PCAL 5 gEBV, 3 per eske

PRD-07159 -15°C il -35°C

Panther Fusion EBV-BKV Quant-assaykontroller
HPC hgayt positivt kontrollrar, 5 per eske

LPC lavt positivt kontrollrer, 5 per eske

NC lll-transplantat negativt kontrollrgr, 5 per eske

PRD-07158 -15°C il -35°C

Panther Fusion EBV Quant-assaykassett 96 tester

Panther Fusion qEBV assaykassett, 12 tester, 8 per eske PRD-07157 2°Ctil8°C

Panther Fusion intern kontroll-B, 960 tester

Panther Fusion Internal Control-B-rar, 4 per eske PRD-06234 2°C il G5C

Panther Fusion ekstraheringsreagens-B, 960 tester
Panther Fusion Capture Reagent-B flaske, 240 tester, 4 per eske PRD-06232 15°Ctil 30 °C
Panther Fusion forbedrerreagens-B flaske, 240 tester, 4 per eske

Panther Fusion Elution Buffer 2400-tester

Panther Fusion-elueringsbuffer-pakke, 1200 tester, 2 per eske PRD-04334 15°Ctil30°C

Panther Fusion Reconstitution Buffer | 1920 tester

Panther Fusion rekonstitusjonsbuffer |, 960 tester, 2 per eske PRD-04333 15°Ctl30°C

Panther Fusion Oil Reagent 1920-tester

Panther Fusion oljereagens, 960 tester, 2 per eske PRD-04335 15°C il 30 °C
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Nadvendige materialer som er tilgjengelige separat

Merknad: Materialer tilgjengelig fra Hologic har oppfarte katalognumre, med mindre annet er angitt.

Materiale Kat. nr.
Panther-system 303095
Panther Fusion-modul PRD-04173
Panther Fusion-system PRD-04172
Aptima assayveaeskesett 303014
(Aptima vaskeoppla@sning, Aptima buffer for deaktiveringsveeske og Aptima oljereagens) (1000 tester)
Multirgrenheter (MTU-er) 104772-02
Panther avfallspose-sett 902731
Panther avfallsbeholder, deksel 504405
eller Panther-systemets kjgringssett 303096
inneholder MTU-er, avfallsposer, deksler pa avfallsbeholdere, assayvaesker og automatiske
. . (5000 tester)
deteksjoner
Spisser, 1000 yl, filtrert, vaeskefalende, ledende og til engangsbruk 901121 (10612513 Tecan)
903031(10612513 Tecan)
Ikke alle produktene er tilgiengelige i alle regioner. Kontakt representanten din for MME-04134 (30180117 Tecan)
regionspesifikk informasjon. MME-04128
Panther Fusion-rgrbrett, 1008 tester, 18 brett per eske PRD-04000
PRD-06720

Reserve Hologic massive hetter (rarhette til engangsbruk) (100 hetter per pose)

Blekemiddel, 5 % til 8,25 % (0,7 M til 1,16 M) natriumhypoklorittlasning —

Pulverfrie engangshansker —

Plastbelagte overtrekk for laboratoriebenker —

Lofrie kluter -

Pipette —

Spisser —

Primaere prgvetakingsrer (EDTA og PPT) valg:
13 mm x 100 mm
12 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Sentrifuge —

Virvelblander —

* Trenges kun til Panther Aptima TMA-assayer.
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Valgfri materialer

Materiale Kat. nr.

Alternativer for sekundeerrer:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm —

Aptima-prgvealikvotrgr (SAT)-pakke (100 rar per pose) FAB-18184
Transportrgrhette (100 pakke)

hette for SAT 504415
Aptima-prgvefortynningsmiddel PRD-03003
Aptima-prgvefortynningssett PRD-03503

inneholder Aptima-pravefortynningsmiddel, 100 SAT-er og 100 hetter

Overfaringspipetter —

Rarvugge —

Panther Fusion-system testprosedyre
Merknad: Se Handbok for Panther- / Panther Fusion-system for mer informasjon om prosedyrer.
A. Klargjgre arbeidsomradet

1. Terk av arbeidsflatene med 2,5 % til 3,5 % (0,35 M til 0,5 M) natriumhypoklorittigsning.
La natriumhypoklorittlasningen veere i kontakt med overflatene i minst 1 minutt, og felg
deretter opp med deionisert (DI) vann. Ikke la natriumhypoklorittlasningen tarke inn. Dekk
til benkeflatene med rene, plastbelagte, absorberende laboratoriebenktrekk.

