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Informagdes gerais Panther Fusion™ EBV Quant

Informagdes gerais

Utilizagao prevista

O Panther Fusion™ EBV Quant Assay € um teste de amplificacdo de acidos nucleicos in vitro
de PCR em tempo real (RT-PCR) totalmente automatizado para a quantificacido do DNA de
virus Epstein-Barr (EBV) em espécimes de plasma em EDTA e sangue total humanos.

O Panther Fusion EBV Quant Assay destina-se a ser utilizado como auxilio ao diagnéstico e ao
tratamento de doentes com transplantes de 6rgaos solidos e doentes com transplantes de
células estaminais hematopoiéticas.

O Panther Fusion EBV Quant Assay nao se destina a ser utilizado como um ensaio de rastreio
a presenca de EBV no sangue ou derivados do sangue. Este ensaio foi concebido para ser
usado no Panther Fusion System.

Resumo e explicacao do teste

O EBV é um virus de DNA de cadeia dupla linear, ubiquo de 172 kb que pertence a familia dos
herpesvirus. Existem dois genétipos de EBV principais: os tipos 1 e 2, distinguidos pelas
diferengcas no gene EBNA-2.

Apés uma infecdo primaria, o EBV entra nos linfocitos B circulantes e permanece num estado
latente a partir dai. Estima-se que 90% da populacdo mundial esteja infetada com EBV.* Em
individuos imunocompetentes, a infecdo por EBV pode ser assintomatica durante a infancia. No
entanto, a infecao por EBV pode conduzir a mononucleose infeciosa? em adultos e esta associada
a diferentes tipos de cancros: linfomas, leucemias, neoplasias epiteliais e cancro gastrico.?

Em individuos imunocomprometidos, tais como recetores de transplantes e individuos infetados pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), a reativagdo do EBV pode resultar em linfoproliferacao
maligna e é uma causa importante de morbilidade e mortalidade. A maioria destes tumores
associados ao EBV, conhecido por “doenga linfoproliferativa pos transplante” (PTLD, post-transplant
lymphoproliferative disease), ocorre frequentemente no primeiro ano apos o transplante.?

Os testes de amplificagdo de acidos nucleicos quantitativos de espécimes de sangue total ou
plasma sao o método preferencial para a monitorizacdo de infecado por EBV e de doenca em
recetores de transplantes, pois sao rapidos, sensiveis, comodos e nio invasivos. As orientagdes
recentes recomendam uma monitorizagdo semanal da carga viral de EBV para sustentar
decisdes de iniciar a terapéutica anti-EBV e monitorizar a resposta a terapéutica.4

Geralmente, valores de carga viral mais elevados estao correlacionados com um maior risco de
doenca relacionada com EBV.5 Assim, a quantificacdo do DNA de EBV, em conjunto com a
apresentacao clinica e outros marcadores laboratoriais, € essencial para o tratamento de
doentes com infegdo por EBV.

Principios do procedimento

O Panther Fusion System automatiza completamente o processamento de espécimes, incluindo
a lise celular, bem como a captura, amplificacdo e detecao do acido nucleico para o Panther
Fusion EBV Quant Assay. O Panther Fusion EBV Quant Assay tem como alvo o gene EBNA-1
altamente conservado para garantir uma quantificacdo exata do DNA de EBV. O ensaio esta
padronizado de acordo com o 1.° padrao internacional da OMS (cddigo NIBSC: 09/260) para o EBV.¢
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Processamento de amostras e captura de acidos nucleicos: Um controlo interno (IC-B) é
automaticamente adicionado a cada espécime através do reagente de captura Fusion B de
trabalho (WFCR-B), para monitorizar a interferéncia durante o processamento, amplificacdo e
detecdo de espécimes, causada pela falha de reagentes ou por substancias inibitérias. Primeiro,
0s espécimes sao adicionados ao reagente de captura Fusion B (FCR-B) e ao reagente
estimulador Fusion B (FER-B) para libertar acido nucleico para hibridagao para particulas
magneéticas. As particulas da captura sdo depois separadas da matriz de espécime residual num
campo magnético por uma série de passos de lavagem com um detergente suave. O acido
nucleico capturado é depois eluido das particulas magnéticas com um reagente de baixa forca
idnica (tampéao de eluigdo Panther Fusion).

Nota: O Panther Fusion System adiciona o IC-B ao FCR-B. Depois de adicionar o IC-B ao
FCR-B, este passa a ser referido como wFCR-B.

Amplificagcao por PCR e detecao da fluorescéncia: A mistura principal para PCR em dose
unitaria liofilizada é reconstituida com o tampao de reconstituicdo | Panther Fusion e combinada
com o acido nucleico eluido num tubo de reagdo. O reagente de 6leo Panther Fusion é adicionado
para evitar a evaporacao durante a reagao da PCR. A amplificagdo do alvo por PCR ocorre
subsequentemente com os "primers" inicial e final especificos do alvo gerando um sinal de
fluorescéncia.

O Panther Fusion System fornece um valor de Ct proporcional a concentragao de EBV nas
amostras dos testes. A concentracao da amostra é determinada pelo software do Panther
Fusion System utilizando os valores de Ct de EBV para cada reagdo e comparando-os a curva
de calibragdo. Os resultados de EBV s&o indicados em Ul/ml e log4g Ul/ml para os espécimes
de sangue total e plasma. Quando o fator de conversdo de sangue total é selecionado no software
do Panther Fusion, € automaticamente aplicado um fator de diluicdo de 4 aos resultados da carga
viral de EBV para representar o passo de diluicdo durante o processamento de espécimes de
sangue total.

Os alvos e os canais usados para a sua detecdo no Panther Fusion System estao resumidos na
seguinte tabela:

Alvo Gene-alvo Canal do instrumento
EBV EBNA-1 HEX
Controlo interno Nao aplicavel Quasar 705

Adverténcias e precaugoes
A. Para efeitos de diagnéstico in vitro.

B. Para uso profissional.

C. Leia atentamente todo o folheto informativo e o Manual de instru¢cées do Panther/Panther
Fusion System antes de executar este ensaio.

D. O reagente estimulador B Panther Fusion (FER-B) é corrosivo, nocivo por ingestao e
provoca queimaduras cutaneas e lesdes oculares graves.

E. Estes procedimentos sé devem ser executados por pessoal com a respetiva formacgao
profissional na utilizacdo deste ensaio e no manuseamento de materiais potencialmente
infeciosos. Se ocorrer um derrame, desinfete imediatamente, respeitando os procedimentos
locais apropriados.
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F. Os espécimes podem ser infeciosos. Respeite as precaugdes universais quando realizar
este ensaio. A administracao do laboratério deve estabelecer métodos adequados de
manuseamento e eliminagado. Este procedimento de diagndstico sé pode ser feito por
pessoal com a formacao profissional adequada em manuseamento de materiais infeciosos.”

G. Tome todas as precaucoes laboratoriais de rotina. Nao pipete com a boca. Nao coma, nao
beba, nem fume nas areas de trabalho designadas. Use luvas descartaveis e isentas de pé,
protecao ocular e batas de laboratério quando manusear espécimes e reagentes. Lave muito
bem as maos depois de manusear espécimes e reagentes.

H. Use somente os artigos de laboratério descartaveis que sejam fornecidos ou especificados.

I. As superficies de trabalho, as pipetas e outro equipamento devem ser regularmente
descontaminados com solugéo de hipoclorito de sédio de 2,5% a 3,5% (0,35 M a 0,5 M).

J. Elimine todos os materiais que tenham entrado em contacto com espécimes e reagentes, e
faca-o de acordo com os regulamentos locais, nacionais e internacionais aplicaveis.

K. Mantenha as condicbes de conservacdo adequadas durante o transporte de espécimes,
para garantir a integridade do espécime. A estabilidade do espécime noutras condi¢cbes de
transporte que nao as recomendadas nao foi avaliada.

L. Evite a contaminagao cruzada durante os passos de manuseamento de espécimes. Tenha
especial cuidado para evitar a contaminacao por disseminagéo de aerossois quando desapertar
ou destapar espécimes. Os espécimes podem conter niveis extremamente elevados de virus
ou outros organismos. Certifique-se de que os recipientes de espécimes nao entram em
contacto uns com os outros e elimine os materiais usados sem passa-los por cima de
quaisquer recipientes abertos. Mude de luvas se estas entrarem em contacto com espécimes.

