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Allgemeine Informationen Panther Fusion™ EBV Quant

Allgemeine Informationen

Verwendungszweck

Der Panther Fusion™ EBV Quant Assay ist ein vollautomatischer Echtzeit-PCR(RT-PCR)-/In-
vitro-Nukleinsaure-Amplifikationstest fur die Quantifizierung der DNA des humanen Epstein-Barr-
Virus (EBV) in menschlichen EDTA-Plasmaproben.

Der Panther Fusion EBV Quant Assay ist als Hilfsmittel flr die Diagnose sowie bei der
Behandlung von Patienten mit einer Transplantation von soliden Organen und Patienten mit
einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation vorgesehen.

Der Panther Fusion EBV Quant Assay ist nicht flr die Verwendung als Screening-Assay auf das
Vorhandensein von EBV im Blut oder Blutprodukten bestimmt. Dieser Assay ist fir die
Verwendung mit dem Panther Fusion System konzipiert.

Zusammenfassung und Testerklarung

EBYV ist ein ubiquitares Virus mit linearer, doppelstrangiger DNA und 172 kb, das zur
Herpesvirus-Familie gehért. Es gibt zwei EBV-Hauptgenotypen, Typ 1 und 2. Sie werden anhand
der Unterschiede im EBNA-2-Gen unterschieden.

Nach einer primaren Infektion dringt EBV in den zirkulierenden B-Lymphozyten ein und bleibt
anschliefend in einem latenten Zustand. Schatzungsweise 90 % der weltweiten Bevdlkerung ist
mit EBV infiziert.' Bei immunkompetenten Personen kann eine EBV-Infektion wahrend der
Kindheit asymptomatisch verlaufen. Bei Erwachsenen konnte die EBV-Infektion jedoch zu einer
infektiosen Mononukleose? flihren und wird mit verschiedenen Krebsarten in Verbindung
gebracht: Lymphome, Leukamie, epitheliale Tumore und Magenkrebs.?

Bei immungeschwachten Personen, Transplantatempfangern und Personen, die mit dem humanen
ImmundefizienzVirus (HIV) infiziert sind, kann die EBV-Reaktivierung zu einer malignen
Lymphoproliferation fihren und ist eine wesentliche Ursache von Morbiditat und Mortalitat. Die
Mehrheit dieser EBV-bedingten Tumoren, bekannt als ,Lymphoproliferative Stérung nach
Transplantation (PTLD), treten haufig innerhalb des ersten Jahres nach der Transplantation auf.:

Die quantitative Nukleinsaure-Amplifikationstestung mit Vollblut- oder Plasmaproben ist die bevorzugte
Methode zur Uberwachung von EBV-Infektionen und Erkrankungen bei Transplantatempfangern,
da sie schnell, empfindlich, praktisch und nicht-invasiv ist. Die neuesten Richtlinien empfehlen eine
wdchentliche Uberwachung der EBV-Viruslast, um Entscheidungen zum Beginn einer Anti-EBV-
Therapie zu stlitzen und um das Ansprechen auf die Therapie zu tberwachen.4

Im Allgemeinen werden hohere Viruslastwerte mit einem erhdhten Risiko fiir eine EBV-bedingte
Erkrankung in Verbindung gebracht.® Daher ist die Quantifizierung der EBV-DNA in Verbindung
mit der klinischen Prasentation und anderen Labormarkern essenziell in der Behandlung von
Patienten mit EBV-Infektion.

Verfahrensprinzipien

Auf dem Panther Fusion System wird die gesamte Probenbearbeitung einschlieBlich Zytolyse,
Nukleinsaure-Capture, Amplifikation und Nachweis fir den Panther Fusion EBV Quant Assay
vollstandig automatisch ausgefihrt. Der Panther Fusion EBV Quant Assay zielt auf die hoch
konservierten EBNA-1-Gene ab, um eine prazise Quantifizierung der EBV-DNA sicherzustellen.
Der Assay ist auf den 1. internationalen WHO-Standard (NIBSC-Code: 09/260) fir EBV standardisiert.®
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Probenbearbeitung und Nukleinsaure-Capture: Eine interne Kontrolle (IC-B) wird jeder Probe
automatisch (iber das Fusion Capture Arbeitsreagenz-B (WFCR-B) zur Uberwachung hinsichtlich
Interferenzen wahrend der Probenbearbeitung, Amplifikation und dem Nachweis hinzugefiigt, die
durch ein Versagen der Reagenzien oder der inhibitorischen Substanzen verursacht werden. Die
Patientenproben werden zuerst dem Fusion-Capture-Reagenz-B (FCR-B) und dem Fusion-
Enhancer-Reagenz-B (FER-B) hinzugefligt, um die Nukleinsaure fiir die Hybridisierung mit
Magnetpartikeln freizusetzen. Die eingefangenen Partikel werden durch Waschschritte mit einem
milden Reinigungsmittel in einem Magnetfeld von der Restprobenmatrix getrennt. Die eingefangene
Nukleinsdure wird anschlieBend mithilfe eines Reagenz mit niedriger lonenstarke (Panther
Fusion Elutionspuffer) aus den Magnetpartikeln herausgeldst.

Hinweis: Das Panther Fusion System fiigt IC-B zu FCR-B hinzu. Nachdem das IC-B dem
FCR-B hinzugefiigt wurde, wird es als wFCR-B bezeichnet.

PCR-Amplifikation und Fluoreszenznachweis: Der gefriergetrocknete PCR-Mastermix einer
Einheit wird mit dem Panther Fusion Rekonstitutionspuffer | rekonstituiert und mit der eluierten
Nukleinsdure in einem Reaktionsréhrchen kombiniert. Das Panther Fusion Olreagenz wird
hinzugefugt, um eine Verdampfung wahrend der PCR-Reaktion zu verhindern. Die anschlielende
PCR-basierte Target-Amplifikation tritt mit Target-spezifischen Vorwarts- und Rilckwartsprimern
und einer Sonde auf und erzeugt ein Fluoreszenzsignal.

Das Panther Fusion System liefert einen Ct-Wert, der proportional zu der EBV-Konzentration in
den Testproben ist. Die Probenkonzentration wird von der Panther Fusion System Software
mittels der EBV-Ct-Werte flir jede Reaktion und deren Vergleich mit der Kalibrationskurve
ermittelt. EBV-Ergebnisse werden fur Plasmaproben in IE/ml und logqo IE/ml angegeben. Die
Targets und die fir deren Nachweis verwendeten Kanale auf dem Panther Fusion System sind
in der Tabelle unten zusammengefasst:

Target Zielgen Geratekanal
EBV EBNA-1 HEX
Interne Kontrolle Nicht zutreffend Quasar 705

Warnhinweise und VorsichtsmaBnahmen
A. Zur Verwendung als In-vitro-Diagnostikum.

B. Fir den professionellen Einsatz.

C. Vor Durchflihrung dieses Assays sind die Packungsbeilage und Bedienungsanleitung fiir das
Panther/Panther Fusion System sorgfaltig durchzulesen.

D. Das Panther Fusion Enhancer-Reagenz-B (FER-B) ist ein Atzstoff, gesundheitsschadlich beim
Verschlucken und verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.