2. Rengjor en separat arbeidsflate der prgver skal prepareres. Bruk prosedyren beskrevet
ovenfor (trinn A.1).

3. Rengjar eventuelle pipetter. Bruk rengjgringsprosedyrene beskrevet ovenfor (trinn A.1).

B. Preparere kalibratorer og kontroller
La kalibratoren og kontrollene na 15 °C til 30 °C fer preparering slik:

1. Fjern kalibratorene og kontrollene fra oppbevaringen (-15 °C til -35 °C) og sett dem i 15
°C til 30 °C. Under tiningen skal hvert rgr snus for & oppna grundig blanding. Serg for at
rgrinnholdet er fullstendig tint far bruk.

Alternativ. Kalibrator- og kontrollrar kan plasseres pa en rervugge for a blande grundig.
Sarg for at rgrinnholdet er fullstendig tint for bruk.

Merknad: Unngé & danne for mye skum nér du snur kalibratorene og kontrollene. Skum
vil @delegge Panther Fusion-systemets nivagjenkjenningsfunksjon.

2. Nar rgrinnholdet er tint, tarkes utsiden pa rgret med en ren, tarr engangsklut.
3. For a hindre kontaminasjon skal rgrene ikke apnes pa dette tidspunkt.
C. Preparere reagens

1. Fjern flaskene med IC-B, FCR-B og FER-B fra oppbevaringen.
2. Bland FCR-B til kulene er helt suspendert. Unnga at det dannes skum under dette trinnet.
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3.

4.
5.

Apne flaskene med IC-B, FCR-B og FER-B, og kast hettene. Apne TCR-luken i den @vre
apningen pa Panther Fusion-systemet.

Plasser flaskene med IC-B, FCR-B og FER-B pa riktig sted pa TCR-karusellen.
Lukk TCR-luken.

Merknad: Panther Fusion-systemet legger IC-B til FCR-B. Etter at IC-B er lagt til FCR-B,
kalles den wFCR-B (arbeidende FCR-B). Hvis wFCR-B og FER-B fjernes fra systemet, skal
du bruke nye hetter og den skal omgaende oppbevares under riktige oppbevaringsforhold.

D. Handtere enkeltprave

Merknad: Preparer enkeltpraver iht. instruksjonene i delen Prgvetaking, prosessering og
oppbevaring fer pravene settes inn i Panther Fusion-systemet.

Kontroller prgvergrene for de settes pa stativet. Hvis et prevergr har bobler eller mindre
volum enn det som vanligvis observeres, skal du sla lett pa bunnen av rgret for a fa
innholdet ned i bunnen.

E. Handtere plasmaprave

1.

2.

Sarg for at prosesserte prgver i primaerrgr eller ufortynnede prgver i sekundeerrer er
lagret korrekt i henhold til Prgvetaking, prosessering og oppbevaring.

Sorg for at frosne prgver er fullstendig tint. Virvelbland de tinte prgvene i 3 til 5 sekunder
for & blande grundig.

La pravene na 15 °C til 30 °C fer behandling. Se Praver ombord i Panther Fusion-systemet
for ytterligere ombordinformasjon.

Kontroller at alle primaere og sekundaere rgr har nok prave. Se Tabell 1 for a finne
minimal prgvevolum for 1 replikat.

Rett far pregvene lastes inn i prgvestativet, sentrifuger hver prgve ved 1000 til 3000 g i
10 minutter. Ikke fjern hettene i dette trinnet.

Se trinn F.2 nedenfor for informasjon om lasting av stativet og fjerning av hetter.

F. Preparere systemet

1.

For instruksjoner om a sette opp Panther Fusion-systemet inkludert & sette inn praver,
reagenser, assaykassetter og universalveesker se Handbok for Panther- / Panther Fusion-
system og Prosedyremerknader.

Last prevene inn pa progvestativet. Utfar falgende trinn for hvert prgverar (preve, og nar
ngdvendig, kalibratorer og kontroller):

a. Lesne en pravergrshette, men ikke fiern den enna.

