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Yleisia tietoja

Kayttotarkoitus

Aptima CMV Quant Assay (Aptiman kvantitatiivinen CMV-maaritys) on nukleiinihappojen in
vitro -monistustesti, jolla maaritetdan kvantitatiivisesti ihmisen sytomegaloviruksen (CMV)
DNA:n esiintyminen ihmisen EDTA-plasmassa ja kokoveressa taysautomaattisella Panther
System -jarjestelmalla.

Aptima CMV Quant Assay on tarkoitettu kaytettavaksi diagnosoinnin apuvalineena ja
apuvalineena kiintedn elinsiirteen saaneiden sekd hematopoieettisen kantasolusiirteen
saaneiden potilaiden hoidossa.

Aptima CMV Quant Assay -maaritysta ei ole tarkoitettu kaytettdvaksi CMV:n veresta tai
verivalmisteista havaitsemisen seulontatestina.

Testin yhteenveto ja kuvaus

Ihmisen CMV on hyvin yleisesti esiintyva suoraketjuinen, kaksoisjuosteinen 240 kiloemaksen
DNA-virus, joka kuuluu herpesvirusten perheeseen. Tutkitun populaation ja maantieteellisen
alueen mukaan vaihdellen CMV:n esiintyminen seerumissa on 45-100 %
maailmanlaajuisesti.”? Potilailla, joiden immuunijarjestelma toimii kunnolla, CMV-infektio on
yleensa oireeton ja rajoittuu itsestdan vahaiseksi. Henkil6illa, joiden immuunijarjestelma on
heikentynyt, kuten siirrepotilailla ja potilailla, joilla on immuunikatovirusinfektio, CMV on
kuitenkin merkittava sairaalloisuutta ja kuolleisuutta maarittava tekija.

Muiden herpesvirusten tavoin CMV muodostaa primaarisen infektion jalkeen elinikaisen
piilevan infektion, joka voi aktivoitua ajoittain uudelleen. Siirrepotilailla piilevan CMV:n
siirtyminen kehoon siirteen kautta tai pilevan CMV-infektion uudelleen aktivoituminen
isdnnassa voi aiheuttaa viruksen laaja-alaisen replikoitumisen ja leviamisen useisiin elimiin,
mika on usein hengenvaarallista.

Kvantitatiivinen nukleiinihappojen monistukseen perustuva testaus on ensisijainen CMV-
infektion ja -sairauden tarkkailumenetelmalld siirteen saaneilla potilailla, koska se on seka
nopea ettd herkka testi.* Viimeaikaiset ohjeet suosittelevat CMV-viruskuormituksen
tarkastamista vahintaan viikoittain, jotta osataan tehda CMV:ta estavaa hoitoa koskevat
paatdkset ja voidaan tarkkailla hoitovastetta.**® Yleensa suurempiin viruskuormituksen
arvoihin liittyy kasvanut CMV-sairauden riski.** Nain ollen CMV:n DNA:n kvantitatiivinen
maaritys yhdessa Kliinisten oireiden ja muiden keskeisten laboratoriotestien tulosten kanssa
on ratkaisevan tarkeda CMV-infektiota sairastavien potilaiden hoidossa.

Menetelman toimintaperiaate

Aptima CMV Quant assay -maaritys on nukleiinihappojen in vitro -monistustesti, joka kayttaa
Panther System -jarjestelmassa* reaaliaikaista transkriptiovalitteistd monistustekniikkaa (TMA)
CMV:n DNA:n genotyyppien 1, 2, 3 ja 4 kvantitiviseen maarittdmiseen. Testin aluke kohdentuu
erittain konservoituneeseen UL56-geeniin, mika varmistaa CVM:n DNA:n tarkan kvantitatiivisen
maarityksen. Maaritys on standardoitu WHO:n ensimmaisen kansainvalisen standardin (NIBSC-
koodi: 09/162) mukaisesti ihmisen sytomegaloviruksen maarittamista varten®.

Aptima CMV Quant Assay -maarityksessa on kolme paavaihetta, jotka kaikki tehdaan yhdessa
putkessa Panther System -jarjestelmassa: kohteen eristys, kohteen monistus TMA-tekniikalla ja
monistustuotteiden (amplikoni) havaitseminen fluoresoivasti leimatuilla koettimilla.

