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CLIA-komplexitet: “Waived”
AVSEDD ANVANDNING

Clearview RSV-testet ar avsett for snabb, kvalitativ detektion
av Respiratory Syncytial Virus (RSV) fusionsprotein direkt fran
nasofarynx-pinne, och fran nasofarynxaspirat fran barn under 6 ar och
vuxna éver 60 ar. Testet ar avsett som ett hjalpmedel vid snabb
laboratoriediagnos av akut RSV infektion hos patienter med symptom
for misstankt RSV-infektion. Vi rekommenderar att negativa testresultat
bekraftas med cellodling eller DFA.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING

RS-virus orsakar en ytterst smittsam, akut virusinfektion i
luftvagarna. Orsakande agens utgors av ett enkelstrangat (negativ
strang) RNA-virus som hor till familjen paramyxoviridae. RSV betraktas
idag som den vanligaste orsaken till att barn l4ggs in pa sjukhus under
sitt forsta levnadsar. Det utgér ocksd den framsta virusorsaken till
nosokomial sjukdom hos barn som redan ligger pa sjukhus av ndgon
annan orsak. Halften av alla spadbarn blir infekterade under sitt forsta
levnadsar. Under det andra levnadsaret har sa gott som samtliga varit
infekterade.® Infektioner som innefattar de nedre luftvagarna medfor
en dodlighetsprocent p& 0,5 %, i synnerhet for for tidigt fodda spadbarn
och spadbarn med bakomliggande lungsjukdom.

RSV-antigener kan upptéckas i kliniska prover med hjélp av
immunoanalys. Clearview RSV-testet utgor en guldmarkt lateralflodes-

immunoanalys som anvénder monoklonala antikroppar riktade
mot RSV-fusionsproteinantigener (F).

TESTPRINCIP

Clearview RSV &r en immunoguld-kromatografisk analys
for direkt visuell detektion av RSV protein F i kliniska prover. Till
grund for detektionen av protein F ligger anvéndningen av en
rodfargad guldmarkt monoklonal anti-RSV protein F-antikropp, som
efter tillsats av extraherat prov ror sig lateralt langs testremsans
membran. Detta laterala flode for blandningen av prov och
guldmarkt anti-RSV protein F genom en monoklonal
membranadsorberad anti-RSV protein F-testlinje (T) och déarefter
genom en membranadsorberad get anti-mus immunoglobulin
kontrollinje (C). Om RSV protein F férekommer i kliniska prov binder
vatskefas musanti-RSV protein F detta antigen, varefter detta
antigen/antikroppskomplex i sin tur binder till testlinjen (T). Obundet
eller 6verflodigt musanti-RSV protein F passerar igenom testlinjen
(T) och binds till kontrollinjen (C) av get anti-mus immunoglobulin.

| nérvaro av RSV protein F-antigen blir darfor tva roda
linjer synliga: en vid testlinjen (T) och en andra vid kontrollinjen
(C). | franvaro av RSV-antigen uppkommer emellertid endast en
réd linje vid kontrollinjen (C).

REAGENSER OCH MATERIAL SOM INGAR |
FORPACKNINGEN

Vilka méngder material och reagenser som ingar beror
pa kitets storlek (20 eller 40 bestamningar), enligt nedan:

« Individuellt férpackade Clearview RSV-testenheter - 20 for 20
testkit eller 40 for 40 testkit. Ett membran belagt med monoklonal
musantikropp specifik for RSV-antigen (fusionsprotein, 1gG, 150
000 Daltons), och med kontrollinje antikropp, kombineras med
guldmarkt mus anti-RSV i en sandwichtestenhet for lateralt flode.

*  R1 (extraktionsreagenslosning) - 2 ml for 20 tester eller 4 ml for
40 tester: ytaktiv i 0,5-molar MOPS-buffert pH 8,0.

«  Extraktionsror - 20 for 20 tester och 40 for 40 tester,: engangs-
testflaskor for blandning av 160 ul patientprov med fyra droppar
extraktionsreagens.

«  Engangspipetter - 40 for 20 tester eller 80 for 40 tester: kalibrera-
de dverforingspipetter som anvands for att dverfora en specifik
mangd (160 ul) patienprov till extraktionsroret, samt for att dver-
fora prov/extraktionsreagensblandningen till testenheten. Anvand
endast pipetterna fran IBC, eller en alternativ pipett som kan
anvandas for att dosera provvolymer pa 160 ul och 240 ul.



*  PC (positiv kontrollreagens) - 1,0 ml for 20 tester eller 1,5 ml for 40
tester: inaktiverad Long strain RSV vid 3,8 x 10° pfu/ml i
extraktionsreagens.

¢ NC (negativ kontrollreagens) - 1,0 ml for 20 tester eller 1,5 ml for 40
tester: Extraktionsreagenslésning.

«  Bruksanvisning (1)

MATERIAL SOM INTE INGAR |
FORPACKNINGEN

e Provbehéllare

e Timereller klocka

«  Steril normal saltlésning

*  Aspirationskolv

«  Vortex mixer eller annan blandningsenhet

«  Sterila nasofarynxpinnar (se avsnittet PROVTRANSPORT OCH -
FORVARING)

VARNINGAR OCH
FORSIKTIGHETSANVISNINGAR

«  Clearview RSV-testet ar avsett for diagnostiskt anvandning in vitro.

«  Den positiva kontrollen (PC) tillverkas med Clorox inaktiverat RSV,
och ska hanteras som potentiellt smittsam.