M. Nao use os reagentes, calibradores ou controlos depois da respetiva data de expiragao. Nao
utilize o Aptima™ Whole Blood Diluent Tube apés a respetiva data de expiracao.

N. Conserve os componentes de ensaio nas condi¢gdes de conservagdo recomendadas.
Consulte Requisitos de conservacdo e manuseamento de reagentes e Procedimento de
teste no Panther Fusion System para obter mais informagdes.

O. Nao combine quaisquer reagentes ou fluidos de ensaio. Nao reabasteca reagentes ou fluidos;
o Panther Fusion System verifica os niveis de reagente.

P. Evite a contaminagdo microbiana ou com nuclease dos reagentes.

Os requisitos de controlo de qualidade devem ser respeitados em conformidade com os
regulamentos locais e/ou nacionais, ou requisitos de certificacido, e os procedimentos padrao
de controlo de qualidade do seu laboratorio.

R. N&o use o cartucho de ensaio se a bolsa de conservagao perder o selo, ou se a pelicula do
cartucho de ensaio nao estiver intacta. Contacte o Suporte Técnico da Hologic em qualquer
um dos casos.

S. Nao utilize os pacotes de fluidos se o selo de aluminio n&do estiver intacto. Contacte o
Suporte Técnico da Hologic caso isto aconteca.

T. Manuseie os cartuchos de ensaio com cuidado. Nao deixe que os cartuchos de ensaio
caiam ou invertam. Evite a exposi¢cao prolongada a luz ambiente.

Panther Fusion EBV Quant Assay 4 AW-26019-601 Rev. 001



Panther Fusion” EBV Quant Informagbes gerais

U. Alguns reagentes deste kit estdo marcados com simbolos de risco e seguranca.

Nota: A informagdo sobre a comunicacdo de perigos reflete as classificacbes das Fichas de
dados de seguranca (SDS) da Unido Europeia. Para consultar informagbées de comunicagdo
de perigos especificas da sua regido, consulte a respetiva Ficha de dados de seguranca na
Biblioteca de Fichas de dados de seguranga em: www.hologicsds.com.

Informagdes de perigos para a UE

Cartucho do Panther Fusion EBV Quant Assay
ALFA-CICLODEXTRINA 20-25%

H412 - Nocivo para os organismos aquaticos com efeitos duradouros
P273 - Evitar a libertagdo para o ambiente
P280 - Usar protegao ocular/protegao facial

Oleo Panther Fusion
POLIDIMETILSILOXANO, 100%

ADVERTENCIA
H315 - Provoca irritagdo cuténea
H319 - Provoca irritagdo ocular grave

Reagente estimulador B Panther Fusion (FER-B)
MONOIDRATO DE HIDROXIDO DE LITIO a 5-10%

O @

PERIGO

H302 - Nocivo por ingestédo

H314 - Provoca queimaduras na pele e lesdes oculares graves

P260 - Nao respirar as poeiras/fumos/gases/névoas/vapores/aerossois

P280 - Usar luvas de protegao/vestuario de protegédo/protegao ocular/protecéo facial

P303 + P361 + P353 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM A PELE (ou o cabelo): retirar imediatamente toda a roupa
contaminada; enxaguar a pele com agua/tomar um duche.

P305 + P351 + P338 - SE ENTRAR EM CONTACTO COM OS OLHOS: enxaguar cuidadosamente com agua
durante varios minutos. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal lhe for possivel. Continue a enxaguar.

P310 - Contacte imediatamente um CENTRO DE INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico

ky
e,
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Requisitos de conservagao e manuseamento de reagentes
A. A seguinte tabela fornece os requisitos de conservagdo e manuseamento para este ensaio.

Conservagdo Estabilidade a Conservagao

Reagente fechada bordo/aberta: aberta

Cartucho do Panther Fusion EBV Quant Assay 2°Ca8°C 60 dias 2°Ca8°Cz2
Reagente de captura B Panther Fusion (FCR-B) 15°Ca30°C 30 dias 15°Ca30°C
Reagente estimulador B Panther Fusion (FER-B) 156°Ca30°C 30 dias 15°Ca30°C
Controlo interno B Panther Fusion (IC-B) 2°Ca8°C (Em wFCR-B) N&o aplicavel
Tampao de eluicdo Panther Fusion 15°Ca30°C 60 dias 156°Ca30°C
Oleo Panther Fusion 15°Ca30°C 60 dias 15°Ca30°C
Tampéao de reconstituicao | Panther Fusion 15°Ca30°C 60 dias 15°Ca30°C

Frasco de utilizacdo N&o aplicavel — de

Calibradores Panther Fusion EBV Quant (1-5) -15°Ca-35°C . L
Unica utilizacdo unica
Controlo positivo alto Panther Fusion EBV-BKV R o Frasco de utilizagdo Na&o aplicavel —de
-15°Ca-35°C . e
Quant unica utilizagéo unica
Controlo positivo baixo Panther Fusion EBV-BKV R o Frasco de utilizagdo N&o aplicavel — de
-15°Ca-35°C e A
Quant unica utilizagéo unica
. . o o Frasco de utilizagdo N&o aplicavel — de
Controlo negativo de transplante Panther Fusion (lll) -15°C a-35°C

Unica

utilizagao unica

Quando os reagentes forem removidos do Panther Fusion System, devolva-os imediatamente as respetivas temperaturas de
conservagao.

" A estabilidade dentro do instrumento comega no momento em que o reagente é colocado no Panther Fusion System, para
o cartucho do Panther Fusion EBV Quant Assay, FCR-B, FER-B e IC-B. A estabilidade dentro do instrumento para o tampéo
de reconstituicdo | Panther Fusion, tampé&o de eluicdo Panther Fusion e reagente de 6leo Panther Fusion comega quando o
conjunto de reagentes é utilizado pela primeira vez.

2 Se for retirado do Panther Fusion System, conserve o cartucho de ensaio num recipiente hermético, com dessecante, a
temperatura de conservagéo recomendada.

B. O reagente de captura de trabalho B Panther Fusion (WFCR-B) e o reagente estimulador B
Panther Fusion (FER-B) sdo estaveis durante 60 dias quando tapados e conservados a
15°C a 30 °C. Nao refrigere.

Elimine quaisquer reagentes ndo usados que tenham ultrapassado a sua estabilidade.
Evite a contaminagdo cruzada durante o0 manuseamento e conservacao de reagentes.

Nao congele os reagentes.

mm o o

Nao volte a congelar os controlos nem os calibradores.
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Colheita, processamento e conservagao de espécimes

Espécimes — Material clinico recolhido do paciente e colocado num sistema de transporte
adequado. Para o Panther Fusion EBV Quant Assay, isto inclui espécimes de sangue total
colhidos em tubos com anticoagulantes EDTA ou tubos de preparagao de plasma (PPTs).

Amostras — Representa um termo mais genérico para descrever qualquer material a ser testado
no Panther Fusion System, incluindo espécimes, espécimes processados transferidos para um
tubo com diluente de sangue total, calibradores e controlos.

Nota: Manuseie todos os espécimes como se contivessem agentes potencialmente infeciosos.
Respeite as precaugbes universais.

Nota: Tome cuidado para evitar a contaminagéo cruzada durante as etapas de manuseamento
de espécimes. Por exemplo, elimine o material usado sem passar por cima de tubos abertos.

Nota: S6 sdo recomendados para conservagdo das amostras tubos secundarios de plastico.
A. Colheita de espécimes

Para preparar plasma, podem ser utilizados espécimes de sangue total colhidos nos seguintes
tubos de vidro ou plastico:

*  Tubos com anticoagulantes EDTA
*  Tubos de preparacao de plasma (Plasma Preparation Tubes, PPTs)

B. Processamento de espécimes

1. Plasma: O sangue total pode ser conservado a uma temperatura entre 2 °C e 30 °C e
deve ser centrifugado no prazo de 24 horas apds a colheita do espécime. O plasma
pode ser preparado a partir de tubos com EDTA ou tubos primarios PPT. Separe o
plasma dos glébulos vermelhos aglomerados seguindo as instru¢des do fabricante do
tubo utilizado. O plasma pode ser testado no Panther Fusion System, num tubo primario,
ou transferido para um tubo secundario, como, por exemplo, um tubo de aliquotas de
espécime Aptima (SAT).