E. Diese Verfahren sollten nur von Personen durchgefiihrt werden, die in der Anwendung
dieses Assays und in der Handhabung potenziell infektiosen Materials entsprechend geschult
sind. Bei Materialverschittung sind die betroffenen Flachen unter Einhaltung entsprechender
vor Ort gultiger Verfahren sofort zu desinfizieren.

F. Proben koénnen infektiés sein. Bei der Durchfiihrung dieses Assays sind die allgemein
gultigen VorsichtsmalRnahmen zu befolgen. Der Laborleiter muss die richtigen Handhabungs-
und Entsorgungsverfahren festlegen. Es darf nur Personal, das in der Handhabung von
infektiosen Materialien geschult wurde, gestattet werden, dieses Diagnoseverfahren auszufiihren.’
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G.

Die normalen VorsichtsmafRnahmen im Labor ergreifen. Nicht mit dem Mund pipettieren. In
den ausgewiesenen Arbeitsbereichen nicht essen, trinken oder rauchen. Beim Umgang mit
Proben und Reagenzien ungepuderte Einweghandschuhe, Augenschutz und Laborkittel
tragen. Nach dem Umgang mit Proben und Reagenzien die Hande grundlich waschen.

Nur die im Lieferumfang enthaltenen oder angegebenen Einweg-Laborprodukte verwenden.

Arbeitsflachen, Pipetten und andere Gerate missen regelmafig mit einer 2,5-%igen bis
3,5-%igen (0,35 M bis 0,5 M) Natriumhypochloritldsung dekontaminiert werden.

Samtliches Material, das mit den Proben und Reagenzien in Kontakt gekommen ist, geman
den geltenden regionalen, nationalen und internationalen Vorschriften entsorgen.

Um die Probenintegritat zu wahren, muissen wahrend des Probenversands die
ordnungsgemalien Lagerungsbedingungen aufrechterhalten werden. Die Probenstabilitat
unter anderen Versandbedingungen als den hier empfohlenen wurde nicht untersucht.

Kreuzkontamination wahrend der Probenhandhabungsschritte vermeiden. Insbesondere ist
darauf zu achten, beim Ldsen oder Entfernen von Kappen von Patientenproben eine
Kontamination durch Verbreitung von Aerosolen zu vermeiden. Die Proben kdnnen sehr hohe
Konzentrationen von Viren oder anderen Organismen aufweisen. Es ist sicherzustellen, dass
die Probenbehalter nicht miteinander in Beriihrung kommen. Benutzte Materialien dirfen
nicht Gber offene Behalter hinweg entsorgt werden. Wechseln Sie die Handschuhe, wenn
diese mit Proben in Kontakt kommen.

Reagenzien, Kalibratoren und Kontrollen nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwenden.

N. Die Assay-Bestandteile unter den empfohlenen Lagerungsbedingungen aufbewahren. Siehe

Lagerungs- und Handhabungsbedingungen fiir Reagenzien und Testverfahren mit dem
Panther Fusion System flr weitere Informationen.

. Assayreagenzien oder Flussigkeiten nicht miteinander kombinieren. Reagenzien oder

Flussigkeiten nicht nachfullen; das Panther Fusion System verifiziert den Fullstand der
Reagenzien.

Eine Kontamination der Reagenzien mit Mikroben oder Nuklease ist zu vermeiden.

Qualitatskontrollanforderungen sind in Ubereinstimmung mit értlichen, bundesstaatlichen und/
oder bundesweiten regulatorischen oder Zulassungsanforderungen und den Standard-
Qualitatskontrollverfahren lhres Labors zu erfillen.

Die Assay-Kassette nicht verwenden, wenn der Aufbewahrungsbeutel nicht mehr
verschlossen oder die Folie der Assay-Kassette beschadigt ist. Verstédndigen Sie den
technischen Kundendienst von Hologic, wenn einer dieser Falle eintritt.

Flussigkeitsverpackungen nicht mehr verwenden, wenn die Folienversiegelung nicht intakt ist.
In diesem Fall den technischen Kundendienst von Hologic kontaktieren.

Die Assay-Kassetten vorsichtig behandeln. Die Assay-Kassetten nicht fallen lassen oder
umdrehen. Vermeiden Sie eine langere Einstrahlung von Umgebungslicht.

Einige Reagenzien dieses Kits sind mit Gefahren- und Sicherheitssymbolen gekennzeichnet.
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Hinweis: Die Gefahrenkommunikation spiegelt die Einstufung der EU Sicherheitsdatenblétter
(SDS) wider. Spezifische Informationen zur Vermittlung von Gefahren fiir Ihre Region finden
Sie in dem regionalspezifischen SDS in der Sicherheitsdatenblatt-Sammlung (Safety Data
Sheet Library) unter www.hologicsds.com. Weitere Informationen zu anderen Symbolen
finden Sie in der Symbollegende auf www.hologic.com/package-inserts.

Gefahreninformationen fiir Europa

Panther Fusion EBV Quant Assay Cartridge
ALPHA-CYCLODEXTRIN 20-25 %

H412 - Schéadlich fir Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung
P273 - Freisetzung in die Umwelt vermeiden
P280 - Augen-/Gesichtsschutz tragen

Panther Fusion Oil
SILICONE A 100 %

ACHTUNG
H315 - Verursacht Hautreizungen
H319 - Verursacht schwere Augenreizung

Panther Fusion Enhancer Reagent Rgt (FER-B)
LITHIUMHYDROXID, MONOHYDRAT 5 - 10 %

O @

GEFAHR

H302 - Gesundheitsschadlich bei Verschlucken

H314 - Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden

P260 - Staub/Rauch/Gas/Nebel/Dampf/Aerosol nicht einatmen

P280 - Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen

P303 + P361 + P353 - BEI KONTAKT MIT DER HAUT (oder dem Haar): Alle kontaminierten Kleidungsstiicke sofort
ausziehen. Haut mit Wasser abwaschen/duschen

P305 + P351 + P338: BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit Wasser spllen.
Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spilen

P310 - Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen

)
ped
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Lagerungs- und Handhabungsbedingungen fiir Reagenzien

A. Die folgende Tabelle enthalt die Lagerungs- und Handhabungsbedingungen flir diesen Assay.

Lagerung im

Haltbarkeit im

Reagenz ungeoffneten Gerat/auerhalb Offene
Zustand des Systems: Lagerung

Panther Fusion EBV Quant Assay-Kassette 2°Cbis 8 °C 60 Tage 2 °C bis 8 °C2
Panther Fusion Capture-Reagenz-B (FCR-B) 15 °C bis 30 °C 30 Tage 15 °C bis 30 °C
Panther Fusion Enhancer-Reagenz-B (FER-B) 15 °C bis 30 °C 30 Tage 15 °C bis 30 °C
Panther Fusion interne Kontrolle-B (IC-B) 2°Cbis 8 °C (In wFCR-B) Nicht zutreffend
Panther Fusion Elutionspuffer 15 °C bis 30 °C 60 Tage 15 °C bis 30 °C
Panther Fusion Ol 15 °C bis 30 °C 60 Tage 15 °C bis 30 °C
Panther Fusion Rekonstitutionspuffer | 15 °C bis 30 °C 60 Tage 15 °C bis 30 °C

Panther Fusion EBV-Kalibratoren (1-5) -15 °C bis -35 °C

Flaschchen fir den
Einmalgebrauch

Nicht zutreffend -
Einmalgebrauch

Panther Fusion EBV-BKV Quant hohe Positivkontrolle -15 °C bis -35 °C

Flaschchen fiir den
Einmalgebrauch

Nicht zutreffend -
Einmalgebrauch

Panther Fusion EBV-BKYV Quant niedrige Positivkontrolle -15 °C bis -35 °C

Flaschchen fiir den
Einmalgebrauch

Nicht zutreffend -
Einmalgebrauch

Panther Fusion Transplantat-Negativkontrolle (III) -15 °C bis -35 °C

Flaschchen fiir den
Einmalgebrauch

Nicht zutreffend -
Einmalgebrauch

Wenn Reagenzien aus dem Panther Fusion System herausgenommen werden, sind sie sofort wieder unter ihren jeweils
angegebenen Lagerungstemperaturen zu lagern.