«  Anvand inte kitinnehallet efter det sista anvandningsdatum som star

angivet pa forpackningens utsida och pé de separata
komponenterna.

«  Tillampa lampliga forsiktighetsatgarder mot mikrobiella risker vid
provtagning och vid hantering, férvaring och kassering av patient-
prover och anvant kitinnehéll.2 Kassera anvant material i en lamp-
lig behallare for biologiskt riskmaterial eller for vassa féremal.
Patientprover ska hanteras som potentiellt smittsamma.

«  Testenheten méste vara kvar i den skyddande foliepasen tills den
ska anvéndas.

« R1,PCoch NC innehéller en detergentlosning. Spola med mycket
stora mangder vatten om ldsningen kommer i kontakt med hud
eller 6gon.

«  For att f& korrekta resultat maste du tillampa den testrutin som
redovisas i bruksanvisningen.

o For att f& korrekt resultat méste man anvénda ratt slags
nasofarynxpinnar och rekommenderade transportmedia.

«  Alla6verforingspipetter och testflaskor utgdr engéngsartiklar -
anvand dem inte mer &n en gang.

KITFORVARING OCH -STABILITET

Forvara kitet i kyl eller vid rumstemperatur (2...30 °C).
Undvik direkt solljus. Kitinnehallet &ar stabilt fram till det sista
anvandningsdatum som anges pa férpackningen och p& innehéallet
i forpackningen. Frys inte. Ta ut testenheten ur foliep&sen alldeles
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innan den ska anvandas.

PROVTAGNING

Prov som tagits med nasofarynxpinne:

Ta ett prov med en nasofarynxpinne genom att féra in
den sterila bomullstoppen i den nésborre som verkar ha den mest
omfattande sekretionen vid en visuell kontroll. Tryck in
bomullstoppen med en I4tt rotation tills ett motstand kan kannas
vid concha nasalis (mindre &n tva och en halv centimeter in i
nasborren). Vrid bomullstoppen nagra ganger mot nasvéaggen.
Nasofaryngealproven ska placeras i som mest 3 ml vanlig
saltlosning eller transportmedium fére testningen. Vi
rekommenderar att virustransportmediet eller saltlésningen
begransas till en total volym pa hogst 3 ml. Som nasofarynxpinnar
rekommenderas saddana med med Dacron™-polyester eller rayon
topp och med aluminiumskaft. Se avsnittet PROVTRANSPORT
OCH -FORVARING fér information om lampliga
provtagningspinnar.

Nasalaspirationsforfarande
for aldre barn och vuxna:

Fyll en aspirationskolv eller kolvspruta med 2,0-2,5 ml
steril saltlésning. For in spetsen pa kolven i nasborren tills
nasborren tatat kring kolven och instillera saltlésningen i en
nasborre med huvudet bakatlutat. Slapp trycket pa kolven for att
aspirera provet in i kolven. For over provet till en ren, torr
provbehéllare. Upprepa for den andra néasborren och samla upp
vétskan i samma provbehallare.



For yngre barn:

Barnet ska sitta i foralderns kné vant framéat, med ryggen mot
foralderns brostkorg. Foraldern ska hélla en arm kring barnet pé ett
sétt som haller fast barnets kropp och armar.

Fyll aspirationskolven eller kolvsprutan med 1,5-2,0 ml steril
saltiésning (beroende pa barnet &lder). For in kolvspetsen i nasborren
tills nasborren tatat kring kolven och instillera saltldsningen i den ena
nésborren med huvudet tillbakalutat. Slapp trycket p& kolven for att
aspirera provet in i kolven. For dver provettill en ren, torr provbehéllare.
Upprepa sedan samma rutin med den andra nasborren och samla upp
véatskan i samma provbehallare.

Nasalaspiratvolymer pé 3 till 5 ml rekommenderas. Alltfér stora
provvolymer kan leda till férsamrade testprestanda. Om
virustransportmedium tillsatts till provet ska den totala volymen
begrénsas till hégst 5 ml. Testa provet enligt anvisningarna i avsnittet
“Testforfarande”.

PROVTRANSPORT OCH -FORVARING

Prov méste testas s& snart som méjligt efter provtagningen.
Prov kan forvaras i kyl (2...8 °C) i en ren, torr och forsluten behallare i
upp till 48 timmar, eller frysta vid en temperatur p& -70 °C i upp till en
vecka fore testning. Centrifugerainte provet innan det anvéands med
RSV-testenheten, eftersom avlagsnande av cellmaterial inverkar
negativt pa testets kanslighet. Eftersom RSV utgér en ytterst
termolabil organism maste man iaktta stor omsorgsfullhet vid
provtagning och provtransport med avseende pa tid, temperatur och
anvandning av rekommenderat transportmedia. Fdéljande
transportmedia har testats och funnits vara kompatibla med Clearview
RSV-testet:

Steril, normal saltlésning

Fosfatbuffrad koksaltlésning

PBS plus 0,5 % gelatin

PBS plus 0,5 % bovint serumalbumin (BSA)

Viral Culturette™ (idealiskt for testning av ett negativt resultat)
Kalvinfusionsbuljong (VIB)

VIB plus 0,5 % BSA

Earles Minimal Essential Medium (EMEM)

EMEM med laktalbumin hydrolysat
Tripticase™-sojabuljong plus 0,5 % gelatin

M5-media

Microgent™/bomullstoppskombo i M4-media frdn MicroTest
(idealisk for testning av ett negativt resultat). Detta
bomullstopp- och transport- mediakit anvéandes vid kliniska
prestandastudier for Clearview RSV.