Para assegurar um volume da amostra adequado, consulte a tabela seguinte:
Tabela 1: Volume minimo de amostra

Tubo (tamanho e tipo) Volume minimo para 1 réplica
Tubo de aliquotas de amostra Aptima (SAT) 0,6 ml
12x75 mm 0,9 ml
13x100 mm 0,9 ml
13x100 mm com gel 0,7 ml
16x100 mm com gel 1,1 ml

Se néo for testado imediatamente, o plasma pode ser conservado de acordo com as
especificacdes descritas em Condi¢cbes de conservagdo de espécimes. Se for transferido
para um tubo secundario, o plasma pode ser congelado a -20 °C ou -70 °C. Nao congele
espécimes de plasma em tubos de colheita primarios EDTA.

2. 0O sangue total tem de ser processado utilizando tubos com diluente de sangue total pré-cheios
antes de ser testado no Panther Fusion System. Para mais informacgdes, consulte
Manuseamento de espécimes de sangue total.
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C. Condicdes de conservagao de espécimes
Os espécimes podem ser conservados numa das seguintes condigoes:

1. Estabilidade do plasma
*  Os espécimes nao processados sdo estaveis durante 24 horas de 2 °C a 30 °C apods a

centrifugacao.

»  Os espécimes nao processados sao estaveis durante 5 dias de 2 °C a 8 °C apés a
centrifugagao.

* Os espécimes nao processados e processados sao estaveis durante 60 dias a -20 °C
ou -70 °C.

2. Estabilidade do sangue total
*  Os espécimes nao processados sao estaveis durante 36 horas de 2 °C a 30 °C.
* Os espécimes nao processados sdo estaveis durante 5 dias de 2 °C a 8 °C.

*  Os espécimes nao processados e processados sao estaveis durante 60 dias a -20 °C
ou -70 °C.

Amostras dentro do Panther Fusion System

As amostras de plasma e de sangue total processado podem permanecer destapadas no Panther
Fusion System por um periodo maximo de 8 horas. As amostras podem ser removidas do Panther
Fusion System e testadas, desde que o tempo total no instrumento ndo exceda as 8 horas
antes da pipetagem da amostra pelo Panther Fusion System.

Transporte de espécimes

Mantenha as condicbes de conservacido de espécimes durante o transporte, conforme descrito
em Colheita, processamento e conservacdo de espécimes.

Nota: Os espécimes devem ser expedidos de acordo com os regulamentos de transporte
locais, nacionais e internacionais em vigor.
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Panther Fusion System

O Panther Fusion System € um sistema de testes de acidos nucleicos integrado, com todos os
passos completamente automatizados para a realizagdo de ensaios Panther Fusion, desde o
processamento de amostras até a amplificacao, detecéo e reducéo de dados.

Reagentes e materiais fornecidos
Embalagem do ensaio

Componentes Referéncia Conservagao

Calibradores do Panther Fusion EBV Quant Assay
PCAL 1 qEBV, 3 por caixa
PCAL 2 gEBV, 3 por caixa
PCAL 3 qEBV, 3 por caixa
PCAL 4 gqEBV, 3 por caixa
PCAL 5 gEBYV, 3 por caixa

PRD-07159 -156°Ca-35°C

Controlos do Panther Fusion EBV-BKV Quant Assay
HPC, Tubo de controlo positivo alto, 5 por caixa

LPC, Tubo de controlo positivo baixo, 5 por caixa

NC Ill, Tubo de controlo negativo de transplante, 5 por caixa

PRD-07158 -15°Ca-35°C

Cartucho do Panther Fusion EBV Quant Assay 96 testes

Cartucho do Panther Fusion qEBV Assay, 12 testes, 8 por caixa PRD-07157 2°Ca8°C

Controlo interno B Panther Fusion 960 testes

Tubo de controlo interno B Panther Fusion, 4 por caixa PRD-06234 2°Casg’C

Reagente de extragdo B Panther Fusion 960 testes
Frasco de reagente de captura B Panther Fusion, 240 testes, 4 por caixa PRD-06232 15°Ca30°C
Frasco de reagente estimulador B Panther Fusion, 240 testes, 4 por caixa

Tampao de eluigdo Panther Fusion, 2400 testes

Embalagem do tampéo de eluicdo Panther Fusion, 1200 testes, 2 por caixa PRD-04334 15°Ca30*C

Tampao de reconstituigdo | Panther Fusion, 1920 testes

Tampao de reconstituicdo | Panther Fusion, 960 testes, 2 por caixa PRD-04333 15°Ca30°C

Reagente de 6leo Panther Fusion, 1920 testes

Reagente de 6leo Panther Fusion, 960 testes, 2 por caixa PRD-04335 15°Ca30°C
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Materiais necessarios, mas disponiveis em separado

Nota: Os materiais disponibilizados pela Hologic tém a indicagdo dos cédigos de produto, a menos que o

contrario seja especificado.

Material Cédigo produto
Panther System 303095
Moédulo Panther Fusion PRD-04173
Panther Fusion System PRD-04172
Kit de fluidos Aptima Assay
< . ~ ) L , 303014
(Solugdo de lavagem Aptima, tampao para o fluido de desativagdo Aptima e
. ) (1000 testes)

reagente de 6leo Aptima)
Unidades multitubos (MTUs) 104772-02
Kit de sacos de residuos Panther 902731
Tampa do recipiente de residuos Panther 504405
Ou o Kit de execugdo do Panther System 303096

contém MTUSs, sacos de residuos, tampas de recipientes de residuos, fluidos de ensaio
e reagentes Auto Detect*

(5000 testes)

Pontas, 1000 ul, com filtro, detegdo de liquido, condutoras e descartaveis:

Nem todos os produtos estao disponiveis em todas as regides. Contacte o seu
representante para obter informagbes especificas da regigo.

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

Tabuleiros de tubos Panther Fusion, 1008 testes, 18 por caixa

PRD-04000

Tubos com diluente de sangue total (apenas para o processamento de espécimes de
sangue total)

PRD-06783
(100 tubos pré-cheios por embalagem)

Tampas rigidas de substituicao Hologic (tampa de tubo de utilizagcao unica)

PRD-06720
(100 tampas por embalagem)

Lixivia, solugdo de hipoclorito de sédio de 5% a 8,25% (0,7 M a 1,16 M)

Luvas descartaveis e isentas de p6

Coberturas de bancada laboratorial com forro de plastico

Toalhetes que nao larguem pelos

Pipetador

Pontas

Opgdes de tubos de colheita primarios (EDTA e PPT):
13 mm x 100 mm
12 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Centrifuga

Misturador vortex

*Somente necessario para ensaios Panther Aptima TMA.
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Materiais opcionais

Material Cédigo produto

Opgoes de tubo secundario:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm —

Tubos de aliquotas de espécime Aptima (SATs) (100 por embalagem) 503762

Tampa de tubo de transporte (100 por embalagem) 504415
tampa para SAT

Diluente de espécimes Aptima PRD-03003

Kit de diluente de espécimes Aptima PRD-03503

contém diluente de espécimes Aptima, 100 SATs e 100 tampas

Pipetas de transferéncia —

Dispositivo de agitagéo de tubos por oscilagao —

Procedimento de teste no Panther Fusion System

Nota: Consulte o Manual de instrugbes do Panther/Panther Fusion System para obter mais
informagées.

A. Preparacao da area de trabalho

1. Limpe as superficies de trabalho com uma solugéo de hipoclorito de sédio de 2,5% a
3,5% (0,35 M a 0,5 M). Permita que a solu¢ao de hipoclorito de sddio entre em contacto
com as superficies por pelo menos 1 minuto e depois lave com agua desionizada (Dl).
Nao deixe secar a solugao de hipoclorito de sédio. Cubra a superficie da bancada com
capas limpas, absorventes, com forro de plastico, indicadas para bancadas de laboratérios.

2. Limpe uma superficie de trabalho separada onde as amostras serao preparadas. Siga o
procedimento supramencionado (passo A.1).

3. Limpe os pipetadores. Siga o procedimento de limpeza supramencionado (passo A.1).

B. Preparacdo dos calibradores e dos controlos

Deixe os calibradores e os controlos atingir uma temperatura de 15 °C a 30 °C antes de
efetuar o processamento da seguinte forma:

1. Remova os calibradores e os controlos da conservacgéo (-15 °C a -35 °C) e coloque-os a
uma temperatura de 15 °C a 30 °C. Ao longo do processo de descongelagao, inverta
suavemente cada tubo para misturar bem. Certifique-se de que o conteudo do tubo esta
totalmente descongelado antes da utilizag&o.