Merknad: Veer spesielt forsiktig for & unnga kontaminasjon ved spredning av
aerosoler. Lasne hettene pa praovene forsiktig.

b. Last prgvergrene inn pa provestativet.
Gjenta trinn 2.a og 2.b for hver gjenveerende prove.

Nar pragven har blitt lastet inn pa provestativet, fiernes og kastes hver prgvergrshette
pa ett prgvestativ. For & unnga kontaminasjon skal en hette ikke fares over noen
andre prgvestativer eller provergr.

e. Om ngdvendig brukes en ny overfaringspipette til engangsbruk for a fijerne bobler eller
skum. Bobler i raret vil gdelegge Panther Fusion-systemets nivagjenkjenningsfunksjon.
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f. Nar den siste hetten er fiernet, lastes prgvestativet inn i pravebrgnnen.

Merknad: Dersom andre assayer og provetyper kjgres samtidig, skal praveholderen
festes for prgvestativet settes inn i prgvebrgnnen.

g. Gjenta trinn 2.a til 2.f for neste prgvestativ.

Prosedyremerknader

A. Kalibratorer og kontroller

1.

3.

4.

gEBV-kalibratorene (5 rgr), EBV-BKYV lav positiv kontroll (LPC), EBV-BKV hgy positiv
kontroll (HPC)- og transplantat negativ kontroll (NC lll)-rgr kan settes i en hvilken som
helst posisjon i prgvestativet og en hvilken som helst prevebrennbane pa Panther
Fusion-systemet. Kalibrator- og kontrollpipettering starter nar EBV-prever er satt inn pa
systemet. Prgvepipetteringen vil begynne nar ett av fglgende to forhold er oppfylt:

a. Kalibratorene og kontrollene blir na prosessert av systemet.
b. Gyldige resultater for kalibratorene og kontrollene registreres pa systemet.

Etter at kalibrator- og kontrollrgrene er pipettert og prosesseres for Panther Fusion EBV
Quant-assayet, kan enkeltprgvene testes. Kalibreringsresultater er gyldig i 60 dager og
kontrollresultater er gyldig i inntil 30 dager (hyppigheten konfigureres av en administrator)
med mindre:

a. Kalibratorresultatene er ugyldige.
b. Kontrollresultatene er ugyldige.

c. Operatgren ber om a fa kjgre nye kontroller/kalibratorer i Panther Fusion-systemets
programvare.

En kalibrering kreves for hvert nytt assaykassettparti som settes inn pa Panther Fusion-
systemet for det brukes til prgveprosessering.

Hver kalibrator og hvert kontrollrgr kan brukes én gang.
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Kvalitetskontroll

Assaykalibrering

En assaykalibrering ma fullfgres for & generere gyldige resultater. Fem positive kalibratorer kjares
tre ganger hver gang et nytt assaykassettparti settes inn i Panther Fusion-systemet. Nar dette er
fastslatt, er assaykalibreringen gyldig i inntil 60 dager. Programvaren pa Panther Fusion-systemet
varsler operatgren nar en kalibrering er ngdvendig.

Under prosessering bekrefter Panther Fusion-programvaren automatisk gyldigheten il
kalibreringskurven. Hvis kalibreringen ikke klarer gyldighetskontrollene, ugyldiggjer Panther
Fusion-systemet automatisk de pavirkede prgvene og det kreves at et nytt sett med
assaykalibratorer kjgres fgr eventuelle nye praver pipetteres.

Som standard prosesserer assayet prover som ufortynnet plasma.

Negative og positive kontroller

Et sett med assaykontroller skal testes for & generere gyldige resultater. Et replikat av NC llI
(transplantat negativ kontroll), LPC (lav positiv kontroll) og HPC (hgy positiv kontroll) ma testes
hver gang et nytt parti med assaykassetter settes pa Panther Fusion-systemet eller nar det
naveerende sett med gyldige kontroller til en aktiv kassett har utlgpt.

Panther Fusion-systemet er konfigurert til & kreve at assaykontroller kjgres med et
administratorspesifisert intervall pa inntil 30 dager. Programvare til Panther Fusion-systemet
varsler operatgren om nar det kreves assaykontroller og at det ikke settes i gang nye tester for
assaykontrollene er satt inn og prosesseringen er startet.