KVALITETSKONTROLL

Inbyggda kontrollfunktioner for forfarandet

Clearview RSV-testet innehaller inbyggda kontrollfunktioner
for forfarandet. Tillverkarens rekommendationer nar det galler de
dagliga kontrollerna ar att dokumentera dessa inbyggda
kontrollfunktioner for forfarandet for varje testat prov. Resultatformatet
med en eller tva linjer gor det l&tt att tolka negativa eller positiva resultat.
Upptradandet av en rosa eller réd forfarandekontrollinje (C) mojliggor
flera former av forfarandekontroll genom att visa att kapillarflodet varit
tillrdckligt och att testenhetens funktionsintegritet har vidmakthallits.
Om den rosatill réda forfarandekontrollinjen (C) inte har utvecklats
efter 15 minuter ska testresultatet betraktas som ogiltigt. | s fall

ska testférfarandet ses ¢ver och testet aterupprepas med en ny
testenhet.

Extern kvalitetskontroll

Virekommenderar att externa kontroller anvands for att pavisa
att reagenserna och analysforfarandet fungerar korrekt.

Externa positiva och negativa kontrollreagenser (PC och NC)
levereras i testkiten. De ska testas genom tillsats av sex (6) droppar
PC eller NC till provfénstret (S) pa testenheten varefter testet far
utveckla sig enligt beskrivningen i avsnittet TESTFORFARANDEN. PC-
och NC-flaskorna méste virvlas eller vandas l4tt tvé ganger innan
de anvénds. Dessa kontroller maste testas for varje ny sats eller
leverans (20 och 40 testkit) och for varje ny operator. Ytterligare
kontrolltester kan erfordras for att uppfylla riktlinjer eller krav i lokala,
regionala eller statliga foreskrifter eller hos
ackrediteringsorganisationer. Vi rekommenderar att anvandaren
anvander NCCLS EP-12A® och 42 CFR 493.1202(c) som végledning
for lampliga forfaranden for kvalitetskontroll. De externa positiva och
negativa kontrollerna ar avsedda att upptacka mer betydande
reagensfel. Den positiva kontrollen utmanar inte analysen vid cut-off.

Upprepa testet eller kontakta distributérens tekniska support
fére test av patientprov om kontrollerna inte upptrader pé& avsett satt.
Om kontrollerna inte fungerar pa avsett satt ska testresultat inte
rapporteras till bestallande kliniker.
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TESTUTFORANDEN <,784‘> 1

Sista anvandningsdatum: Kontrollera den sista ) ) »
anvandningsdagen for varje enskild testférpackning innan den anvands 3. Sugupp 160 uL (denandra 6. Virvlaextraktionsroret forsiktigt for att
(pa folieférpackningen eller den yttre férpackningen). Anvand inte markeringen) av provetien engéngs- blanda provetoch R1.
nagot test efter det sista anvandningsdatum som anges pa etiketten. pipett.

Utférande med nasofarynxpinnar

1. Virvlaeller skaka bomullstoppen
och transportmediet eller saltlidsningen U
i 15-20 sekunder for att I6sgdra provet
frén bomullstoppen.

M 4. Tillsatt helainnehalleti pipetten till 7. Sugupp helainnehalletiextraktionsréret
extraktionsroret. i en ren engéngspipett.
2. Rullabomullstoppen motinsidan L . B
av transportroret eller provbehallar- 5 Hall f!as_kan lodratt over extraktionsroret 8. Tryckuthelainnehalleti pipetten droppe
en nar dutar ut den. ’ och tillsatt fyra (4) fritt fallande droppar for droppe i provbrunnen p testenheten.
Kassera den anvanda bomulistoppen Ritillroret.
i enlighet med era foreskrifter for
kassering av biologiskt riskmaterial.
)
E=]m




Testresultatet ska lasas av mellan
femton (15) och tjugofem (25) minuter
efter det att det extraherade provet
applicerats pé testenheten. Resultat
som lasts av utanfor det rekommen-
derade tidsintervallet ska betraktas som
ogiltiga.

Utférande med Nasalaspirat

—

i

—_—

Skaka latt med en rotationsrorelse,
eller virvla provet, for att I6sa upp
cellmaterial i provet.

Fyll engéngspipetten till den andra
markeringen (160 ul) med nasal-
aspiratprovet.

Tillsétt hela innehallet i engangspipetten
till extraktionsroret.

Hall flaskan lodratt 6ver extraktions-
roret och tillsatt fyra (4) fritt fallande
droppar R1 till roret.

Virvla extraktionsroret forsiktigt for att
blanda provet och R1.

Sug upp helainnehallet i extraktions-
réreti en ren engangspipett.

7. Tryckuthelainnehalleti pipetten
droppe for droppe i provbrunnen pa
testenheten.
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8. Testresultatet ska lasas av femton (15)
till jugofem (25) minuter efter tillsatsen
av det extraherade provet ill testenheten.
Resultat som lasts av utanfor det
rekommenderade tidsintervallet ska
betraktas som ogiltiga.

Positivt resultat:

Ett positivt prov indikeras av uppkomsten av TVA rosatill réda linjer
- en vid utférandekontrollinjen (C) och en vid testlinjen (T). De indikerar
forekomsten av syncytisk respiratorisk virusantigen. En rosa il rod testlinje
ska - a&ven om den bara ar en aning rosa - betraktas som ett belagg for ett
positivt test. Resultat som lases av ndr mer &n 25 minuter har gétt &r ogiltiga.
Provet ska d& testas om. Rapporterade resultat: Positivt for nérvaron av
RSV-antigen. Ett positivt resultat kan uppkomma vid nérvaro av sévél viabla
som icke-viabla virus.