Opc¢ao. Os tubos de calibrador e controlo podem ser colocados num dispositivo de
agitacdo de tubos por oscilagdo para misturar bem. Certifique-se de que o contetudo do
tubo esta totalmente descongelado antes da utilizagao.

Nota: Evite criar espuma excessiva quando inverter os calibradores e os controlos. A
espuma compromete o sensor de nivel do Panther Fusion System.

2. Quando o conteudo do tubo tiver descongelado, seque a parte de fora do tubo com um
toalhete descartavel, limpo e seco.
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3. Para prevenir a contaminagéo, ndo abra os tubos agora.

C. Preparagao de reagentes

1. Retire os frascos de IC-B, FCR-B e FER-B do meio de conservacao.

2. Misture FCR-B até que as esferas estejam totalmente suspensas. Evite formar espuma
durante este passo.

3. Abra os frascos de IC-B, FCR-B e FER-B e elimine as tampas. Abra a porta de TCR na
zona superior do Panther Fusion System.

4. Coloque os frascos de IC-B, FCR-B e FER-B nas posi¢des apropriadas no carrossel TCR.
5. Feche a porta de TCR.

Nota: O Panther Fusion System adiciona o IC-B ao FCR-B. Depois de adicionar o IC-B ao
FCR-B, este passa a ser referido como wFCR-B (FCR-B de trabalho). Se o wFCR-B e o
FER-B foram retirados do sistema, use novas tampas e conserve imediatamente de acordo
com as condicbes de conservacdo adequadas.

D. Manuseamento de espécimes

Nota: Prepare os espécimes de acordo com as instrugbes da sec¢do Colheita, processamento
e conservagao de espécimes antes de carregar espécimes no Panther Fusion System.

Inspecione os tubos de amostras antes de coloca-los no suporte. Se um tubo de amostra
contiver bolhas ou um volume inferior ao que € normalmente observado, toque suavemente
no fundo do tubo para deslocar o conteudo para o fundo.

E. Manuseamento de espécimes de plasma

1. Certifique-se de que os espécimes processados em tubos primarios ou os espécimes
nado diluidos em tubos secundarios sdo conservados corretamente de acordo com
Colheita, processamento e conservacdo de espécimes.

2. Assegure-se de que os espécimes congelados estejam totalmente descongelados.
Coloque no vértex os espécimes descongelados durante 3 a 5 segundos para misturar
totalmente.

3. Deixe os espécimes atingir uma temperatura de 15 °C a 30 °C antes do processamento.
Consulte Amostras dentro do Panther Fusion System para obter mais informacdes sobre
produtos dentro do instrumento.

4. Certifique-se de que cada tubo primario ou secundario contém espécime adequado.
Consulte a Tabela 1 para obter o volume minimo de amostra para 1 réplica.

5. Imediatamente antes de carregar os espécimes num suporte de amostras, centrifugue
cada espécime de 1000 a 3000 g durante 10 minutos. Ndo remova as tampas neste passo.

Consulte o passo G.2 abaixo para obter informagdes sobre o carregamento do suporte e
a remogao das tampas.

F. Manuseamento de espécimes de sangue total

1. Certifique-se de que os espécimes em tubos primarios sdo conservados corretamente de
acordo com Colheita, processamento e conservacdo de espécimes.

2. Assegure-se de que os espécimes congelados estejam totalmente descongelados. Deixe
0s espécimes atingir uma temperatura de 15 °C a 30 °C antes do processamento.
Consulte Amostras dentro do Panther Fusion System para obter mais informacdes sobre
produtos dentro do instrumento.
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3.

4.

Inverta suavemente os tubos de sangue total pelo menos 3 vezes, ou misture
suavemente num dispositivo de agitacdo de tubos, até que o sangue esteja homogéneo.

Antes do carregamento no sistema, efetue o procedimento seguinte em cada espécime.

a. O sangue nos tubos primarios deve ser minuciosamente misturado por inversao e a
amostra deve ser imediatamente transferida para o tubo que contém o diluente de
sangue total.

b. Adicione 500 pl de espécime de sangue total ao tubo com diluente de sangue total
pré-cheio.

c. Volte a tapar e coloque a amostra no vértex durante pelo menos 5 segundos.

Consulte o passo G.2 abaixo para obter informagdes sobre o carregamento do suporte e
a remogao das tampas.

G. Preparagao do sistema

1.

Para obter instru¢cdes sobre como configurar o Panther Fusion System, incluindo sobre

como carregar amostras, reagentes, cartuchos de ensaio e fluidos universais, consulte o
Manual de instrugdes do Panther/Panther Fusion System e as Notas sobre o procedimento.
Carregue as amostras no respetivo suporte. Execute os seguintes passos para cada tubo
de amostra (espécime e, quando necessario, calibradores e controlos):

a. Desaperte a tampa de um tubo de amostra, mas n&o a remova ja.

Nota: tenha especial cuidado para evitar a contaminagdo por disseminacdo de
aerossois. Desaperte as tampas das amostras com cuidado.

b. Carregue o tubo de amostra no respetivo suporte.
Repita os passos 2.a e 2.b para cada amostra restante.

Depois de as amostras terem sido carregadas no suporte de amostras, remova e
elimine a tampa de cada tubo de amostra num suporte de amostras. Para evitar a
contaminacdo, ndao passe uma tampa sobre quaisquer outros suportes de amostras
ou tubos de amostras.

e. Se necessario, use uma pipeta de transferéncia descartavel e nova para remover
quaisquer bolhas ou espuma. A existéncia de bolhas no tubo compromete o sensor
de nivel do Panther Fusion System.

f.  Quando a ultima tampa tiver sido removida, carregue o suporte de amostras na zona
de amostras.

Nota: Se tentar executar outros tipos de ensaios e de amostras ao mesmo tempo, fixe o
Retentor de amostras antes de carregar o suporte de amostras na zona de amostras.

g. Repita os passos 2.a a 2.f para o suporte de amostras seguinte.

H. Preparacao do sistema: aplicar o fator de conversdo de espécimes de sangue total

1.

2.
3.

Configure o sistema de acordo com as instrugbes do Manual de instru¢gées do Panther/
Panther Fusion System.

Carregue o suporte de espécimes.

Aplique o Fator de conversdo de sangue total aos pedidos de teste de ensaio para os
espécimes de sangue total.

Nota: O Fator de conversao de sangue total pode ser aplicado a todo um suporte ou a
um unico pedido de teste.
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Para aplicar o Fator de conversdo de sangue total a todo um suporte de espécimes de
sangue total:

a. No ecré Sample Rack Bay (Zona dos suportes de amostras), faga duplo clique no
suporte relevante. E apresentado o ecra Sample Rack Loading (Carregamento do
suporte de amostras) relativo ao suporte selecionado.

b. Selecione Dilute All (Diluir todos).
Aparece a janela Dilution Factor (Fator de dilui¢ao) (Figura 1).

/ 7 ) ~ -\ p—
a.ro ® SlIE1o1H]E8
s 7 i s =
5 Estado da Pedidos de w— = Terminar
Retroceder Mensagens Pendente o - Resultados Relatorios .

Carregamento do suporte de amostras Configuragéo

ID da amostra Nome do ensaio Estado

10001 EBV

10002 EBV

10003 EBV

Factor de diluicdo

Seleccionar factor de diluigio

G o Celaceionadn Factor de diluigio Sinalizador de diluiglo
1
v ke Fator de conversdo de sangue total WB
8 1 |
Personalizar DILC
9 1 |
10 100)

2 Registos totals

Figura 1. A janela Dilution Factor (Fator de diluicao) no ecra Sample Rack Loading (Carregamento do
suporte de amostras) (Exemplo)
Selecione Whole Blood Conversion Factor (Fator de conversao de sangue total).
Selecione OK.
Aparece uma janela Set Dilution Factor for Rack (Definir fator de diluigao para suporte).

e. Selecione Yes (Sim) para aplicar o sinalizador de Fator de conversao de sangue total
a todo o suporte de espécimes de sangue total.

Para aplicar o Fator de conversdo de sangue total a um uUnico pedido de teste (consulte

Figura 2):

a. No ecrd Sample Rack Bay (Zona dos suportes de amostras), faca duplo clique no
suporte carregado com o(s) espécime(s) relevante(s).