*Mukaan lukien Panther System -jarjestelman muunnelmat.
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Kohteen eristyksen aikana virus-DNA eristetdan naytteistd. Naytetta kasitellaan
puhdistusaineella, jotta viruksen kuori liukenee, proteiinit denaturoituvat ja viruksen genomin
DNA vapautuu. Eristetyt oligonukleotidit hybridisoituvat testindytteen CMV:n DNA:n erittain
hyvin konservoituneisiin alueisiin (jos sellaisia on). Hybridisoitu kohde sidotaan sen jalkeen
magneettisiin mikrohiukkasiin, jotka erotetaan naytteestd magneettikentassa. Pesuvaiheissa
ulkoiset ainesosat poistetaan reaktioputkesta.

Kohteen monistus tapahtuu TMA-tekniikalla, joka on transkriptiovalitteinen nukleiinihappojen
monistusmenetelma, jossa kaytetdan kahta entsyymia, Moloneyn hiiren leukemiaviruksen
(MMLV) kaanteistranskriptaasia ja T7 RNA -polymeraasia. Kaanteistranskriptaasia kaytetaan
kohdesekvenssin DNA-kopion (joka sisdltda promootterisekvenssin T7 RNA -polymeraasia
varten) luomiseen. T7 RNA -polymeraasi tuottaa useita RNA-amplikonin kopioita DNA-
kopioalukkeesta.

Havaitseminen tehdaan kayttamallad yksijuosteisia, fluoresoivasti leimattuja
nukleiinihappokoettimia, jotka ovat Iasna kohteen monistuksen aikana ja hybridisoituvat
spesifisesti amplikoniin reaaliaikaisesti. Jokaisessa koettimessa on fluorofori ja sammuttaja.
Kun koetin ei hybridisoidu amplikoniin, sammuttaja on fluoroforin laheisyydessa ja estaa
fluoresenssin. Kun fluoresoivasti leimattu koetin sitoutuu amplikoniin, sammuttaja siirtyy
kauemmas poispain fluoroforista, joka lahettda signaalia tietylld aallonpituudella, kun
valonlahde virittdd sen. Kun enemman fluoresoivasti leimattuja koettimia hybridisoituu
amplikoniin, ne synnyttavat suuremman fluoresoivan signaalin. Aika, joka fluoresoivalta
signaalilta kuluu tietyn kynnysarvon saavuttamiseen, on suhteessa CMV:n alkupitoisuuteen.
Jokaisessa reaktiossa on mukana sisainen kalibraattori / sisdinen kontrolli (IC) -aine, joka
ilmaisee naytteen kasittelyssa, monistuksessa ja havaitsemissa ilmenevan vaihtelun.
Naytteen pitoisuus maaritetddan Panther System -jarjestelmaohjelmistolla kayttamalla kunkin
reaktion CMV- ja IC-signaaleja ja vertaamalla niitd kalibrointitietoihin.

Maarityksen tulokset muunnetaan kopioita/mL-arvoista IU/mL-arvoiksi kayttaen Panther-
ohjelmiston sisaistd muuntotekijayhtaléa. Samaa muuntokerroinyhtal6a kaytetaan seka
kokoveri- etta plasmanaytteille. Laimennuskerrointa 4 kaytetdan kokoverindytteiden CMV-
viruskuorman tuloksille, kun Whole Blood Conversion Factor (Kokoveren muuntokerroin) on
valittu Panther-jarjestelmassa.

Varoitukset ja varotoimet
A. Diagnostiseen in vitro -kayttéon.

B. Ammattikayttoon.

C. Epakelpojen tulosten riskin vahentdmiseksi kayttajan on luettava huolella koko
pakkausseloste ja asianmukainen Panther System / Panther Fusion System -kédyttbopas
ennen maarityksen suorittamista.