Negativt resultat:

Negativa prover indikeras av upptradandet av ENDAST EN rosatill
rod linje vid utférandekontrollinjen (C), och ingen rosatill réd linje vid testlinjen
(T). Provet &r d& negativt for RSV-virusantigen. Resultat som lases av senare
&n 25 minuter &r ogiltiga. Provet ska d& testas om. Rapporterade resultat:
Negativt for forekomsten av RSV-antigen. Infektioner orsakade av RSV kan
inte uteslutas eftersom det antigen som foreligger i provet kan ligga under
detekteringsgransen for testet. Virekommenderar att negativa prover bekraftas
med cellodling eller DFA.

Ogiltigt resultat:

Om den rosa till réda utférandekontrollinjen (C) inte har
uppkommit efter 15 minuter ska resultatet betraktas som ogiltigt. Om
testet betraktas som ogiltigt till foljd av att kontrollinjen inte visar sig,
ska testet upprepas med en ny testenhet.

Inom 15 minuter ska testomradet vara vitt till ljust rosa och
medge tydlig tolkning av testresultatet. Om bakgrundsféargen ligger
kvar, och inverkar stérande pd tolkningen av testresultatet, ska
resultatet betraktas som ogiltigt. | s& fall ska testférfarandet ses
6ver och testet &terupprepas med en ny testenhet.

Om testresultatet &r ogiltigt ocksa efter upprepning med en
ny testenhet ska hela testet betraktas som ogiltigt.

Om resultaten ar ogiltiga ska inga resultat rapporteras
till bestéllande kliniker.

BEGRANSNINGAR

Tabell 8 redovisar detekteringsgranserna for Clearview RSV.

Innehallet i detta kit ska anvandas for kvalitativ detektion av
RS- virusantigen fran nasofarynxpinnar och nasala aspiratprover.

Underlatenhet att tillampa testférfarandet eller anvisningarna
for tolkning av resultatet kan inverka negativt pa testets prestanda
och/eller gora testresultatet ogiltigt.

Testresultaten maste utvarderas i kombination med andra
kliniska data som finns tillgangliga for lakaren.

Ett negativt testresultat kan uppkomma om antigenhalten i
ett prov ligger under testets detekteringsgrans, eller vid felaktig
provtagning och provférvaring.

Farska prover ar att foredra framfér frusna vid RSV-testning,
till foljd av virusets hoggradigt termolabila och émtaliga karaktar.
Testprestanda kan bli suboptimalt om frusna prover anvands.

Ett negativt testresultat utesluter inte andra mikrobiella
infektioner i luftvégarna.

Denna analys korsreaktivitet med humant metapneumovirus
har inte studerats.

Monoklonala antikroppar detekterar eventuellt inte alla
antigena varianter eller nya RSV-stammar.

Utfor inte testning med provet och/eller kitet vid en temperatur
pé 4 °C. Kitets prestanda kan forsamras om provet och/eller kitet inte
rumstempererats fore testningen.

Testning av laga halter RSV vid hog luftfuktighet vid
rumstemperatur kan reducera testets férmaga att detektera RSV.

Testning med totala provvolymer som &r mindre an eller storre
an den rekommenderade volymen kan reducera testets forméaga att
detektera laga halter RSV.

Positiva resultat med Iaga halter visualiseras eventuellt inte
korrekt under 30 % av “normalt” belysningsforhallanden for
arbetsbankar.

FORVANTADE VARDEN

Den positivitetsgrad som detekteras vid RSV-testning varierar
beroende p& arstid, patientens &lder och den lokala
sjukdomsprevalensen®. | tempererade klimat upptrader RSV-infektioner
i forsta hand i form av &rliga epidemier som toppar under
vintermanaderna®. RSV &r en vanlig patogen hos spadbarn och yngre
barn®. Den kan emellertid fororsaka allvarliga sjukdomar i de nedre
luftvagarna i alla &ldrar, och i synnerhet hos aldre och hos personer
med nedsatt immunférsvars’. Tabellen nedan sammanfattar
demografiska alders- och konsdata, med antalet prover inom varje
aldersgrupp och den procentuella positiviteten for de kliniska prover
som testats med Clearview RSV. | tabellen ingér totalt 180 patienter
for vilka aldern redovisades med provet. Av dessa framgick patientens
kon for 92 av proverna. Se tabell 1 nedan.



Tabell 1: Patientdemografi

Patient M:K N % Positiva
alder Clearview resultat

2d-1m 2:2 12 5/12=41,6%

1-2m 2:2 8 4/8=50%

2m-6 ar | 22:12 112 | 30/112=26,7%
51-60 ar 1:1 2 0/2=0%

61-70 ar 2.7 9 3/9=33,3%

71-80 ar 1.6 7 0/7=0%

81-90 ar 7.6 13 2/13=15,5%
91-100 ar | 6:11 17 2/117=11,7%

N = totalt antal patientprover inom varje alderskohort

Av de 17 patienter vilkas &aldrar inte hade registrerats
redovisades 68,7 % som positiva med Clearview RSV och 62,5 % som
positiva av referensmetoden. Nio patienter vilkas aldrar angivits som
“dver 60” placerades i aldersgruppen 61-70 &r.

CLIA-OVERVAGANDEN

Detta &r ett sa kallat “waived” test enligt definitionen i Clinical
Laboratory Improvement Amendments fran &r 1988 (CLIA), forutsatt
att det anvands i enlighet med anvisningarna i denna
forpackningsbilaga.