Aparece o ecra Sample Rack Loading (Carregamento do suporte de amostras) relativo
ao suporte selecionado.

b. No ecrd Sample Rack Loading (Carregamento do suporte de amostras), faga duplo
clique no espécime relevante.
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Aparece o ecrd Sample Details (Detalhes da amostra) com os pedidos de teste atuais
para o espécime selecionado.

Selecione o pedido de teste relevante no painel Test Orders (Pedidos de teste).

Selecione Apply Dilution (Apllcar d|IU|gao)

Configuragdo

D da amastra: 10001
Tipo: Espécime
~Pedidos de
Ensaio. dokit  STAT
£8v Seleccionar factor de diluigio Nzo
7 Seleccionado Factor de diluicio Sinalizador de diluig3o
[ Fator de convers3o de sangue total we

9 Personalizar DILC ‘

1 2 Registos totais

Figura 2. A janela Dilution Factor (Fator de diluicdo) no ecra Sample Details (Detalhes da amostra)
(Exemplo)
e. Selecione Whole Blood Conversion Factor (Fator de conversdo de sangue total).

f. Selecione OK para aplicar o sinalizador de Fator de conversdo de sangue total a
todos os pedidos de teste selecionados.

4. Se for necessario, o Fator de sangue total pode ser removido dos pedidos de teste antes
do inicio do processamento.

Para eliminar o Fator de conversdo de sangue total de todo um suporte:

1. No ecra Sample Rack Bay (Zona dos suportes de amostras), faga duplo clique no
suporte relevante.

E apresentado o ecrd Sample Rack Loading (Carregamento do suporte de amostras)
relativo ao suporte selecionado.
2. Selecione Dilute All (Diluir todos).

3. Na janela Dilution Factor (Fator de diluicdo), desmarque Whole Blood Conversion
Factor (Fator de conversdao de sangue total).

4. Selecione OK.
Aparece uma janela Set Dilution Factor for Rack (Definir fator de diluicdo para suporte).
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5.

Selecione Yes (Sim) para eliminar o Fator de conversdo de sangue total de todo um
suporte.

Para eliminar os pedidos de teste de ensaio do Fator de conversao de sangue total:

1.

B

No ecrd Sample Rack Bay (Zona dos suportes de amostras), faca duplo clique no
suporte carregado com o(s) espécime(s) relevante(s).

Aparece o ecra Sample Rack Loading (Carregamento do suporte de amostras) relativo
ao suporte selecionado.

No ecrd Sample Rack Loading (Carregamento do suporte de amostras), faga duplo
clique no espécime relevante.

Aparece o ecrda Sample Details (Detalhes da amostra) com os pedidos de teste atuais
para o espécime selecionado.

Selecione o pedido de teste relevante no painel Test Orders (Pedidos de teste).
Selecione Apply Dilution (Aplicar diluigao).

Na janela Dilution Factor (Fator de diluicdo), desmarque Whole Blood Conversion
Factor (Fator de conversao de sangue total).

Selecione OK para eliminar o Fator de conversdo de sangue total do pedido de teste.

Notas sobre o procedimento

A. Calibradores e controlos

1.

3.

4.

Os calibradores qEBV (5 tubos), o controlo positivo baixo (LPC) EBV-BKY, o controlo
positivo alto (HPC) EBV-BKV e o controlo negativo de transplante (NC Ill) podem ser
carregados em qualquer posi¢ao no suporte de amostras e em qualquer corredor da
zona de amostras, no Panther Fusion System. A pipetagem de calibrador e de controlo
comeca quando os espécimes de EBV tiverem sido carregados no sistema. A pipetagem
de espécimes comega quando se verificar uma das duas condigbes seguintes:

a. Os calibradores e os controlos estdo atualmente a ser processados pelo sistema.
b. Sao registados no sistema resultados validos para os calibradores e os controlos.

Depois de os tubos de calibrador e controlo terem sido pipetados e de serem processados
para o Panther Fusion EBV Quant assay, os espécimes podem ser testados. Os
resultados da calibragcdo sao validos durante 60 dias e os resultados do controlo sao
validos até 30 dias (frequéncia configurada por um administrador) a menos que:

a. Os resultados do calibrador sejam invalidos.
b. Os resultados do controlo sejam invalidos.

c. O operador peca que sejam executados novos controlos/calibradores no software do
Panther Fusion System.

E necessaria a calibragdo de cada novo lote de cartuchos de ensaio que seja carregado
no Panther Fusion System antes de ser utilizado para o processamento de espécimes.

Cada calibrador e cada tubo de controlo sé podem ser usados uma Unica vez.
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Controlo de qualidade

Calibracao do ensaio

Para gerar resultados validos, € necessario concluir uma calibragdo do ensaio. Os cinco
calibradores positivos sdo executados em triplicado sempre que é carregado um novo lote de
cartuchos de ensaio no Panther Fusion System. Depois de estabelecida, a calibragdo do ensaio
é valida durante um maximo de 60 dias. O software do Panther Fusion System alerta o
operador quando uma calibracéo for necessaria.

Durante o processamento, o software do Panther Fusion verifica automaticamente a validade da
curva de calibracdo. Se a calibracao falhar as verificagoes de validade, o Panther Fusion System ira
automaticamente invalidar quaisquer amostras afetadas, e ird necessitar que seja executado um
novo conjunto de calibradores do ensaio antes da pipetagem de quaisquer amostras adicionais.

Por predefinicdo, o ensaio ira processar amostras como plasma nao diluido. Para processar
amostras de sangue total, deve ser selecionada a diluicdo com o Fator de conversado de sangue
total na interface do utilizador do instrumento.

Controlos negativo e positivo

Para gerar resultados validos, deve ser testado um conjunto de controlos de ensaio. Deve ser
testada uma réplica do NC Il (controlo negativo de transplante), do LPC (controlo positivo
baixo) e do HPC (controlo positivo alto) sempre que é carregado um novo lote de cartuchos de
ensaio no Panther Fusion System ou quando o conjunto atual de controlos validos para um lote
de cartuchos ativos perde a validade.

O Panther Fusion System esta configurado para necessitar que os controlos de ensaio sejam
executados num intervalo (especificado pelo administrador) de até 30 dias. O software do Panther
Fusion System alerta o operador quando os controlos de ensaio s&o necessarios € ndo comega Nnovos
testes até os controlos de ensaio terem sido carregados e o processamento ter sido inicializado.

Durante o processamento, os critérios de aceitacdo dos controlos de ensaio sdo automaticamente
verificados pelo Panther Fusion System. Para gerar resultados validos, os controlos de ensaio
devem passar por uma série de verificagdes de validade no Panther Fusion System.

Se os controlos de ensaio passarem todas as verificacdes de validade, estes serdo considerados
como validos para o intervalo de tempo especificado pelo administrador. Quando o intervalo de
tempo passar, os controlos de ensaio sao expirados pelo Panther Fusion System, e sera necessario
um novo conjunto de controlos de ensaio antes da pipetagem de quaisquer novas amostras.

Se algum dos controlos de ensaio falhar as verificagbes de validade, o Panther Fusion System
ira automaticamente invalidar as amostras afetadas, e sera necessario um novo conjunto de
controlos de ensaio antes da pipetagem de quaisquer novas amostras.

Controlo interno

Um controlo interno é adicionado a cada amostra durante o processo de extragdo. Durante o
processamento, os critérios de aceitacdo do controlo interno sdo automaticamente verificados
pelo software do Panther Fusion System. A detegdo do controlo interno ndo é necessaria para
as amostras que sao positivas para EBV. O controlo interno deve ser detetado em todas as
amostras que sdo negativas para EBV; as amostras que ndo cumprem este critério sdo comunicadas
como invalidas. Cada amostra com um resultado invalido deve ser analisada novamente.
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O software do Panther Fusion System foi concebido para verificar os processos com precisao,
quando os procedimentos sao feitos de acordo com as instru¢des fornecidas neste folheto
informativo e no Manual de instru¢bées do Panther/Panther Fusion System.

Interpretagcao de resultados

O Panther Fusion System determina automaticamente a concentracdo de DNA do EBV para
espécimes e controlos mediante a comparacgao dos resultados com uma curva de calibragao. As
concentragdes de DNA do EBV sédo apresentadas em Ul/ml e logg Ul/ml. A interpretagéo de
resultados é fornecida na Tabela 2 e na Tabela 3.