' Die Haltbarkeit im System beginnt fiir die Panther Fusion EBV Quant Assay-Kassette, FCR-B, FER-B und IC-B ab dem
Zeitpunkt, an dem das Reagenz im System platziert wird. Die Haltbarkeit im System beginnt fir den Panther Fusion
Rekonstitutionspuffer |, Panther Fusion Elutionspuffer und das Panther Fusion Olreagenz ab dem Zeitpunkt, an dem die
Reagenzpackung zum ersten Mal verwendet wird.

2 Wenn die Assay-Kassette aus dem Panther Fusion System entnommen wird, sollte sie in einem luftdichten Behalter mit
Trockenmittel bei der empfohlenen Lagerungstemperatur aufbewahrt werden.

B. Das Panther Fusion Capture-Arbeitsreagenz-B (wWFCR-B) und das Panther Fusion
Verstarkungsreagenz-B (FER-B) sind 60 Tage lang stabil, wenn sie verschlossen und bei
15 °C bis 30 °C aufbewahrt werden. Nicht gekuhlt lagern.

Entsorgen Sie alle nicht verwendeten Reagenzien, die ihre Haltbarkeit tGberschritten haben.
Bei Handhabung und Lagerung der Reagenzien Kreuzkontamination vermeiden.

Reagenzien nicht einfrieren.

mm o o

Kontrollen oder Kalibratoren nicht einfrieren.
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Entnahme, Bearbeitung und Lagerung von Patientenproben

Proben — Von einem Patienten entnommenes klinisches Material, das in ein passendes
Transportsystem geflllt wird. Fir den Panther Fusion EBV Quant Assays zahlen dazu
Vollblutproben, die in Réhrchen mit EDTA-Antikoagulanzien oder in Plasmapraparationsréhrchen
(PPTs) entnommen wurden.

Proben — Ein allgemeinerer Begriff zur Beschreibung aller Materialien, die auf dem Panther
Fusion System getestet werden, einschliellich Proben, Kalibratoren und Kontrollen.

Hinweis: Alle Patientenproben sind als potenziell infektiés zu handhaben. Es sind allgemeine
VorsichtsmalBnahmen zu treffen.

Hinweis: Achten Sie bei den Schritten, die eine Handhabung von Proben erfordern, darauf,
eine Kreuzkontamination zu vermeiden. Benutztes Material ist beispielsweise so zu
entsorgen, dass es nicht liber gedffnete Réhrchen gefiihrt wird.

Hinweis: Nur sekundédre R6hrchen aus Plastik werden fiir die Probenlagerung empfohlen.
A. Probenentnahme

Fir die Plasmavorbereitung kénnen in die folgenden Glas- oder Kunststoffréhrchen
entnommene Vollblutproben verwendet werden:

+  Roéhrchen mit EDTA-Antikoagulanzien
*  Plasmapraparationsréohrchen (PPTs)

B. Probenbearbeitung

1. Plasma: Vollblut kann bei 2 °C bis 30 °C gelagert werden und ist innerhalb von 24 Stunden
nach der Probenentnahme zu zentrifugieren. Plasma kann aus primaren EDTA- oder
PPT-Roéhrchen vorbereitet werden. Plasma unter Einhaltung der Herstelleranweisungen
fur das jeweils verwendete Rohrchen vom Erythrozytenpellet trennen. Plasma kann in
einem primaren Rohrchen auf dem Panther Fusion System getestet oder zuvor in ein
sekundares Rohrchen wie ein Aptima Probenaliquotrohrchen (Specimen Aliquot Tube, SAT)
uberfuhrt werden.

Zur Gewabhrleistung eines ausreichenden Probenvolumens ist die folgende Tabelle zu
bertcksichtigen:

Tabelle 1: Minimales Probenvolumen

Roéhrchen (GréRe und Typ) Minimales Volumen fiir 1 Replikat
Aptima Probgnaliquotréhrchen 06 ml
(Sample Aliquot Tube; SAT) ’
12 x 75 mm 0,9 ml
13 x 100 mm 0,9 ml
13 x 100 mm mit Gel 0,7 mi
16 x 100 mm mit Gel 1,1 mi

Wird der Test nicht sofort durchgeflihrt, kann das Plasma entsprechend den Spezifikationen
unter Bedingungen fiir die Lagerung von Patientenproben gelagert werden. Bei
Uberflihrung in ein sekundéres Réhrchen kann das Plasma bei -20 °C oder -70 °C
eingefroren werden. Plasmaproben dirfen nicht in primaren EDTA-Entnahmerdhrchen
eingefroren werden.
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C. Bedingungen flr die Lagerung von Patientenproben
Patientenproben kénnen unter den folgenden Bedingungen aufbewahrt werden:

1. Plasmastabilitat
* Nicht bearbeitete Patientenproben sind nach der Zentrifugierung bei 2 °C bis 30 °C fir
24 Stunden stabil.
* Nicht bearbeitete Patientenproben sind nach der Zentrifugierung bei 2 °C bis 8 °C fir
5 Tage stabil.
* Nicht bearbeitete und bearbeitete Patientenproben sind bei -20 °C oder -70 °C fiir
60 Tage stabil.

Auf dem Panther Fusion System gelagerte Proben

Plasmaproben kénnen bis zu 8 Stunden lang unverschlossen auf dem Panther Fusion System
stehen gelassen werden. Solange die Gesamtverweildauer auf dem Panther Fusion System vor
dem Pipettieren der Probe durch das Panther Fusion System 8 Stunden nicht Ubersteigt, kdnnen
die Proben aus dem Panther Fusion System genommen und spater getestet werden.

Transport von Patientenproben

Halten Sie wahrend des Transports die in Entnahme, Bearbeitung und Lagerung von
Patientenproben beschriebenen Lagerungsbedingungen aufrecht.

Hinweis: Ein Versand der Patientenproben muss in Ubereinstimmung mit geltenden nationalen,
internationalen und regionalen Frachtbestimmungen erfolgen.