Eventuella &ndringar som laboratoriet gér med avseende pa
testsystemet eller dess anvisningarna, leder till att detta test inte langre
uppfyller kraven foér kategorisering “waived”. Ett forandrat test betraktas
som ett med hog komplexitet och &r foremal for tillampliga CLIA-krav.
Laboratoriet ska upplysa Wampole Laboratories om eventuella
prestanda, uppfattade eller validerade, som inte uppfyller de
prestandaspecifikationer som framgar av anvisningarna.

| enlighet med CLIA-féreskrifterna har saval
kundprecisionsstudier (Consumer Precision Studies) som
kundnoggrannhetsstudier (Consumer Accuracy Studies) utforts, for att
visa att anvandning av lekman, utan formell laboratorieutbildning, kan
lasa anvisningarna i forpackningsbilagan och utfora testet med en
hoggradig 6verensstammelse med resultaten for utbildade laboranter.
Testerna for kundprecisionsstudie utférdes med 90 pinnprover med
negativa halter (0 pfu/ml RSV), LOD (1,9 x 10° pfu/ml RSV) och
medelpositiva halter (kommersiell positiv kontrollkit vid 3,8 x 10° pfu/
ml RSV).

Inga signifikanta skillnader kunde konstateras mellan
lekmannaanvandarna och de utbildade laboranterna
(kundnoggrannhetsstudien) eller mellan lekmannaanvandarna inom
varje geografisk plats respektive for de tre olika platserna
(kundprecisionsstudien).

En sammanfattande tabell for kundnoggrannhetsstudien och
kundprecisionsstudien aterfinns nedan (tabell 2).

PRESTANDA

Erhalina prestanda for Clearview RSV-testet jamfordes med
vavnadsodling, EIA och Direct Fluorescent Antibody (DFA) i en
prospektiv klinisk multicenter féltstudie i dels den amerikanska

Tabell 2: CLIA-kundprecisions/
kundnoggrannhetsstudier

Frekvenser for testresultat
med 95 %konfidensintervall
Medverkande Negativa Detektionsgrans Medelpositiva
%+ %- %+ %- %+ %-
Test Test Test Test Test Test
Lekman 0% 100% 94.4% 55% 100% 0%
(Tre platser) 0/90 90/90 85/90 590 90/90 0/90
©00- | @©9- |©76- | (24- ©9- | ©00-
41% |100%) [976% |[124%) [100%) |41%
Laboranter 0% 100% 96,7 % 33% 100% 0%
(Tre platser) 0/90 90/90 87/90 390 90/90 0/90
©00- | (@©9- | (@7 11- ®%9- | (©00-
41% |100%) [989% [93% [100% |41%




mellanvastern, och dels i Ontario i Kandada, under influensasasongen
2002. Vid denna undersokning jamfordes Clearview RSV-testet med
DFA vid de tva institutionerna i USA respektive med Tissue Culture
och EIAvid en institution i Kanada. Studien omfattade 197 nasalaspirat-
och nasofarynx pinnprover som tagits pa patienter symptomatiska for
RSV-infektion. Alla prover delades for att medge testning av samma
prov med séval Clearviewmetoden som referensmetoden (vavnads-
odling och EIA vid institutionen i Kanada respektive DFA vid
institutionerna i USA). Patienterna var i &ldrarna frn 2 dagar till 100
&r. Provtypen i USA utgjordes av nasofaryngxpinnaroch aspirat.
Provtypen i Kanada utgjordes enbart av nasofarynxpinnar.

Data fran USA
Sammanlagt 104 prover testades i USA. Av dessa utgjordes
90 av nasalaspirat och 7 av nasofaryngxpinnar. For de aterstdende 7
proven angavs inte provtypen. Samtliga de 104 prover som testades i
USA jamfoérdes med DFA som referensmetod - se tabell 3.

Tabell 3: USA: Clearview RSV jamfort med DFA
DFA-resultat

Pos Neg
Clearview- Pos 42 2
resultat Neg 3 57

Positiv éverensstammelse: 42/45 = 93,3% (95% KI = 80,7-
98,6 %)

Negativ éverensstammelse: 57/59 = 96,6% (95% K| = 88,3 -
99,6%)

En undergrupp i USA data, de 90 proverna som avsag
nasal aspirat, redovisas i Tabell 4.

Tabell 4: USA: Nasalaspiratprov - Clearview RSV
jamfort med DFA

endast EIA som referenstest. Prestandadata for Clearviewmetoden
jamford med de tvé referensmetoderna framgér av tabellerna 5 och 6.

Tabell 5: Clearview RSV jamfdrt med vavnadsodling i
Kanada (alla prover &r nasofarynx pinnprover)

DFA-resultat Vavnadsodling resultat
Pos Neg Pos Neg
- Clearview- Pos 10 10
Clearview- Pos 35 2 resultat
Neg 0 72
resultat Neg 2 51
Positiv 6verensstammelse: 35/37= 94,6 % (95 % Kl = 81,8- o
99,3 %) Kénslighet: 10/10 =100 % (95 % K| = 69,2 — 100 %)

Negativ dverensstammelse: 51/53= 96,2 % (95 % K| = 87,7-
99,3%)

OBS: De 7 prover for vilka provtypen inte angivits och de 7
nasofaryngx pinnproverna i USA-materialet, har inte fordelats pa
separata tabeller, utan ingdr i tabell 2. Av de 7 proven som angivits
som nasofaryngx pinnprover i USA-materialet var 3 positiva och 4
negativa, och det foreldg en positiv dverensstammelse p& 100 % och
en negativ verensstammelse p& 100 % vid jamforelsen med DFA.