Tabela 2: Interpretacao de resultados do plasma

Resultados do EBV Quant Assay apresentados

Ul/ml Valor Log1g Interpretagio
Nao detetado Nao detetado DNA do EBV néo detetado.
< 120 detetado <208 O DNA QO EBV é c_ietetado, mas a um nivel inferior
ao limite inferior de quantificagdo (LLoQ).
A concentracéo de DNA do EBV situa-se dentro do
120 a 1,50E09 2082918 intervalo quantitativo entre o LLoQ e o ULoQ Ul/ml.
> 1.50E09 >918 A congeptragao d_e DNA do EBV S|~tua-se acima do
limite superior de quantificacdo (ULoQ).
Invalidos Invalidos Ocorreu um erro na produgéo do resultado. O

espécime deve ser novamente testado.

a Os resultados invalidos sdo apresentados em letra de cor azul.

Tabela 3: Interpretacao de resultados do sangue total

Resultados do EBV Quant Assay apresentados

Ul/ml Valor Log4g Interpretagio
N&o detetado N&o detetado DNA do EBV néo detetado.
< 350 detetado <254 O DNA c!o EBV é <;Ietetado, mas a um nivel inferior
ao limite inferior de quantificagao (LLoQ).
A concentracdo de DNA do EBYV situa-se dentro do
350 a 6,0E09 2542978 intervalo quantitativo entre o LLoQ e o ULoQ Ul/ml.
> 6,0E09 >978 A conc_:er_nragao dg DNA do EBV S|~tua—se acima do
limite superior de quantificacdo (ULoQ).
Invalido? Invalido? Ocorreu um erro na produgéo do resultado. O

espécime deve ser novamente testado.

a Os resultados invalidos sao apresentados em letra de cor azul.
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Limitagoes

A. A utilizacao deste ensaio esta limitada ao pessoal que tem a formagao profissional neste
procedimento. O ndo cumprimento das instrugdes fornecidas neste folheto informativo pode
produzir resultados erréneos.

B. A fiabilidade dos resultados depende da colheita, do transporte, da conservagao e do
processamento adequados dos espécimes.

C. A contaminagao s6 pode ser evitada através da adesao as boas praticas laboratoriais e aos
procedimentos especificados neste folheto informativo.

D. Apesar de ser raro, poderdo ocorrer mutagdes em regides altamente conservadas do
genoma viral abrangido pelos "primers" e/ou sondas do Panther Fusion EBV Quant Assay
que poderao resultar na subquantificacdo ou na falha de detecao do virus.

E. Os resultados negativos ndao excluem a presenca de infecbes por EBV e ndao devem ser
usados como o Unico fator para o tratamento ou para a tomada de outras decisdes de gestao.

F. Um resultado positivo indica a detecdo de acido nucleico do virus em causa. O acido
nucleico pode persistir mesmo depois de o virus deixar de ser viavel.
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Desempenho

Limite de detegao utilizando o 1.° padrao internacional da OMS

O limite de detecdo (LoD) do ensaio é definido como a concentragdo de DNA do EBV que é
detetada com uma probabilidade igual ou superior a 95% de acordo com a norma CLSI EP17-A2.2

Limite de detecao utilizando os padrées da OMS no plasma

O LoD foi determinado testando painéis do 1.° padrao internacional da OMS (cddigo NIBSC
09/260) para EBV diluido em plasma humano EBV-. Foram testadas vinte (20) réplicas de cada
diluicdo com cada um dos trés lotes de reagentes, perfazendo um total de 60 réplicas por
diluicdo. Realizou-se a analise Probit para gerar os limites de detegéo previstos. Os valores de
LoD mostrados na Tabela 4 sao os resultados do lote de reagentes com o limite de detegéo
previsto mais elevado. O LoD do Panther Fusion EBV Quant Assay utilizando o 1.° padrao
internacional da OMS ¢é 54,1 Ul/ml para o plasma.

Tabela 4: Limite de detegao para o plasma utilizando o 1.° padrao internacional da OMS para o EBV

Limite de detegao previsto Concentragao (Ul/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

Limite de detecdo utilizando os padroes da OMS no sangue total

O LoD foi determinado testando painéis do 1.° padrao internacional da OMS para EBV diluido
em sangue total EBV-. Foram testadas vinte (20) réplicas de cada diluigdo com cada um dos
trés lotes de reagentes, perfazendo um total de 60 réplicas por diluicdo. Realizou-se a analise
Probit para gerar os limites de detecao previstos. Os valores de LoD mostrados na Tabela 5 sao
os resultados do lote de reagentes com o limite de detegao previsto mais elevado. O LoD do
Panther Fusion EBV Quant Assay utilizando o 1.° padréo internacional da OMS €& 200,9 Ul/ml
para o sangue total.
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Tabela 5: Limite de detegcao para o sangue total utilizando o 1.° padrdo internacional da OMS para o EBV

Limite de detegao previsto

Concentragao (Ul/ml)

10% 4.9

20% 6,7

30% 9,1

40% 12,6
50% 17,8
60% 26,1
70% 40,2
80% 67,0
90% 129,6
95% 200,9

Intervalo linear

Intervalo linear no plasma

O intervalo linear foi estabelecido através do teste de painéis do EBV diluido em plasma
humano EBV-, de acordo com a norma CLSI EPQ06-A.® A concentragdao dos painéis variou entre
1,98 log Ul/ml e 9,26 log Ul/ml. O Panther Fusion EBV Quant Assay demonstrou linearidade em
todo o intervalo testado. O limite superior de quantificacdo (ULoQ) do ensaio é 9,18 log Ul/ml
conforme mostrado na Figura 3.

Resultados do Panther Fusion EBV Quant Assay apresentados (Logqq Ul/ml)
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Figura 3. Linearidade no plasma
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Intervalo linear no sangue total

O intervalo linear foi estabelecido através do teste de painéis do EBV diluido em sangue total
humano EBV-, de acordo com a norma CLSI EP06-A.® A concentracdo dos painéis variou entre
2,45 log Ul/ml a 9,86 log Ul/ml. O Panther Fusion EBV Quant Assay demonstrou linearidade em
todo o intervalo testado. O limite superior de quantificagdo (ULoQ) do ensaio é 9,78 log Ul/ml
conforme mostrado na Figura 4.
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Figura 4. Linearidade no sangue total

Limite inferior de quantificagao utilizando o 1.° padrao internacional da OMS

O limite inferior de quantificacédo (LLoQ) é definido como a concentragdo mais baixa na qual o
EBV é quantificado com fiabilidade, de acordo com a norma CLSI EP17-A2.2 O erro total foi
calculado utilizando o modelo de Westgard: Erro Total (ET) = |desvio sistematico| + 2 DP. Para
garantir a exatidao e a precisdo das medigdes, o Erro Total do Panther Fusion EBV Quant
Assay foi definido para 1,2 log Ul/ml, com um desvio sistematico em relagado ao real e um DP
que tem de ser <0,5 log Ul/ml e <0,35 log Ul/ml, respetivamente.

Limite inferior de quantificagao utilizando o padrao da OMS no plasma

O LLoQ foi determinado testando painéis do 1.° padrao internacional da OMS (cddigo NIBSC
09/260) para EBV diluido em plasma humano EBV-. Foram testadas vinte (20) réplicas de cada
diluicdo com cada um dos trés lotes de reagentes, perfazendo um total de 60 réplicas por
diluicdo. Os resultados do LLoQ para os trés lotes de reagentes sdo apresentados na Tabela 6.
O LLoQ gerado com o 1.° padrao internacional da OMS para o EBV no plasma é 120 Ul/ml
(2,08 log Ul/ml).
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Tabela 6: Determinagéo do LLoQ utilizando o 1.° padréo internacional da OMS para o EBV diluido em plasma

EBV Quant |Desvio
Lote de N Concentragao-alvo Assay DP sistematico| ET calculado
reagente N detetado (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/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
! 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 04
20 20 2,26 2,04 0,15 0,2 0,5

DP=desvio padrao < 0,35 (log Ul/ml).
|Desvio sistematico|=desvio em relagdo ao real < 0,5 (log Ul/ml).
A diluigdo correspondente a concentragdo do LLoQ e testada em cada lote de reagente esta destacada a cinzento.