Panther Fusion EBV Quant Assay 8 AW-26019-801 Rev. 002
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Panther Fusion System

Das Panther Fusion System ist ein integriertes Nukleinsdure-Testsystem, in dem alle zur
Durchfiihrung der verschiedenen Panther Fusion-Assays erforderlichen Schritte, von der
Probenbearbeitung tber die Amplifikation und Detektion bis zur Datenreduktion, vollstandig
automatisch ausgefiihrt werden.

Im Lieferumfang enthaltene Reagenzien und Materialien
Assay-Verpackung

Komponenten Art. Nr. Lagerung

Panther Fusion EBV Quant Assay-Kalibratoren
PCAL 1 qEBV, 3 pro Box
PCAL 2 gEBV, 3 pro Box
PCAL 3 gEBV, 3 pro Box
PCAL 4 gqEBV, 3 pro Box
PCAL 5 gEBV, 3 pro Box

PRD-07159 -15°C bis -35 °C

Panther Fusion EBV-BKV Quant Assaykontrollen
Réhrchen mit HPC hohe Positivkontrolle, 5 pro Box
Roéhrchen mit LPC niedrige Positivkontrolle, 5 pro Box
Réhrchen mit 11l Transplantat-Negativkontrolle, 5 pro Box

PRD-07158 -15°C bis -35 °C

Panther Fusion EBV Quant Assay-Kassette, 96 Tests

Panther Fusion qEBV Assay-Kassette, 12 Tests, 8 pro Box PRD-07157 2°Chis8°C

Panther Fusion interne Kontrolle-B, 960 Tests

Panther Fusion interne Kontrolle-B, Réhrchen, 4 pro Box PRD-06234 2°Cbis8°C

Panther Fusion Extraktionsreagenz-B, 960 Tests
Panther Fusion Capture-Reagenz-B, Flasche, 240 Tests, 4 pro Box PRD-06232 15 °C bis 30 °C
Panther Fusion Enhancer-Reagenz-B, Flasche, 240 Tests, 4 pro Box

Panther Fusion Elutionspuffer, 2400 Tests

Panther Fusion Elutionspuffer-Packung, 1200 Tests, 2 pro Box PRD-04334 15°C bis 30 °C

Panther Fusion Rekonstitutionspuffer I, 1920 Tests

Panther Fusion Rekonstitutionspuffer I, 960 Tests, 2 pro Box PRD-04333 15°C bis 30 °C

Panther Fusion Olreagenz, 1920 Tests

Panther Fusion Olreagenz, 960 Tests, 2 pro Box PRD-04335 15°Cbis 30°C
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Erforderliche und nicht im Lieferumfang enthaltene Materialien

Hinweis: Die von Hologic erhéltlichen Materialien sind mit der Katalognummer aufgefiihrt, sofern nicht anders

angegeben.
Material Kat.- Nr.
Panther System 303095
Panther Fusion Module PRD-04173
Panther Fusion System PRD-04172
Aptima Assayflissigkeitskit 303014
(Aptima Waschlésung, Aptima Puffer fiir Deaktivierungsfliissigkeit und Aptima Olreagenz) (1000 Tests)
Multi-Réhrchen-Einheiten (MTU) 104772-02
Panther Entsorgungsbeutel-Kit 902731
Panther Abfallabdeckung 504405
oder"Panther System-Durchlaufkit ) ) o 303096
enthalt MTUs, Entsorgungsbeutel, Abdeckungen fiir Abfallbehalter, Assayfliissigkeiten und (5000 Tests)

Auto Detects*

Spitzen, 1000 pL, gefiltert, zur Flussigkeitsstandmessung, leitfahig und Einwegmaterial:

Nicht alle Produkte sind in allen Regionen verfiigbar. Wenden Sie sich an lhren Vertreter,
um regionsspezifische Informationen zu erhalten.

901121 (10612513 Tecan)
903031(10612513 Tecan)
MME-04134 (30180117 Tecan)
MME-04128

Panther Fusion Réhrchentabletts, 1.008 Tests, 18 Tabletts pro Box

PRD-04000

Hologic undurchlassige Ersatzkappen (Einweg-Réhrchenkappe)

PRD-06720
(100 Kappen pro Beutel)

Chlorbleiche, 5 % bis 8,25 % (0,7 M bis 1,16 M) Natriumhypochloritldsung

Ungepuderte Einweghandschuhe

Labortischunterlagen mit Kunststoffriickseite

Fusselfreie Tlcher

Pipette

Spitzen

Primare Entnahmeréhrchen (EDTA und PPT) Optionen:
13 mm x 100 mm
12 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Zentrifuge

Vortexmischer

*Nur fir Panther Aptima TMA Assays erforderlich.
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Optionale Materialien

Material Kat.- Nr.
Optionen fiir sekundare Réhrchen:

12 mm x 75 mm —

13 mm x 100 mm —

16 mm x 100 mm —
Paket mit Aptima Probenaliquotréhrchen (SAT) (100 Réhrchen pro Beutel) FAB-18184
Kappe fur Transportréhrchen (100 St.)

Kappe fiir SAT 504415

Aptima Probenverdinner PRD-03003
Aptima Probenverdinner-Kit PRD-03503

enthélt Aptima Probenverdiinner, 100 SATs und 100 Kappen

Transferpipetten —

Wippschittler fiir Rohrchen —

Testverfahren mit dem Panther Fusion System

A

B.

Hinweis: Néhere Verfahrensinformationen finden Sie in der Bedienungsanleitung fiir das
Panther/Panther Fusion System.

Vorbereitung des Arbeitsbereichs

1.

Die Arbeitsflachen mit einer 2,5 %igen bis 3,5 %igen (0,35 M bis 0,5 M)
Natriumhypochloritldsung abwischen. Lassen Sie die Natriumhypochloritldsung mindestens
1 Minute auf den Flachen einwirken. Spilen Sie diese anschlieRend mit entionisiertem
Wasser ab. Die Natriumhypochloritldsung darf nicht antrocknen. Die Labortischoberflachen
mit sauberen, saugfahigen Labortischunterlagen mit Kunststoffriickseite abdecken.

Eine separate Arbeitsflache, auf der die Proben vorbereitet werden, reinigen. Gehen Sie
dabei vor, wie vorstehend beschrieben (Schritt A.1).

Alle Pipetten reinigen. Gehen Sie bei der Reinigung vor, wie vorstehend beschrieben
(Schritt A.1).

Vorbereitung von Kalibratoren und Kontrollen

Lassen Sie die Kalibratoren und die Kontrollen vor der Verarbeitung eine Temperatur von 15 °C
bis 30 °C annehmen, indem Sie folgenderweise vorgehen:

1.

Die Kalibratoren und die Kontrollen aus der Lagerung (-15 °C bis -35 °C) entnehmen und
bei 15 °C bis 30 °C platzieren. Jedes Rohrchen wahrend des Auftauens zum grindlichen
Mischen vorsichtig umdrehen. Darauf achten, dass der Réhrcheninhalt vor dem Gebrauch
vollstandig aufgetaut ist.

Option. Die Réhrchen mit dem Kalibrator und den Kontrollen kénnen auf einer geeigneten
Schwenkvorrichtung platziert werden, um ihren Inhalt griindlich zu mischen. Darauf
achten, dass der Réhrcheninhalt vor dem Gebrauch vollstandig aufgetaut ist.