Under prosessering blir kriteriene for godkjenning av assaykontrollene automatisk verifisert av
programvaren til Panther Fusion-systemet. Assaykontrollene ma gjennom en rekke
gyldighetskontroller som utfgres av Panther Fusion-systemet, for & generere gyldige resultater.

Hvis assaykontrollene klarer alle gyldighetskontrollene, regnes de som gyldige i det
administratorspesifiserte tidsintervallet. Nar tidsintervallet har utlept, ugyldiggjeres
assaykontrollene av Panther Fusion-systemet og et nytt sett med assaykontroller er ngdvendig
far pipettering av nye prgver.

Hvis en hvilken som helst av assaykontrollene ikke klarer gyldighetskontrollene, ugyldiggjer
Panther Fusion-systemet automatisk de pavirkede prgvene og det kreves et nytt sett med
assaykontroller fgr eventuelle nye praver pipetteres.

Intern kontroll

En intern kontroll legges til hver prgve under ekstraheringsprosessen. Under prosessering blir
akseptkriteriene for den interne kontrollen automatisk verifisert av programvaren til Panther
Fusion-systemet. Deteksjon av internkontrollen er ikke ngdvendig ved praver som er positive for EBV.
Internkontrollen ma detekteres i alle pravene som er negative for EBV. Prgver som ikke innfri det
kriterium, rapporteres som ugyldige. Hver prave med et ugyldig resultat, ma testes pa nytt.

Programvaren til Panther Fusion-systemet er utarbeidet for & verifisere prosesser pa en ngyaktig
mate nar prosedyrene utfgres i henhold til instruksjonene i dette pakningsvedlegget og Handbok
for Panther- / Panther Fusion-system.
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Tolkning av resultater

Panther Fusion-systemet bestemmer automatisk konsentrasjonen av EBV DNA for enkeltpragver
og kontroller ved & sammenligne resultatene med en kalibreringskurve. EBV DNA-konsentrasjoner
rapporteres i IlU/ml og logqg IU/ml. Tolkning av resultatene finnes i Tabell 2.

Tabell 2: Tolkning av plasmaresultater

Rapporterte resultater av EBV Quant-assay

IU/ml Logqq verdi Tolkning
Ikke detektert Ikke detektert EBV DNA ikke detektert.
< 120 detektert <208 EBV DNA er detektert, men med et niva under den

nedre grensen for kvantifisering (LLoQ)

EBV DNA-konsentrasjon ligger innenfor det

120 til 1,5009 2,081 9,18 kvantitative omradet mellom LLoQ til ULoQ 1U/m.
EBV DNA-konsentrasjon ligger over den gvre
> 1,50E09 > 9,18 grensen for kvantifisering (ULoQ).
Ugyldig® Ugyldigs Det var en feil i genereringen av resultatet. Praven

ber testes pa nytt.

b Ugyldige resultater vises med blafarget skrift.
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Begrensninger

A

Bruk av dette assayet er begrenset til personell som har opplaering i denne prosedyren. Hvis
disse instruksjonene ikke falges, kan det fgre til feil resultater.

Palitelige resultater er avhengig av tilfredsstillende pravetaking, transport, oppbevaring og
behandling.

Unnga kontaminasjon ved a fglge god laboratoriepraksis og a fglge prosedyrene angitt i
dette pakningsvedlegget.

Selv om det er sjeldent, kan mutasjoner innen hgykonserverte regioner i virusgenom dekket
av primere og/eller prober i Aptima EBV Quant-assayet, fore til underkvantifisering av viruset
eller at viruset ikke detekteres.

Negative resultater utelukker ikke EBV-infeksjoner og skal ikke brukes som eneste grunnlag
til avgjerelse om behandling eller andre administrative beslutninger.