Limite inferior de quantificagado utilizando o padrao da OMS no sangue total

O LLoQ foi determinado testando painéis do 1.° padrdo internacional da OMS (cédigo NIBSC

09/260) para EBV diluido em sangue total humano EBV-. Foram testadas vinte (20) réplicas de
cada diluicdo com cada um dos trés lotes de reagentes, perfazendo um total de 60 réplicas por
diluicdo. Os resultados do LLoQ para os trés lotes de reagentes sdo apresentados na Tabela 7.
O LLoQ gerado com o 1.° padrao internacional da OMS para o EBV no sangue total € 350 Ul/ml
(2,54 log Ul/ml).
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Tabela 7: Determinagéo do LLoQ utilizando o 1.° padréo internacional da OMS para o EBV diluido em sangue total

EBV Quant |Desvio
Lote de N Concentragao-alvo Assay DP sistematico| ET calculado
reagente N detetado (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
20 18 2,40 2,48 0,30 0,3 0,9
20 20 2,48 2,40 0,33 0,3 0,9
1 20 20 2,54 2,50 0,30 0,2 0,8
20 20 2,62 2,51 0,34 0,3 1,0
20 19 2,40 1,94 0,39 0,5 1,2
20 20 2,48 1,94 0,36 0,5 1,3
2 20 20 2,54 2,06 0,26 0,5 1,0
20 19 2,62 2,16 0,19 0,5 0,9
20 20 2,40 1,84 0,48 0,60 1,5
20 19 2,48 1,90 0,32 0,60 1,2
3 20 20 2,54 2,12 0,26 0,40 0,9
20 20 2,62 2,25 0,29 0,40 1,0

DP=desvio padréo < 0,35 (log Ul/ml).
|Desvio sistematico|=desvio em relagdo ao real <0,5 (log Ul/ml).
A diluigdo correspondente a concentragdo do LLoQ e testada em cada lote de reagente esta destacada a cinzento.

Confirmagao do limite inferior de quantificagao em varios genétipos do EBV

Limite inferior de quantificagao em varios genétipos no plasma

O LLoQ estabelecido utilizando o padrao da OMS foi avaliado testando os genétipos do EBV 1
(Raiji, Akata e B95-8) e 2 (AG876, P3H1 e Jijoye) enriquecidos a 3X o LLoQ em plasma humano
EBV-. Foram testadas trés réplicas de cada membro do painel com um lote de reagente. Os
resultados sédo apresentado na Tabela 8.

Tabela 8: Confirmagéo do LLoQ em varios gendtipos no plasma

EBV Quant |Desvio

N Concentragio-alvo Assay DP sistematico|

Isolado (genétipo) N detetado (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
Raji (gendtipo 1) 3 3 2,56 2,84 0,12 0,3
Akata (gendtipo 1) 3 3 2,56 2,95 0,11 0,4
B95-8 (gendtipo 1) 3 3 2,56 2,59 0,08 0,1
AGB876 (gendtipo 2) 3 3 2,56 2,72 0,23 0,2
P3H1 (genétipo 2) 3 3 2,56 2,91 0,07 0,4
Jijoye (gendtipo 2) 3 3 2,56 2,75 0,16 0,2

DP=desvio padréo.
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Limite inferior de quantificagcdo em varios genoétipos no sangue total

O LLoQ estabelecido utilizando o padrédo da OMS foi avaliado testando os genétipos do EBV 1
(isolados Raiji, Akata e B95-8) e o gendtipo 2 (isolados AG876, P3H1 e Jijoye) enriquecidos a
3X o LLoQ em sangue total humano EBV-. Foram testadas trés réplicas de cada membro do

painel com um lote de reagente. Os resultados sao apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Confirmagédo do LLoQ em varios gendtipos no sangue total

EBV Quant |Desvio

N Concentragao-alvo Assay DP sistematico|

Isolado (genétipo) N detetado (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml) (log Ul/ml)
Raiji (gendtipo 1) 3 3 3,02 3,12 0,06 0,1
Akata (gendtipo 1) 3 3 3,02 2,95 0,05 0,1
B95-8 (gendtipo 1) 3 3 3,02 3,09 0,11 0,1
AG876 (gendtipo 2) 3 3 3,02 3,14 0,08 0,1
P3H1 (gendtipo 2) 3 3 3,02 3,45 0,10 0,4
Jijoye (gendtipo 2) 3 3 3,02 3,01 0,24 0,2

DP=desvio padrao.

Rastreabilidade ao 1.° Padrao Internacional da OMS

Durante o desenvolvimento e o fabrico do produto, foi utilizada uma série de padrbes secundarios
com concentragdes conhecidas para estabelecer a rastreabilidade ao padrdo da OMS. O 1.°
padrdao da OMS para o EBV foi diluido e testado juntamente com os padroes secundarios, bem
como controlos do ensaio e calibradores utilizados no Panther Fusion EBV Quant Assay para
avaliar a rastreabilidade de acordo com a norma CLSI EP32-R." A concentracdo dos padrdes
secundarios variou entre 2,30 e 6,30 log4g Ul/ml.

Rastreabilidade ao padrao da OMS utilizando plasma

As concentracbes testadas para o 1.° padrdo da OMS para o EBV variaram entre 2,26 e

4,70 log4g Ul/ml. Os painéis de plasma da OMS, os padrdes secundarios, os controlos do
ensaio e os calibradores do ensaio recuperaram conforme esperado, em todo o intervalo linear
do ensaio, como se pode observar na Figura 5.
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Figura 5. Rastreabilidade entre as concentrag6es-alvo do 1.° padrdo da OMS para o EBV e as
concentragcées apresentadas no Panther Fusion EBV Quant Assay (padrdao da OMS diluido em plasma)

Rastreabilidade ao Padrao da OMS utilizando sangue total

As concentragdes testadas para o 1.° padrdo da OMS para o EBV em sangue total variaram
entre 2,72 e 5,30 logqg Ul/ml. Os painéis de sangue total da OMS, os padrdes secundarios, 0s
controlos do ensaio e os calibradores do ensaio recuperaram conforme esperado, em todo o
intervalo linear do ensaio, como se pode observar na Figura 6.
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Figura 6. Rastreabilidade entre as concentragées-alvo do 1.° padrdao da OMS para o EBV e as concentragbes
apresentadas no Panther Fusion EBV Quant Assay (padrdao da OMS diluido em sangue total)
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Precisao no laboratério

Para avaliar a precisdo no laboratério, foi elaborado um painel positivo de 3 membros diluindo
DNA do EBV em sangue total EBV-. O painel positivo e uma amostra de sangue total negativa
foram testados por 2 operadores utilizando 3 lotes de reagentes em 3 Panther Fusion Systems
ao longo de 6 dias de testes ndo consecutivos. Cada operador realizou 2 execugdes por dia e
cada membro do painel foi testado em triplicado em cada execucdo. O estudo foi desenhado e
analisado seguindo as recomendagbes da norma CLSI EP-05-A3.1

A Tabela 10 mostra a reprodutibilidade dos resultados do ensaio (em log Ul/ml) para o painel
positivo entre instrumentos, operadores, lotes de cartuchos, execucgbes, dias, dentro das
execugoes e globais. A variabilidade total ficou a dever-se principalmente a variabilidade entre
lotes. Todas as réplicas da amostra negativa foram negativas.

Tabela 10: Reprodutibilidade do Panther Fusion EBV Quant Assay no sangue total

Entre Entre Entre Entre Entre Intra-

Concentragao Total

N média lotes instrumentos operadores dias execugdo execugao
(log Ul/mi) DP DP DP DP DP DP DP
52 2,96 0,17 0,04 0,05 0,06 0,12 0,13 0,20
52 4,00 0,15 0,02 0,04 0,04 0,10 0,06 0,15
52 5,03 0,15 0,01 0,05 0,03 0,13 0,04 0,13

DP=desvio padrao.
Em N=54, duas (2) réplicas de cada painel foram invalidas e ndo foram testadas novamente devido a volume insuficiente.

Substancias potencialmente interferentes

A suscetibilidade do Panther Fusion EBV Quant Assay a interferéncia por niveis elevados de
substancias enddgenas, anticoagulantes e farmacos geralmente prescritos a pacientes
transplantados foi avaliada em matrizes EBV- na presenga ou auséncia de 2,56 log Ul/ml e
3,02 log Ul/ml de EBV em plasma e sangue total, respetivamente. As concentracdes de teste
para cada uma das substancias interferentes foram selecionadas com base em referéncias da
literatura disponivel e orientagdes fornecidas pelas normas CLSI EP0712 e EP37.13

Nao foi observada qualquer interferéncia na exatiddo da quantificacdo do ensaio nas amostras
de plasma ou de sangue total na presenca das substancias endégenas potencialmente
interferentes indicadas na Tabela 11.