Data fran Kanada

Sammanlagt 93 prover testades i Kanada. Samtliga utgjorde
nasofarynx pinnprover. Som referenstester for 92 av dessa prover
anvandes saval vavnadsodling som EIA. For ett av proverna anvandes

Specificitet: 72/82 = 87,8 % (95 % KI = 80,7 — 94,9 %)

Tabell 6: Clearview RSV jamfort med EIA i Kanada
(alla prover ar nasofarynx pinnprover)

ElA-resultat
Pos Neg
Clearview- Pos 20 1
resultat Neg 1 71
Positiv 6verensstammelse: 20/21= 95,2 % (95 % K| = 76,2- 99,9
%)

Negativ 6verensstammelse: 71/72=96,6 % (95 % K| = 92,5-
99,9 %)



Sammanfattning av kliniska data for samtliga Korsreaktivitet kunde inte konstateras for ndgon av de testade Tabell 8: Virus
institutioner organismerna. Testningen utférdes i form av tre upprepade

. . P tester. (Se tabellerna 7 och 8. ' Stam/ Slutlig koncentration
Samtliga prover vid samtliga institutioner: Sammanlagt testades ( ) Testorganism oforens  pa teconhoton Resultat
197 prover - 104 i USA och 93 i Kanada: Clearview RSV- Mikrob
p T = . H interferens
Total positiv Gverensstammelse = 93,9 % (95 % Kl = 85,4-97,6 %) Tabell 7: Bakterier Adenoiiss VRS T X 10 FEU T3 pos Sane
Total negativ dverensstammelse = 97,7 % (95 % Kl = 93,5-99,2 %) Testad Stam/ Slutlig Resultat Adenovirus 7 VR-7 1,0 x 10° PFU/mI 3/3 pos 33 neq
organism referens koncentration 2 VR-846 1,0 x 10" TCIDSO/mI 3/3 pos 3/3neg
R pé testenheten Coxsackie A19 VR-1015 1,0 x 10°TCIDSO/m 3/3 pos 3/3 neg
Nasofarynxpinnar: Sammanlagt testades 100 RSV- Mikrob Coxsackie B VR-28 10x10 401050 m 3/3 pos 3/3 neq
H H . inter- Coxsackie B3 VR-30 X CIDS0/m 3/3 pos /3 neg
prover - 7' USA och 9? i Kanada: ferens C AD-169 x 10" PFU/mI 3/3 pos /3 neq
Total positiv 6verensstammelse = 95,8 % (95 % Kl = 79,8-99,3 %) Candida Albicans 10231 0% 10" org/mi™ 313 pos | 313 neg Poliovirus VR-1004 X 10°TCID50/mI 3/3 pos /3 neg
Total negativ dverensstammelse = 98,7 % (95 % Kl = 92,9-99,8 %) VMLCPS0427 0 x 107 ink/mi** [ 3/3pos | 3/3neq | Ekovirus 6 VR 36 X 1GTCIDS0mI 3/3 pos /3 neg
! ' ' [ Chlamydia trachomatis ML CT 092801 | 2,0 x 10" ink/ml 3/3 pos 313 neg | Ekovirus 11 VR-41 x 10 TCID50/mI 3/3 pos /3 neg
Haemophilus influenzae [ 10211 ,0 x 10" org/ml /3 pos neg | HSViyp 1 VR-6143 x10° PFU/I 3/3 pos /3 neg
[ Kiebsiella pneumoniae | 13883 .0 x 10" org/ml /3 pos | 3/3 neg HSV typ 2 VR-15671 X 10" PFU/mI 373 pos /3 neg
Nasalaspirat: Sammanlagt testades 90 prover i USA. . umon 5531 6 10° CFUImI = | 3/3 pos neg influensa A T R s e
Positiv 6verensstammelse: = 94,6 % (95 % KI = 81,8 - 99,3 %) leissoria memingiids 200 0x 20 g;gj:: : bos neg Parainfluensal VR-105 1.0 x10°TCID50 313 pos 33 neq
Negativ dverensstammelse: = 96,2 % (95 % Kl = 87,7 - 99,3%) ’ [ Paainfluenza? _VR-92 1,0 x 107TCIDSOM 2 22wy
Serratia liquifans 27592 0% 10 orgiml 73 pos | 33 ne [Barainfiuensa3 VR-53 1.0 x 10°TCIDS0/M 3/3 pos S/3 neg
OBS: For 7 av de prover som testades i USA angavs inte Staphylococous aureus | 25923 0% 107 org/ml /3 pos | 3/3 neg A o s e
provtypen. Dessa prover &r inte med i den uppdelade | Staphylococcus aureus | Cowan .0 x 10_org/ml /3pos | 3/3neg | R 6 VR1126 X 10°TCIDS0 3/3 pos /3 neg
A > " Staph epidermidis 12228 0 X 10" org/ml /3 pos__| 3/3 neg R 4 VRS X 10°TCIDB0 303 pos /3neq
redovisningen for nasofarynx pinnprovens prestanda Strep pneumoniae id siam 0% 10" org/ml /3 pos | 3/3 neg VR4 10T CioRom I oos 7 nos
(N = 100), respektive nasalaspiratprovens prestanda (N = 90). spgrA 2384 .0 x 10_org/ml /3pos | 3/3 neg aricella Ellen x10° PEU/mI 3/3 pos /3 neq
Dessa 7 prover &r emellertid medtagna i den sammantagna sparF 2392 -0x 10, org/ml /S pos 1 33 neg
p! 9 9 Streptococcus sp gr G 2304 ,0x 10 org/ml /3 pos | 3/3 neg