Et positivt resultat indikerer deteksjon av nukleinsyre fra det aktuelle viruset. Nukleinsyre kan
veere persistent selv etter at viruset ikke lenger er viabelt.
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Ytelse

Deteksjonsgrense ved bruk av WHOs 1. internasjonale standard

Deteksjonsgrensen (LoD) i assayet defineres som konsentrasjonen av EBV DNA som blir
detektert ved 95 % eller sterre sannsynlighet i henhold til CLSI EP17-A2.2

Deteksjonsgrense ved bruk av WHOs standard for plasma

LoD ble fastslatt ved a teste paneler fra den 1. WHOs internasjonale standard (NIBSC kode 09/260)
for EBV fortynnet i EBV negativt humant plasma. Tjue (20) replikater av hver fortynning ble
testet med hver av de tre reagenspartiene for en samlet mengde pa 60 replikater per fortynning.
Probit-analysen ble utfart for & generere forutsagte deteksjonsgrenser. LoD-verdiene vist i Tabell 3
er resultater fra reagenspartiet med hgyeste forutsagt deteksjonsgrense. LoD for Panther Fusion
EBV Quant-assayet med bruk av WHOs 1. internasjonale standard er 54,1 1U/ml for plasma.

Tabell 3: Deteksjonsgrensen for plasma ved bruk av WHOs 1. internasjonale standard for EBV

Forutsagt deteksjonsgrense Konsentrasjon (1U/ml)
10 % 1,5
20 % 2,4
30 % 3,6
40 % 51
50 % 7,2
60 % 10,2
70 % 14,8
80 % 22,4
90 % 38,0
95 % 54,1

Lineaert omrade

Lineaert omrade i plasma

Det lineaere omradet ble fastslatt ved a teste paneler med EBV fortynnet i EBV negativt humant
plasma i henhold til CLSI EP06-A.s-paneler, med konsentrasjon fra 1,98 log IU/ml til 9,26 log 1U/
ml. Panther Fusion EBV Quant-assayet demonstrerte linearitet pa tvers av det testede omradet.
Den gvre grensen for kvantifisering (ULoQ) til assayet er 9,18 log 1U/ml som vist i Figur 1.
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Figur 1. Linearitet i plasma

Nedre kvantifiseringsgrense med WHOs 1. internasjonale standard

Den nedre kvantifiseringsgrensen (LLoQ) defineres som den laveste konsentrasjonen hvor EBV
palitelig kvantifiseres iht. CLSI EP17-A2.8 Total feil ble anslatt ved bruk av Westgard-modellen:

Total feil (TE) = |bias| + 2 SD. For a sikre presisjon og ngyaktighet til malingene, ble totalfeilen
ved Panther Fusion EBV Quant-assayet angitt til 1,2 log IU/ml, med bias til sannheten og en SD
som ma veere henholdsvis < 0,5 log IU/ml og < 0,35 log IU/ml.

Nedre grense for kvantifisering med WHOs standard for plasma

LLoQ ble fastslatt ved a teste paneler fra 1. WHOs internasjonale standard (NIBSC-kode 09/260)
for EBV fortynnet i EBV negativt humant plasma. Tjue (20) replikater av hver fortynning ble
testet med hver av de tre reagenspartiene for en samlet mengde pa 60 replikater per fortynning.
LLoQ-resultatene fra tre reagenspartier vises i Tabell 4. LLoQ generert med WHOs 1.
Internasjonal standard for EBV i plasma er 120 1U/ml (2,08 log IU/ml).
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Tabell 4: Bestemmelse av LLoQ ved bruk av WHOs 1. internasjonale standard for EBV-fortynnet i plasma
N Malkonsentrasjon EBV Quant-assay SD |Bias| Beregnet TE
Reagensparti N detektert (log 1U/ml) (log 1U/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/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
3 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 = standardavvik < 0,35 (log IU/ml).

|Bias| = bias til sannheten < 0,5 (log IU/ml).

Fortynningen som korresponderer med LLoQ-konsentrasjonene og testet i hvert reagensparti, utheves i gratt.

Bekreftelse av den nedre kvantifiseringsgrensen pa tvers av EBV-genotyper

Nedre grense for kvantifisering med pa tvers av genotyper i plasma

LLoQ etablert ved bruk av WHO-standarden ble vurdert av & teste EBV-genotyper 1 (Raji, Akata
og B95-8) og 2 (AG876, P3H1 og Jijoye) tilsatt med 3x LLoQ i EBV-negativt humant plasma. Tre
replikater av hvert panelmedlem ble testet med ett reagensparti. Resultatene vises i Tabell 5.