Hinweis: Beim Umdrehen der Kalibratoren und Kontrollen {iberméRige Schaumbildung
vermeiden. Schaum beeintréchtigt die Fiillstandsmessung auf dem Panther Fusion System.

Wenn der Réhrcheninhalt aufgetaut ist, trocknen Sie das Réhrchen auflen mit einem
sauberen, trockenen Einwegtuch ab.

Panther Fusion EBV Quant Assay 11 AW-26019-801 Rev. 002
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3. Zur Verhinderung einer Kontamination sollten Sie die Réhrchen zu diesem Zeitpunkt nicht
offnen.

C. Reagenzvorbereitung

1. Die gelagerten Flaschen mit IC-B, FCR-B und FER-B entfernen.

2. FCR-B mischen, bis die Beads vollstadndig suspendiert sind. Vermeiden Sie wahrend
dieses Schritts Schaumbildung.

3. Die Flaschen mit IC-B, FCR-B und FER-B 6ffnen und die Deckel entsorgen. Die TCR-Tur
am oberen Fach des Panther Fusion Systems 6ffnen.

4. Die Flaschen mit IC-B, FCR-B und FER-B in die entsprechenden Positionen des TCR-
Karussells stellen.

5. Die TCR-Tur schliefRen.

Hinweis: Das Panther Fusion System fiigt IC-B zu FCR-B hinzu. Nachdem das IC-B dem
FCR-B hinzugefiigt wurde, wird es als wFCR-B (Arbeits-FCR-B) bezeichnet. Wenn das wFCR-B
und das FER-B aus dem System genommen werden, miissen neue Deckel verwendet und
die Flaschen sofort unter den richtigen Lagerungsbedingungen gelagert werden.

D. Probenhandhabung

Hinweis: Bevor Sie die Patientenproben auf das Panther Fusion System laden, bereiten Sie
die Patientenproben entsprechend den Anweisungen im Abschnitt Entnahme, Bearbeitung
und Lagerung von Patientenproben vor.

Prifen Sie die Probenrohrchen vor dem Laden in den Stander. Wenn ein Probenrohrchen
Luftblasen enthalt oder ein geringeres Volumen als Ublicherweise besitzt, klopfen Sie leicht
auf den Boden des Rohrchens, damit der Inhalt auf den Boden sinkt.

E. Handhabung von Plasmaproben

1. Stellen Sie sicher, dass vorbereitete Proben in primaren Rohrchen oder unverdiinnte
Proben in sekundaren Rdhrchen ordnungsgemal entsprechend Entnahme, Bearbeitung
und Lagerung von Patientenproben gelagert wurden.

2. Vergewissern Sie sich, dass gefrorene Patientenproben ganz aufgetaut sind. Mischen Sie
die aufgetauten Patientenproben grindlich 3 bis 5 Sekunden auf dem Vortexer.

3. Bringen Sie die Patientenproben vor der Verarbeitung auf eine Temperatur von 15 °C bis
30 °C. Siehe Auf dem Panther Fusion System gelagerte Proben fur zusatzliche
Informationen zu im System gelagerten Proben.

4. Vergewissern Sie sich, dass jedes primare oder sekundare Réhrchen Patientenprobe in
ausreichender Menge enthalt. Informationen zum minimalen Probenvolumen fiir 1 Replikat
sind Tabelle 1 zu entnehmen.

5. Zentrifugieren Sie jede Patientenprobe unmittelbar vor dem Laden in einen Probenstander
10 Minuten bei 1000 bis 3000g. Bei diesem Schritt nicht die Kappen entfernen.

Fir Informationen zum Laden des Standers und zum Abnehmen der Deckel siehe Schritt
F.2 unten.
F. Vorbereitung des Systems

1. Informationen Uber die Einrichtung des Panther Fusion Systems einschlie3lich Laden der
Proben, Reagenzien, Assay-Kassetten und Universalfllissigkeiten finden Sie in der
Bedienungsanleitung fiir das Panther/Panther Fusion System und unter Verfahrenshinweise.
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2. Die Proben in den Probenstander laden. Flhren Sie fir jedes Probenréhrchen

(Patientenproben und ggf. Kalibratoren und Kontrollen) die folgenden Schritte durch:
a. Die Kappe eines Probenrdohrchens l6sen, aber noch nicht abnehmen.

Hinweis: Besonders darauf achten, eine Kontamination durch Aerosolausbreitung zu
vermeiden. Die Kappen der Proben vorsichtig 16sen.

b. Das Probenrdhrchen in den Probenstander laden.
Wiederholen Sie die Schritte 2.a und 2.b fir jede verbleibende Probe.

Wenn die Proben in den Probenstander geladen sind, nehmen Sie die Kappe von
jedem Probenréhrchen ab und entsorgen Sie sie in einen Probenstander. Zur
Vermeidung von Kontamination die Kappen nicht Uber einen Probenstander oder ein
Probenréhrchen fuhren.

e. Ggf. eine neue Einweg-Transferpipette verwenden, um etwaige Luftblasen oder
Schaum zu entfernen. Luftbldschen im R&hrchen stéren die Fullstandsmessung des
Panther Fusion Systems.

f.  Wenn die letzte Kappe entfernt wurde, laden Sie den Probenstander in ein Probenfach.

Hinweis: Sichern Sie bei gleichzeitiger Analyse anderer Assays und Probentypen den
Probenhalter, bevor Sie den Probensténder in ein Probenfach laden.

g. Wiederholen Sie die Schritte 2.a bis 2.f fir den nachsten Probenstander.

Verfahrenshinweise

A. Kalibratoren und Kontrollen

1.

3.

4.

Die Roéhrchen mit gEBV-Kalibratoren (5 Réhrchen), die EBV-BKV niedrige Positivkontrolle
(LPC), die EBV-BKV hohe Positivkontrolle (HPC) und die Transplantat-Negativkontrolle
(NC 1ll) kdnnen auf jede beliebige Position im Probenstéander und in jede beliebige Bahn
im Probenfach des Panther Fusion Systems geladen werden. Die Pipettierung von
Kalibrator und Kontrolle beginnt, nachdem die EBV-Patientenproben auf das System
geladen wurden. Die Pipettierung der Proben beginnt, wenn eine der folgenden beiden
Bedingungen erfillt ist:

a. Die Kalibratoren und die Kontrollen werden derzeit vom System vorbereitet.
b. Glltige Ergebnisse fur die Kalibratoren und Kontrollen werden auf dem System registriert.

Nachdem die Réhrchen mit Kalibratoren und Kontrollen pipettiert und flr den Panther
Fusion EBV Quant Assay vorbereitet wurden, kénnen die Patientenproben getestet werden.
Die Ergebnisse der Kalibrierung sind 60 Tage lang gtiltig und die Kontrollergebnisse sind
bis zu 30 Tage gliltig (die Frequenz wird von einem Administrator konfiguriert), es sei denn:

a. Die Kalibratorergebnisse sind ungultig.
b. Die Kontrollergebnisse sind ungultig.

c. Der Anwender fordert in der Panther Fusion System Software die Durchfiihrung neuer
Kontrollen/Kalibratoren an.

Eine Kalibrierung ist fir jede neue Assay-Kassettencharge erforderlich, die auf das Panther
Fusion System geladen wird, bevor sie flr die Probenbearbeitung verwendet werden kann.