Tabela 11: Substancias endégenas

Substancia potencialmente Numero de Concentragao

interferente réplicas testada
Albumina 3 375 mg/dl
Bilirrubina conjugada 3 40 mg/dI

Hemoglobina 3 1000 mg/dl

Heparina 3 0,66 mg/dl

DNA genémico humano 3 0,2 mg/ml

Triglicéridos 3 3,45 mg/dl

Bilirrubina ndo conjugada 3 0,40 mg/dl
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Nao foi observada qualquer interferéncia na exatiddo da quantificagdo do ensaio na presenca
das substancias exogenas indicadas na Tabela 12.

Tabela 12: Substancias exégenas

Substancia potencialmente Ndmero de Concentragiao
interferente réplicas testada
Aciclovir 3 6,6 mg/dl
Azatioprina 3 0,258 mg/dI
Cefotetano 3 71,1 mg/d|
Cidofovir 3 12,4 mg/dl
Clavulanato de potassio 3 1,47 mg/ml
Ciclosporina 3 0,180 mg/dI
EDTA 3 0,099 mg/dI
Everolimus 3 0,0183 mg/dI
Fluconazol 3 2,55 mg/dl
Foscarnet 3 108 mg/dl
Ganciclovir 3 3,96 mg/dl
Letermovir 3 3,9 mg/di
Micofenolato de mofetil 3 18,1 mg/d
Acido micofendlico 3 18,1 mg/dl
Piperacilina 3 110 mg/dI
Prednisona 3 0,0099 mg/dI
Sirolimus 3 0,0213 mg/dl
Citrato de sddio 3 3200 mg/dI
Sulfametoxazol 3 35,7 mg/dl
Tacrolimus 3 0,0144 mg/dI
Tazobactam sodico 3 10,2 mg/dl
Tenofovir disoproxil fumarato 3 0,0978 mg/di
Ticarcilina dissddica 3 151 mg/dl
Trimetoprim 3 4,2 mg/dl
Valaciclovir 3 3,83 mg/dl
Valganciclovir 3 4,83 mg/dl
Vancomicina 3 12 mg/di
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Especificidade analitica

A potencial reatividade cruzada com os agentes patogénicos indicados na Tabela 13 foi avaliada

em matrizes EBV- na presenga ou auséncia de 2,56 log Ul/ml e 3,02 log Ul/ml de EBV em

plasma e sangue total, respetivamente. Os agentes patogénicos foram testados a concentracao

mais alta disponivel. Nao foi observada qualquer reatividade cruzada ou interferéncia na
exatidao da quantificago.

Tabela 13: Agentes patogénicos testados para a especificidade analitica

Micro-organismo/Agente

Micro-organismo/Agente

patogénico Concentragiao patogénico Concentragiao
ADV-4 1,00E+04 TCID5p/ml | Virus parainfluenza humano 1,00E+05 Ul/ml
Aspergillus niger 1,00E+06 CFU/mI Influenza A 1,00E+05 Ul/ml
BKV 5,00E+06 cp/ml Klebsiella pneumoniae 1,00E+06 cp/mi

Candida albicans

1,00E+06 CFU/mI

Listeria monocytogenes

1,00E+06 CFU/mI

Chlamydia trachomatis

1,00E+06 IFU/mI

Mycoplasma pneumoniae

1,00E+06 CCU/ml

Clostridium perfringens

1,00E+06 cp/ml

Mpycobacterium intracellulare

1,00E+06 cp/ml

CMV

1,00E+05 cp/ml

Neisseria gonorrhoeae

1,00E+06 CFU/mI

Corynebacterium diphtheriae

1,00E+06 CFU/mI

Propionibacterium acnes

1,00E+06 CFU/mI

Cryptococcus neoformans

1,00E+06 CFU/mI

Rinovirus

1,00E+06 cp/ml

Enterococcus faecalis

1,00E+06 CFU/mI

Salmonella enterica

1,00E+06 CFU/mI

Escherichia coli

1,00E+06 CFU/ml

Staphylococcus aureus

1,00E+06 CFU/mI

HBV

1,00E+05 Ul/ml

Staphylococcus epidermidis

1,00E+06 CFU/ml

HCV

1,00E+04 Ul/ml

Streptococcus agalactiae

1,00E+06 CFU/mI

HIV-1

1,00E+05 Ul/ml

Streptococcus pneumoniae

1,00E+06 CFU/mI

HPV-18 (infetado com células
HelLa)

1,00E+05 células/ml

Streptococcus pyogenes

1,00E+06 CFU/mI

Virus do herpes humano 6 1,00E+05 cp/ml Trichomonas vaginalis 1,00E+05 trofozoitos/ml

Virus do herpes humano 7  1,00E+03 TCIDgg/ml Virus da varicela zéster 1,00E+05 cp/ml

Virus do herpes humano 8  1,00E+05 TCIDsg/ml | Staphylococcus saprophyticus 1,00E+06 CFU/mI

Metapneumovirus humano 1,00E+03 Ul/ml Virus Zika 1,00E+05 TCIDgp/ml

CCU/ml=unidades modificadoras de colénias/ml.

CFU/ml=unidades formadoras de coldnias por ml.

cp/ml=cépias por ml.

IFU/mlI=unidades formadoras de inclusdo por ml.

Ul/ml=unidades internacionais por ml.

TCIDgg/ml=unidades de dose infeciosa de cultura do tecido por ml.
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Correlagédo de métodos

Este estudo foi desenhado de acordo com a norma CLSI EP09c.

Correlagao de métodos no plasma

O desempenho do Panther Fusion EBV Quant Assay foi avaliado em relacdo a um ensaio
comparador testando espécimes colhidos retrospetivamente e espécimes artificiais abrangendo
todo o intervalo linear. Para a regressdo de Deming, foi utilizado um total de 121 espécimes
dentro do intervalo linear comum a ambos os ensaios, tal como mostrado na Figura 7.
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Figura 7. Correlagdo entre a carga viral de EBV no Panther Fusion EBV Quant Assay e um ensaio
comparador nos testes de amostras de plasma

Correlagao de métodos no sangue total

O desempenho do Panther Fusion EBV Quant Assay foi avaliado em relagdo a um ensaio
comparador testando espécimes colhidos retrospetivamente e espécimes artificiais abrangendo
todo o intervalo linear. Para a regressdao de Deming, foi utilizado um total de 147 espécimes
dentro do intervalo linear comum a ambos os ensaios, tal como mostrado na Figura 8.
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Figura 8. Correlagéo entre a carga viral de EBV no Panther Fusion EBV Quant Assay e um ensaio
comparador nos testes de amostras de sangue total

Contaminagao por transferéncia/cruzada

A contaminacdo por transferéncia foi avaliada utilizando amostras em STM enriquecidas com
EBV de titulo elevado (1,5E+09 Ul/ml) dispersas entre amostras EBV- num padrédo em tabuleiro
de damas. Os testes foram realizados ao longo de 5 execugbes. A taxa geral de contaminagao
por transferéncia foi de 0,67% (1/150).
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Informagdes de contacto

u K UK Responsible Person:
IVD c € Hologic Ltd.

c n Oaks Business Park, Crewe Road
Diagenode SA. Wythenshawe, Manchester, M23 9HZ
3, Rue du Bois Saint Jean United Kingdom
4102 Seralng, Belglca Enderego do promotor australiano:

Hologic (Australia & New Zealand) Pty Ltd
Macquarie Park, NSW 2113

Para obter o endereco de e-mail e o numero de telefone do suporte técnico e do apoio ao cliente nacionais
especificos, visite www.hologic.com/support.

Hologic, Aptima, Panther, Panther Fusion e os logétipos associados sdo marcas comerciais e/ou marcas
comerciais registadas da Hologic, Inc. e/ou das respetivas subsidiarias nos Estados Unidos e/ou noutros paises.

Quasar é uma marca comercial registada e licenciada pela Biosearch Technologies, Inc.

Quaisquer outras marcas comerciais que possam aparecer neste folheto informativo pertencem aos respetivos
proprietarios.

Este produto pode estar abrangido por uma ou varias patentes nos EUA, as quais podem ser consultadas em:
www.hologic.com/patents.
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