Tabell 5: Bekreftelse av LLoQ pé& tvers av genotyper i plasma

EBV Quant-
N Malkonsentrasjon assay SD |Bias|

Isolat (genotype) N detektert (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/mlI) (log IU/ml)

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

SD = standardavvik
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Sporbarhet til WHOs 1. Internasjonal standard

En rekke med sekundeere standarder med kjente konsentrasjoner ble brukt under hele
produktutviklingen og produktproduksjonen for a etablere sporbarhet med WHO-standarden. EBV
1. WHO-standard ble fortynnet og testet sammen med de sekundaere standardene samt som
assaykontroller, og kalibratorer som brukes i Panther Fusion EBV Quant-assayet for a evaluere
sporbarhet iht. CLSI EP32-R." De sekundeere standardene har konsentrasjoner fra 2,30 til
6,30 logqg 1U/ml.

Sporbarhet til WHO-standard ved bruk av plasma

Konsentrasjonene testet for EBV 1. WHO-standarden var mellom 2,26 og 4,70 logqq U/ ml.
WHO-plasmapaneler, sekundzere standarder, assaykontroller og assaykalibratorer gjenvunnet
som forventet pa tvers av det linesere omradet til assayet som vises i Figur 2.
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6.00 B

+
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4.00

0

3.00

2.00
O WHO-plasma

m Sekundaer standard
1.00

Rapportert Panther Fusion EBV Quant-assayresultat (log,, 1U/ml)

+  Assaykontroll

--------- Linezer (sekundaer standard)
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0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
EBV WHO malkonsentrasjon (log,  1U/ml)

Figur 2. Sporbarhet mellom EBV 1. WHO-standard malkonsentrasjoner og rapporterte konsentrasjoner i
Panther Fusion EBV Quant-assay (WHO-standard fortynnet i plasma)

Potensielt interfererende stoffer

Mottakeligheten til Panther Fusion EBV Quant-assayet for interferens pa forhgyde nivaer med
endogene stoffer, antikoagulanter og legemidler som vanligvis foreskrives transplantatpasienter,
ble fastslatt i EBV-negative matriser ved tilstedeveerelse eller uteblivelsen av 2,56 log IU/ml med
EBV i plasma. Testkonsentrasjonene ved hvert av de interfererende stoffene ble valgt basert pa
tilgjengelige litteraturreferanser og retningslinjer i CLSI EP07 and EP37.1

Det ble ikke observert noe interferens i ngyaktigheten til kvantifiseringen av assayet i
plasmaprever ved tilstedeveerelse av potensielt interfererende stoffer som star oppfert i Tabell 6.
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Tabell 6: Endogene stoffer

Potensielt interfererende stoff  Antall replikater Testet konsentrasjon

Albumin 3 375 mg/d|
Konjugert bilirubin 3 40 mg/di
Hemoglobin 3 1000 mg/dl
Heparin 3 0,66 mg/dl
Human genomisk DNA 3 0,2 mg/ml
Triglyserider 3 3,45 mg/dI
Ukonjugert bilirubin 3 0,40 mg/dl

Det ble ikke observert noe interferens i ngyaktigheten til kvantifiseringen av assayet ved
tilstedeveerelse av eksogene stoffer som star oppfert i Tabell 7.

Tabell 7: Eksogene stoffer

Potensielt interfererende stoff  Antall replikater Testet konsentrasjon

Acyclovir 3 6,6 mg/dl
Azatiprin 3 0,258 mg/dI
Cefotetan 3 71,1 mg/dl
Cidofovir 3 12,4 mg/dl
Klavulanatkalium 3 1,47 mg/ml
Syklosporin 3 0,180 mg/dI
EDTA 3 0,099 mg/dI
Everolimus 3 0,0183 mg/dl
Fluconazol 3 2,55 mg/dl
Foscarnet 3 108 mg/di
Ganciclovir 3 3,96 mg/dI
Letermovir 3 3,9 mg/dl
Mykofenolatmofetil 3 18,1 mg/dl
Mykofenolsyre 3 18,1 mg/dl
Piperacillin 3 110 mg/dl
Prednison 3 0,0099 mg/dI
Sirolimus 3 0,0213 mg/dI
Natriumcitrat 3 3200 mg/dl
Sulfametoksazol 3 35,7 mg/d|
Tacrolimus 3 0,0144 mg/dl
Tazobactamnatrium 3 10,2 mg/dl
Tenofovirdisoproksilfumarat 3 0,0978 mg/dI
Ticarcillindinatrium 3 151 mg/dI
Trimetoprim 3 4,2 mg/di
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Tabell 7: Eksogene stoffer (forts.)