Jedes Kalibrator- und Kontrollenrbhrchen kann einmal verwendet werden.
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Qualitatskontrolle

Assay-Kalibrierung

Zur Erzeugung giltiger Ergebnisse muss eine Assay-Kalibrierung durchgefiihrt werden. Die flinf
positiven Kalibratoren werden jedes Mal, wenn eine neue Assay-Kassettencharge auf das Panther
Fusion System geladen wird, dreifach durchgefiihrt. Sobald festgelegt, ist die Assay-Kalibrierung
bis zu 60 Tage guiltig. Der Anwender wird von der Software auf dem Panther Fusion System
darauf aufmerksam gemacht, wenn eine Kalibrierung erforderlich ist.

Wahrend der Bearbeitung verifiziert die Panther Fusion Software automatisch die Giltigkeit der
Kalibrationskurve. Wenn die Kalibrierung die Glltigkeitsprifungen nicht besteht, annulliert das
Panther Fusion System automatisch alle betroffenen Proben und fordert die Testung eines
neuen Assay-Kalibratorsets an, bevor zusatzliche Proben pipettiert werden.

Der Assay bearbeitet Proben standardmaRig als unverdiinntes Plasma.

Negativ- und Positivkontrollen

Zur Erzeugung gultiger Ergebnisse muss ein Satz von Assaykontrollen getestet werden. Ein
Replikat der NC 11l (Transplantat-Negativkontrolle), der LPC (niedrigen Positivkontrolle) und der
HPC (hohen Positivkontrolle) missen jedes Mal getestet werden, wenn eine neue Assay-
Kassettencharge auf das Panther Fusion System geladen wird oder wenn das aktuelle Set
gultiger Kontrollen flr eine aktive Kassettencharge das Verfallsdatum Uberschritten hat.

Das Panther Fusion System ist so konfiguriert, dass Assaykontrollen in einem vom Administrator
festgelegten Intervall von bis zu 30 Tagen durchgefiihrt werden. Die Software des Panther
Fusion Systems warnt den Anwender, wenn die Assaykontrollen notwendig sind und beginnt
neue Tests erst, wenn die Assaykontrollen geladen wurden und die Verarbeitung begonnen hat.

Wahrend der Verarbeitung werden die Annahmekriterien fir die Assaykontrollen vom Panther
Fusion System automatisch verifiziert. Zur Erzeugung gliltiger Ergebnisse miissen die Assaykontrollen
eine Reihe von Gilltigkeitspriifungen bestehen, die vom Panther Fusion System durchgefiihrt werden.

Wenn die Assaykontrollen alle Giltigkeitsprifungen bestanden haben, werden sie flir das vom
Administrator festgelegte Zeitintervall als guiltig erachtet. Nach Ablauf dieses Zeitintervalls verfallen
die Assaykontrollen flir das Panther Fusion System und es wird ein neues Assaykontrollset
bendtigt, bevor neue Proben pipettiert werden kdnnen.

Wenn eine der Assaykontrollen die Gliltigkeitsprifungen nicht besteht, annulliert das Panther
Fusion System automatisch die betroffenen Proben und es ist ein neues Assaykontrollset
erforderlich, bevor zusatzliche Proben pipettiert werden kénnen.

Interne Kontrolle

Wahrend des Extraktionsprozesses wird jeder Probe eine interne Kontrolle hinzugefuigt. Wahrend
der Verarbeitung werden die Annahmekriterien flr interne Kontrollen von der Software auf dem
Panther Fusion System automatisch verifiziert. Fir EBV-positive Proben wird kein Nachweis der
internen Kontrolle bendtigt. Die interne Kontrolle muss in allen Proben nachgewiesen werden,
die negativ fur EBV sind; Proben, die diese Kriterien nicht erflillen, werden als unguiltig berichtet.
Jede Probe mit einem ungultigen Ergebnis muss erneut getestet werden.

Die Panther Fusion System Software verifiziert alle Prozesse genau, wenn gemal den
Anweisungen in der Packungsbeilage und in der Bedienungsanleitung fiir das Panther/Panther
Fusion System verfahren wird.
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Interpretation der Ergebnisse

Interpretation der Ergebnisse

Das Panther Fusion System bestimmt die Konzentration der EBV-DNA in Patientenproben und
Kontrollen automatisch, indem es die Ergebnisse mit einer Kalibrationskurve vergleicht. EBV-
DNA-Konzentrationen werden in IE/ml und log4q IE/ml angegeben. Die Ergebnisauswertung wird

in Tabelle 2 bereitgestellt.

Tabelle 2: Interpretation der Plasma-Ergebnisse

Gemeldete Ergebnisse fiir den EBV Quant Assay

IE/ml logqo-Wert Auswertung
Nicht nachgewiesen Nicht nachgewiesen EBV-DNA nicht nachgewiesen
EBV-DNA ist nachgewiesen, jedoch unterhalb der
< 120 nachgewiesen <2,08 unteren Quantifizierungsgrenze (Lower Limit of
Quantification, LLoQ).
. . Die EBV-DNA-Konzentration liegt im quantitativen
120 bis 1,50E09 2,08 bis 9,18 Bereich von LLoQ bis ULoQ IE/ml.
Die EBV-DNA-Konzentration liegt Gber der oberen
> 1,50E09 >9,18 Quantifizierungsgrenze (Upper Limit of
Quantification, ULoQ).
Ungiiltigs Ungiltige Bei der Bestimmung ist ein Fehler aufgetreten. Die

Probe sollte noch einmal getestet werden.

2 Ungliltige Ergebnisse sind in blauer Schrift angezeigt.

Panther Fusion EBV Quant Assay
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Einschrankungen

A

Dieser Assay darf nur von Mitarbeitern durchgefihrt werden, die in der Durchfliihrung dieses
Verfahrens unterwiesen wurden. Eine Nichtbefolgung dieser Anweisungen kann fehlerhafte
Ergebnisse zur Folge haben.

Zuverlassige Ergebnisse hangen von der korrekten Entnahme, dem Transport, der Lagerung
und der Verarbeitung der Patientenproben ab.

Eine Kontamination ist durch Einhaltung der guten Laborpraxis und der in der vorliegenden
Packungsbeilage angegebenen Vorgehensweise zu vermeiden.

. Es besteht die seltene Mdglichkeit, dass Mutationen in den hoch konservierten Regionen des

Virusgenoms, in denen die Primer und/oder Sonden im Panther Fusion EBV Quant Assay
binden, den Assay storen und so das Virus zu gering quantifiziert oder sogar Gberhaupt nicht
nachgewiesen wird.

. Negative Ergebnisse schliellen EBV-Infektionen nicht aus und dirfen nicht als alleinige

Grundlage fur eine Behandlung und andere Entscheidungen zur Patientenversorgung dienen.