redovisningen av prestandadata for samtliga prover vid samtliga i .
Dessa virusstammar anskaffades fran American Type

institutioner (N = 197) och i tabellen med samtliga data for USA o 4 inA-

(tabell 2). ( ) 9 *(;owanstzmmfn foBStaphqucogcqstaurgus arken pro'[i!nl/? t Culture Collection (ATCC), och titrarna upprattades av
producerande stam. Den uppvisade inte nagon korsreaktivite det fristdende laboratorium déar korsreaktivitetstesterna
T*idr R/ri\ll— organismer/ml utfordes.

ANALYTISK SPECIFICITET OCH J J

***ink/ml = inklusioner/ml
KORSREAKTIVITET
De bakterie- och virusorganismer som redovisas nedan
anvéndes for att bedoma korsreaktiviteten for Clearview RSV-testet.



ANALYTISK KANSLIGHET

Detektionsgréanser (LOD) for Clearview RSV-
remstestet. Tabell 10: De interfererande substanserna for RSV-
antigen undergrupp A (l&nga stammar och A2-stammar) och
RSV-antigen undergrupp B (18537 och WV/14617/85, B-1-
stammar) redovisas i tabell 9.

Tabell 9: Detektionsgrénser (LOD) for Clearview

INTERFERERANDE SUBSTANSER

Helblod, mucin och ett flertal olika kommersiellt
tillgangliga produkter, vanliga kemikalier, férvaringsmedia och
transportmedia utvarderades och visade sig inte interferera med
Clearview RSV-testet vid de testade halterna. Testningen
utfordes i form av tre upprepade tester. (Se tabell 10.)

RSV Tabell 10: Interfererande substanser
Frekvens | 95%
iqen- i B . Slutl. konc.
Antigen LoD positiva !(Onfldens Testsubstans patestenh. Resultat
RSV-stam undergrupp pfu/ml test intervall
Long A 19x10° 0% 68,3-98,7 % RSV- Interfererande
konkurrens substans
Scope munvatten 25 3/3 positiv. 3/3 negativ
A2 A >1,12x10° | 80% 56,0-94.2 % Listerine munvatien 25 3/3 positiv__| 3/3 negativ
CVS munvatten 25 3/3 positiv. 3/3 negativ
Ludens 25 3/3 positiv 3/3 negativ
18537 B >19x 105 80% 56,0942 % Hall 3/3 positiv 3/3 negativ
Ricola 3/3 positiv. 3/3 negativ
WV14617/85 B 19x10° 95% 75,0999 % Afrin nésspray 313 positiv 313 negativ
nasspra 3/3 positiv 3/3 negativ
CVS nésspray 3/3 positiv. 3/3 negativ
4 i 10 mg/ml 3/3 positiv 3/3 negativ
syra 20 mg/ml 3/3 positiv. 3/3 negativ
S mg/ml 3/3 positiv. 3/3 negativ.
D 10 mg/ml 3/3 positiv 3/3 negativ
Dif 5 mg/ml 3/3 positiv. 3/3 negativ
. . e o . Efedrin 20 ma/ml 3/3 positiv. 3/3 negativ
Samtliga RSV-koncentratiner &r sddana som aterfunnits Guiakol- 20 ma/ml 3/3 positiv 3/3 negativ
P . . . i 2 [e) 10 mg/ml 3/3 positiv. 3/3 negativ
hos or!glnalprover fore manipulering och placering pa Abtorol 10 maim 373 hosity | 3/3 neaativ
Clearview RSV-testenheten. Mucin 4 ma/ml 3/3 positiv 3/3 negativ
Helblod 50 % (viktproc.) 3/3 positiv 3/3 negativ
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REPRODUCERBARHETSSTUDIER

NCCLS-dokument EP 12, “User Protocol for Evaluation of
Qualitative Test Performance; Approved Guideline” (anvéndarprotokoll
for utvardering av prestanda for kvalitativt test, godkand riktlinje)®
definierar de avgorande vérdena for utvérdering av ett kvalitativt tests
prestanda. Ett av dessa avgorande varden &r “avgransningsvardet”,
det vill sdga den testresponsniva 6ver vilken ett prov anses vara positivt,
och under vilken ett test anses vara negativt, samt den detektionsgréans
(LOD) vid vilken testsvaret ger 95 % positiva resultat och 5 % negativa
resultat. Avgréansningsvardet motsvarar den virushalt som ger 50 %
positiva resultat och 50 % negativa resultat. De nivaer som ligger 10 %
respektive 20 % dver avgransningsvardet ska ge positiviteter p& mellan
50 % och 95 %. For RSV-nivaer som ligger 10 % respektive 20 %
under avgransningsvardet ska andelen negativa testresultat ligga
mellan 50 % och 95 %.