Potensielt interfererende stoff  Antall replikater Testet konsentrasjon

Valacyclovir 3 3,83 mg/dl

Valganciclovir 3 4,83 mg/dl

Vancomycin 3 12 mg/dI
Analytisk spesifisitet

Potensiell kryssreaktivitet til patogener som star oppfert i Tabell 8, ble evaluert i EBV-negative
matriser ved tilstedeveerelsen eller uteblivelsen av 2,56 log IU/ml med EBV i plasma. Patogener
ble testet ved den hgyeste tilgjengelige konsentrasjonen. Ingen kryssreaktivitet eller interferens
ble observert i ngyaktigheten av kvalifiseringen.

Tabell 8: Patogener testet for analytisk spesifisitet

Mikroorganisme/patogen

Konsentrasjon

Mikroorganisme/patogen

Konsentrasjon

ADV-4

1,00E+04 TCIDsg/ml

Humant papilloma-virus

1,00E+05 1U/ml

Aspergillus niger

1,00E+06 CFU/ml

Influensa-A

1,00E+05 1U/ml

BKV

5,00E+06 cp/ml

Klebsiella pneumoniae

1,00E+06 cp/ml

Candida albicans

1,00E+06 CFU/mI

Listeria monocytogenes

1,00E+06 CFU/ml

Chlamydia trachomatis

1,00E+06 IFU/mI

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/mI

Rhinovirus

1,00E+06 cp/ml

Enterococcus faecalis

1,00E+06 CFU/mI

Salmonella enterica

1,00E+06 CFU/ml

Escherichia coli

1,00E+06 CFU/mI

Staphylococcus aureus

1,00E+06 CFU/ml

HBV

1,00E+05 1U/ml

Staphylococcus epidermidis

1,00E+06 CFU/ml

HCV

1,00E+04 1U/ml

Streptococcus agalactiae

1,00E+06 CFU/ml

HIV-1

1,00E+05 1U/ml

Streptococcus pneumoniae

1,00E+06 CFU/ml

HPV-18 (HelLa-celler infisert)

1,00E+05 celler/ml

Streptococcus pyogenes

1,00E+06 CFU/ml

Humant herpes-virus 6 1,00E+05 cp/ml Trichomonas vaginalis 1,00E+05 Trofozoiter/ml

Humant herpes-virus 7 1,00E+03 TCIDgg/ml Varicella zoster-virus 1,00E+05 cp/ml

Humant herpes-virus 8 1,00E+05 TCIDsg/ml | Staphylococcus saprophyticus 1,00E+06 CFU/mI

Humant metapneumovirus 1,00E+03 1U/ml Zika-virus 1,00E+05 TCIDgo/ml

CCU/ml = Koloniendrende enheter per ml.

CFU/ml = Kolonidannende enheter per ml.

cp/ml = kopier per ml.

IFU/ml = Inklusjondannende enheter per ml.

IU/ml = Internasjonale enheter per ml.

TCIDgg/ml = vevkultur infeksigse doseenheter per ml.
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Metodekorrelasjon
Denne studien er utformet iht. CLSI EP09c."3

Plasmametodekorrelasjon

Ytelsen til Panther Fusion EBV Quant-assayet ble vurdert mot et komparatorassay ved & teste
retrospektivt innsamlede enkeltpraver og konstruerte enkeltpraver som dekker hele lineaeromradet.
Til sammen 121 kliniske praver innenfor det lineaere omradet som er felles for begge assayene,
ble brukt til Deming-regresjon som vist i 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, , 1U/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
Komparatorassay (log,, 1U/ml)

Figur 3. Korrelasjon mellom EBV-virusbelastning og Panther Fusion EBV Quant-assayet og en
komparator-assay ved testing av plasmaprover

Overforings-/krysskontaminasjon

Overfgringen ble vurdert med hay titer EBV-tilsatt STM-prover (1,5E+09 [U/ml) innsatt mellom
EBV-negative praver i et sjakkbrettmgnster. Testing ble gjennomfert med 5 kjgringer. Den totale
overfgringsfrekvensen var 0,67% (1/150).
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