Ein positives Ergebnis zeigt den Nachweis von Nukleinsdure aus dem entsprechenden Virus
an. Nukleinsaure kann weiter vorhanden sein, auch nachdem das Virus nicht mehr
vermehrungsfahig ist.
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Leistung

Nachweisgrenze mit dem 1. internationalen WHO-Standard

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) des Assays ist definiert als die EBV-DNA-Konzentration,
die gemal CLSI EP17-A2 mit einer Wahrscheinlichkeit von mindestens 95 % festgestellt wird.s

Nachweisgrenze mit den WHO-Standards in Plasma

Die LoD wurde bestimmt durch Testung von Panels des 1. internationalen WHO-Standards
(NIBSC-Code 09/260) fur EBV, die in EBV-negativem Humanplasma verdiinnt wurden. Zwanzig
(20) Replikate jeder Verdiinnung wurden mit je drei Reagenzchargen getestet, was je Verdiinnung
insgesamt 60 Replikate ergab. Zur Aufstellung der vorhergesagten Nachweisgrenzen wurde eine
Probit-Analyse durchgefiihrt. Bei den in Tabelle 3 dargestellten LoD-Werten handelt es sich um
die Ergebnisse der Reagenzienchargen mit der hdchsten vorhergesagten Nachweisgrenze. Die
LoD fur den Panther Fusion EBV Quant Assay mit dem 1. internationalen WHO-Standard betragt
54,1 IE/ml fur Plasma.

Tabelle 3: Nachweisgrenze in Plasma mit dem 1. internationalen WHO-Standard fiir EBV

Vorhergesagte Nachweisgrenze Konzentration (IE/ml)
10 % 1,5
20 % 24
30 % 3,6
40 % 5,1
50 % 7,2
60 % 10,2
70 % 14,8
80 % 22,4
90 % 38,0
95 % 54,1

Linearer Bereich

Linearer Bereich in Plasma

Der lineare Bereich wurde durch Testung von EBV-Panels etabliert, die gemafl CLSI EP06-A in
EBV-negativem Humanplasma verdinnt wurden.® Die Panels variierten zwischen Konzentrationen
von 1,98 log IE/ml und 9,26 log IE/ml. Der Panther Fusion EBV Quant Assay zeigte Uber den
gesamten Testbereich Linearitat. Die obere Quantifizierungsgrenze (ULoQ) des Assays betragt
9,18 log IE/ml, wie in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1. Linearitat in Plasma

Untere Quantifizierungsgrenze mit dem 1. Internationalen WHO-Standard

Die untere Quantifizierungsgrenze (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) ist definiert als die
niedrigste Konzentration, bei der EBV zuverlassig gemafl CLSI EP17-A2 quantifiziert werden
kann.t Der Gesamtfehler wurde unter Verwendung des Westgard-Modells geschatzt:
Gesamtfehler (TE) = |Abweichung| + 2 Standardabweichung (SD). Zur Gewahrleistung der
Prazision und Genauigkeit der Messungen wurde der Gesamtfehler des Panther Fusion EBV
Quant Assays auf 1,2 log IE/ml festgelegt, mit einer Abweichung von der Richtigkeit und einer
Standardabweichung (SD), die jeweils < 0,5 log IE/ml und < 0,35 log IE/ml betragen muss.

Untere Quantifizierungsgrenze unter Verwendung des WHO-Standards in Plasma

Die LLoQ wurde bestimmt durch Testung von Panels des 1. internationalen WHO-Standards
(NIBSC-Code 09/260) fur EBV, die in EBV-negativem Humanplasma verdiinnt wurden. Zwanzig
(20) Replikate jeder Verdiinnung wurden mit je drei Reagenzchargen getestet, was je
Verdinnung insgesamt 60 Replikate ergab. Die LLoQ-Ergebnisse flur die drei Reagenzchargen
sind in Tabelle 4 dargestellt. Die mit dem 1. internationalen WHO-Standard generierte LLoQ fir
EBV in Plasma betragt 120 IE/ml (2,08 log IE/mlI).
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Leistung

Tabelle 4: Bestimmung der LLoQ unter Verwendung des 1. internationalen WHO-Standards fiir EBV in verdiinntem

Plasma
N Target- EBV Quant [Abweichun Berechneter
Reagenzcha nachgewi Konzentration Assay SD gl TE
rge N esen (log IE/ml) (log IE/ml) (log IE/ml) (log IE/mI) (log IE/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 = Standardabweichung < 0,35 (log IE/ml).

|Abweichung| = Abweichung von der Richtigkeit < 0,5 (log IE/ml).
Die der LLoQ-Konzentration entsprechende und mit jeder Reagenziencharge getestete Verdiinnung, ist grau hinterlegt.

Bestimmung der unteren Quantifizierungsgrenze bei EBV-Genotypen

Untere Quantifizierungsgrenze bei Genotypen in Plasma

Die unter Verwendung des WHO-Standards etablierte LLoQ wurde durch Testung der EBV-
Genotypen 1 (Raji, Akata und B95-8) und 2 (AG876, P3H1 und Jijoye) beurteilt, die mit dem
Dreifachen der LLoQ in EBV-negativem Humanplasma versetzt wurden. Es wurden drei
Replikate jeder Panelprobe mit einer Reagenzcharge getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5

dargestellt.

Tabelle 5: Bestétigung der LLoQ bei Genotypen in Plasma

N Target- EBV Quant
nachgewi Konzentration Assay SD [Abweichung]

Isolat (Genotyp) N esen (log IE/mI) (log IE/ml) (log IE/mI) (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 0,1 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 0,4
Jijoye (Genotyp 2) 3 3 2,56 2,75 0,16 0,2

SD = Standardabweichung.

Panther Fusion EBV Quant Assay
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Rickfiihrbarkeit auf den 1. internationalen WHO-Standard

Fur die Etablierung der Rickfihrbarkeit auf den WHO-Standard wurde wahrend der gesamten
Produktentwicklung und Produktfertigung eine Reihe sekundarer Standards mit bekannten
Konzentrationen verwendet. Der 1. EBV-WHO-Standard wurde zusammen mit den sekundaren
Standards verdinnt und getestet, sowie mit Assaykontrollen und Kalibratoren, die im Panther
Fusion EBV Quant Assay verwendet werden, um die Ruckfihrbarkeit gema CLSI EP32-R zu
beurteilen.’® Die sekundaren Standards variierten zwischen Konzentrationen von 2,30 bis 6,30
log4g IE/mI.

Riickfiihrbarkeit auf den WHO-Standard unter Verwendung von Plasma

Die fir den 1. EBV-WHO-Standard getesteten Konzentrationen lagen zwischen 2,26 und

4,70 log4g IE/ml. Die WHO-Plasmapanels, sekundaren Standards, Assaykontrollen und Assay-
Kalibratoren wurden im linearen Bereich des Assays wie erwartet wiederhergestellt, wie in
Abbildung 2 zu sehen ist.
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Abbildung 2. Riickfiihrbarkeit zwischen den Target-Konzentrationen und gemeldeten Konzentrationen des
1. EBV-WHO-Standards im Panther Fusion EBV Quant Assay (in Plasma verdiinnter WHO-Standard)

Mogliche Storsubstanzen

Die Anfalligkeit des Panther Fusion Quant Assays gegenuber Interferenzen durch erhdhte
Konzentrationen endogener Stoffe, Antikoagulanzien und von Wirkstoffen, die Patienten mit einer
Transplantation haufig verordnet werden, wurde in EBV-negativen Matrizen bei Vorhandensein
oder Abwesenheit von jeweils 2,56 log IE/ml EBV-Plasma evaluiert. Die Testkonzentrationen fur
jede der interferierenden Substanzen wurden basierend auf den verfugbaren Literaturreferenzen
und der Orientierungshilfe durch CLSI EPO7*" und EP37 ausgewahlt.