Under tre p& varandra foljande dagar utvarderade ett antal
olika operatérer, vid ett stort antal olika testanlaggningar, Clearview
RSV-testets prestanda i form av sa&val maskerade
reproducerbarhetsforsok in house (se tabell 11) som maskerade
reproduecerbarhetsforsok vid lakarmottagningslaboratorier (se tabell
12). Som framgar s& definierar dessa forsok de avgorande vérdena
for den kvalitativa funktionen péa féljande sétt:

1. Avgransningsvardet vid en virushalt pd 9,3 x 10* pfu/ml, dar 50 % av
de upprepade proven befunnits vara positiva och 50 % befunnits vara
negativa.
2. Detektionsgransen (LOD) vid en virushalt p& 1,9 x 10° pfu/ml, dar de
positiva testresultaten narmar sig 95 % och de negativa testresultaten
narmar sig 5 %.
3. Det viruskoncentrationsintervall (pfu/ml) dver avgransningsvardet dar



de positiva testvardena utgdr mellan 50 % och 95 %.
4. Det viruskoncentrationsintervall (pfu/ml) under avgrénsningsvardet
dar de negativa testvardena utgdr mellan 50 % och 95 %.

Dessutom visade POL-faltstudier vid tre fristdende institutioner
forvéntade varden, med varden for procentandel positiva tester for LOD-
vardet vid 1,9 x 10° pfu/ml som narmade sig 95 %. Virushalter 6ver 95-
procentsintervallet vid 7,7 x 10° pfu/ml, som narmar sig 100 % positiva
testresultat, visades. Dessutom har virushalterna vid 10 % (1,02 x 10°
pfu/ml) respektive 20 % (1,12 x 10° pfu/ml) 6ver avgransningsvardet
andelar forvant-ade positiva testresultat pa 61 % respektive 74 %. Vid
20 % under avgransningsvardet (7,4 x 10* pfu/ml) utgér andelen
negativa testresultat 77 %, och utanfér 95-procentsintervallet vid 4,7 x
10* pfu/ml narmar sig andelen negativa testresultat 100 % (tabell 12).

OBS: Den positiva kontroll som anvéandes vid reproducer-
barhetsforsoken var RSV Long Strain vid enhetens detekteringsgrans
(1,9 x 10° pfu/ml), i syfte att battre definiera analysens kritiska punkt.
Den kontroll som ingér i kitet har dubbla denna detekteringsgréns
koncentration.

In house reproducerbarhet

Tabell 11 nedan redovisar de positiva respektive negativa
testresultaten for Clearview RSV, med konfidensintervall (KI) pa 95 %,
for fem RSV-koncentrationer: (1) en detekteringsgrans (LOD) pa 1,9 x
10° pfu/ml, (2) ett avgransningsvérde pa 9,3 x 10* pfu/ml, (3) 20 % Gver
avgransningsvardet vid 1,12 x 10° pfu/ml, (4) 10 % over
avgransningsvardet vid 1,02 x 10° pfu/ml, samt (5) 20 % under
avgransningsvardet vid 7,4 x 10* pfu/ml. Testningen genomférdes med
kodade prover i form av dagliga korningar under tre pa varandra féljande
dagar, och av tre operatorer. Samtliga RSV-koncentrationer &r sddana
som &terfunnits hos originalprover fére manipulering och placering pa

Tabell 11: In house reproducerbarhet for
Clearview RSV

RSV Antal Frekvens (%) Frekvens (%)
Long Strain replikat positiva negativa
(pfu/ml) (95 % KI) (95 % Kl)
1,9x10° 30 83,3 (65,3—-94.4) 16,7 (5.64-34.7)
1,12 x 10° 90 67,8 (57,1-77,3) 32,2 (28,8—42,9)
1,02 x 10° 90 58,9 (48,0-69.2) 41,1 (30,8-51,9)
9,30 x 10* 90 50,0 (39,3-60,7) 50,0 (39.3-60,7)
7,40 x 10* 90 23,3 (15,1- 33,4) 76,6 (66,6-84,4)
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Clearview RSV-testenheten.

Reproducerbarhetsstudier vid

lakarmottagningslaboratorier (POL)

Tabell 12 redovisar de positiva och negativa testresultaten
for Clearview RSV, med konfidensintervall (KI) pa 95 %, for RSV-
koncentrationer vid detekteringsgransen (LOD) pa 1,9 x 10° pfu/ml,
Gver 95-procentsintervallet vid 7,7 x 105 pfu/ml, p& tre nivéer kring
avgransningsvéardet mellan 7,40 x 10* pfu/ml och 1,12 x 10° pfu/ml,
samt under 95-procentsintervallet vid 4,7 x 10* pfu/ml. Testningen
utfordes med kodade prover, av sex operatdrer, med olika
utbildningsbakgrunder och yrkeserfarenheter, med tre upprepningar
vid tre institutioner under tre dagar. Samtliga RSV-koncentrationer &ar
s&dana som &terfunnits hos originalprover fére manipulering och
placering pa Clearview RSV-testenheten.

Tabell 12: Reproducerbarhet vid

lakarmottagningslaboratorier for Clearview RSV

RSV Antal Frekvens (%) Frekvens (%)
Long Strain replikat positiva negativa

(pfu/ml) (95 % KI) (95 % KI)

7,7x10 54 100 (93.,4-100) 00,0 (0,0- 6,6

1,9 x 10 54 100 (93,4-100) 00,0 (0,0- 6,6)
1,12 x 10 54 74,1 (60,4-85,0) 25,9 (14,9- 39,65)
1,02 X 10 54 61,1 (46,9- 74,1) | 38,8 (25,9 53,12)
7,40 x 10" 54 22,2 (12,0-77,7) 77,7 (64,4- 87,
4,7 x 10" 54 00,0 (0,0- 6.,6) 100 (93,4-100)

OBS: RSV Long Strain, som anvandes vid genomférandet av dessa
reproducerbarhetsstudier, &r en laboratorieanpassad stam som
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