Es wurde keine Interferenz der Assay-Quantifizierungsgenauigkeit in Plasmaproben bei
Vorhandensein von potenziell interferierenden endogenen Stoffen beobachtet, die in Tabelle 6
aufgeflhrt sind.
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Tabelle 6: Endogene Stoffe

Potenziell interferierende Substanzen Anzahl der Replikate

Getestete Konzentration

Albumin 3 375 mg/dl
Konjugiertes Bilirubin 3 40 mg/dl

Hamoglobin 3 1000 mg/dl

Heparin 3 0,66 mg/dl

Human Genomic DNA 3 0,2 mg/ml

Triglyzeride 3 3,45 mg/dl

Unkonjugiertes Bilirubin 3 0,40 mg/dl

Es wurde keine Interferenz der Assay-Quantifizierungsgenauigkeit bei Vorhandensein der in

Tabelle 7 aufgeflihrten exogenen Stoffe beobachtet.

Tabelle 7: Exogene Stoffe

Potenziell interferierende Substanzen Anzahl der Replikate

Getestete Konzentration

Acyclovir 3 6,6 mg/dl
Azathioprin 3 0,258 mg/d|
Cefotetan 3 71,1 mg/dl
Cidofovir 3 12,4 mg/dl
Clavulanate Kalium 3 1,47 mg/mi
Cyclosporin 3 0,180 mg/dI
EDTA 3 0,099 mg/d|
Everolimus 3 0,0183 mg/dI
Fluconazol 3 2,55 mg/dl
Foscarnet 3 108 mg/di
Ganciclovir 3 3,96 mg/di
Letermovir 3 3,9 mg/dl
Mycophenolatmofetil 3 18,1 mg/dl
Mycophenolsaure 3 18,1 mg/dl
Piperacillin 3 110 mg/dl
Prednison 3 0,0099 mg/di
Sirolimus 3 0,0213 mg/dl
Natriumcitrat 3 3200 mg/dI
Sulfamethoxazol 3 35,7 mg/dl
Tacrolimus 3 0,0144 mg/di
Tazobactam-Natrium 3 10,2 mg/d|
Tenofovirdisoproxilfumarat 3 0,0978 mg/dI
Ticarcillin disodium 3 151 mg/dl
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Tabelle 7: Exogene Stoffe (Fortsetzung)

Potenziell interferierende Substanzen Anzahl der Replikate Getestete Konzentration

Trimethoprim 3 4,2 mg/dl

Valacyclovir 3 3,83 mg/dl

Valganciclovir 3 4,83 mg/dl
Vancomycin 3 12 mg/di

Analytische Spezifitat

Die potenzielle Kreuzreaktivitat auf die in Tabelle 8 gelisteten Pathogene wurde in EBV-negativen
Matrizen bei Vorhandensein oder Abwesenheit von EBV mit 2,56 log IE/ml in Plasma beurteilt.

Die Pathogene wurden mit der héchsten verfugbaren Konzentration getestet. Es wurde keine
Kreuzreaktivitat oder Interferenz in der Quantifizierungsgenauigkeit beobachtet.

Tabelle 8: Zur Ermittlung der Analysespezifitdt getestete Erreger

Mikroorganismus/Keim

Konzentration

Mikroorganismus/Keim

Konzentration

ADV-4 1,00E+04 TCID5p/ml| Humanes Parainfluenzavirus 1,00E+05 IE/ml
Aspergillus niger 1,00E+06 KBE/ml Influenza A 1,00E+05 IE/ml
BKV 5,00E+06 cp/ml Klebsiella pneumoniae 1,00E+06 cp/ml

Candida albicans

1,00E+06 KBE/mI

Listeria monocytogenes

1,00E+06 KBE/mlI

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 KBE/ml

Corynebacterium diphtheriae

1,00E+06 KBE/ml

Propionibacterium acnes

1,00E+06 KBE/ml

Cryptococcus neoformans

1,00E+06 KBE/mI

Rhinovirus

1,00E+06 cp/ml

Enterococcus faecalis

1,00E+06 KBE/mI

Salmonella enterica

1,00E+06 KBE/mlI

Escherichia coli

1,00E+06 KBE/mlI

Staphylococcus aureus

1,00E+06 KBE/ml

HBV 1,00E+05 IE/mlI Staphylococcus epidermidis 1,00E+06 KBE/ml
HCV 1,00E+04 IE/mlI Streptococcus agalactiae 1,00E+06 KBE/mlI
HIV-1 1,00E+05 IE/mI Streptococcus pneumoniae 1,00E+06 KBE/mI

HPV-18 (mit HeLa-Zellen infiziert)

1,00E+05 Zellen/ml

Streptococcus pyogenes

1,00E+06 KBE/ml

Humanes Herpesvirus 6

1,00E+05 cp/ml

Trichomonas vaginalis

1,00E+05 Trophozoiten/ml

Humanes Herpesvirus 7

1,00E+03 TCIDso/ml

Varicella-Zoster-Virus

1,00E+05 cp/ml

Humanes Herpesvirus 8

1,00E+05 TCIDso/ml

Staphylococcus saprophyticus

1,00E+06 KBE/ml

Humanes Metapneumovirus

1,00E+03 IE/ml

Zika-Virus

1,00E+05 TCIDsg/ml

CCU/ml = Kolonie-andernde Einheiten (Colony Changing Units)/ml.
KBE/ml = Koloniebildende Einheiten pro ml.

cp/ml = Kopien pro ml.

IFU/ml = Einschlusskdrper-bildende Einheiten pro ml.
IE/ml = Internationale Einheiten pro ml.
TCIDgg/ml = Gewebekultur-Infektionsdosis - Einheiten pro ml.
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Methodenkorrelation
Diese Studie wurde gemaly CLSI EP09c entworfen.

Plasma-Methodenkorrelation

Die Leistung des Panther Fusion EBV Quant Assays wurde gegenuber einem Vergleichsassay
beurteilt, indem retrospektiv enthommene Patientenproben und kinstliche Patientenproben getestet
wurden, die den gesamten linearen Bereich abdecken. Fir die Deming-Regression wurden
insgesamt 121 Patientenproben innerhalb des linearen Bereichs der beiden Assays gemeinsam
verwendet, wie in Abbildung 3 dargestellt.
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Abbildung 3. Korrelation zwischen EBV-Viruslast auf dem Panther Fusion EBV Quant Assay und einem
Vergleichsassay beim Testen von Plasmaproben

Verschleppung/Kreuzkontamination

Die Beurteilung der Verschleppung erfolgte anhand von hochtitrigen, mit EBV versetzten
STM-Proben (1,5E+09 IE/ml), die im Schachbrettmuster zwischen EBV-negativen Proben verteilt
waren. Zur Testung wurden 5 Durchlaufe durchgefihrt. Die Gesamtverschleppungsrate betrug
0,67% (1/150).
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