Laboratorioon liittyvia seikkoja

D. HUOMIO: Taman maarityksen kontrollit sisaltavat ihmisen plasmaa. Plasma on
negatiivista hepatiitti B -pinta-antigeenin (HBsAg), HCV:n vasta-aineiden, HIV-1:n ja HIV-
2:n vasta-aineiden ja HIV-antigeenin suhteen, kun se testataan Yhdysvaltain elintarvike-
ja laakehallinnon lisensoitujen testausmenettelyjen mukaisesti. Lisdksi plasma ei reagoi
CMV:n DNA:n, HBV:n DNA:n, HCV:n RNA:n ja HIV-1:n RNA:n kanssa, kun se testataan
lisensoiduilla nukleiinihappotesteilla kayttamalla yhdistettyja naytteitd. Kaiken ihmisen
veresta peraisin olevan materiaalin on katsottava olevan mahdollisesti tartuntavaarallista,
ja siksi tallaista materiaalia on kasiteltava yleisten varotoimien mukaisesti."*""
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E. Taman menetelman saa suorittaa vain henkiléstd, joka on saanut riittdvan koulutuksen
Aptima CMV Quant Assay -maarityksen kayttéon ja mahdollisesti tartuntavaarallisten
materiaalien kasittelyyn. Jos tapahtuu vuoto, on suoritettava heti desinfiointi
asianmukaisten tutkimuspaikan menettelyohjeiden mukaisesti.

Kayta vain toimitettuja tai maaritettyja kertakayttdisia laboratoriotarvikkeita.

G. Kayta tavallisia laboratoriota koskevia varotoimia. Ala koskaan pipetoi suun avulla. Ala
sy0 tai juo mitdan tai tupakoi maaritetyilla tydskentelyalueilla. Kayta kertakayttoisia,
jauheettomia kasineita, silmasuojaimia ja laboratoriotakkeja naytteiden ja tarvikesarjan
reagenssien kasittelyn aikana. Pese kadet perusteellisesti naytteiden ja tarvikesarjan
reagenssien kasittelyn jalkeen.

H. Tydskentelypinnat, pipetit ja muut laitteet on desinfioitava sdanndllisesti 2,5 %—3,5 %
(0,35-0,5 M) natriumhypokloriittiliuoksella.

I. Havitd kaikki materiaalit, jotka ovat koskeneet naytteisiin ja reagensseihin, paikallisten ja
kansallisten asetusten mukaisesti.""**** Puhdista ja desinfioi kaikki tydoskentelypinnat
huolellisesti.

J. Kontrollit sisdltavat natriumatsidia sailontaaineena. Ala kaytd metalliputkea reagenssin
siirtoon. Jos natriumatsidiyhdisteitad sisaltavat liuokset havitetdan viemaristéén, ne on
laimennettava ja huuhdeltava runsaalla maaralla juoksevaa vetta. Naitd varotoimia
suositellaan, jottei metalliputkiin kerry jaamia, joista voi kehittya rajahdysvaarallisia.

K. Molekyylilaboratorioiden hyvat peruskaytannot sisaltavat ympariston valvonnan.
Laboratorion ympariston valvontaan suositellaan seuraavaa menettelytapaa:

1. Hanki puuvillakarkinen vanupuikko ja liitd se Aptima Specimen Aliquot Tube (SAT) -
naytealikvoottiputkeen.

2. Merkitse jokainen SAT-putki asianmukaisesti.

3. Tayta jokainen SAT-putki 1 mL:lla Aptima Specimen Diluent -laimennusainetta.

4. Kostuta vanupuikko kevyesti nukleaasittomalla deionisoidulla vedella pintanaytteiden
ottamista varten.

5. Hankaa kohdepintaa ylhaalta alaspain suuntautuvalla liikkeelld. Pyorita puikkoa noin
puoli kierrosta kohdepinnan hankaamisen aikana.

6. Aseta vanupuikkonayte heti nayteputkeen ja pyoéritd vanupuikkoa varovasti
laimennusaineessa, jotta mahdolliset vanuun tarttuneet materiaalit siirtyvat
nesteeseen. Paina vanupuikko siirtoputken kylkeen ottaaksesi mahdollisimman paljon
nestettd. Heitd vanupuikko pois ja sulje putki korkilla.

7. Toista vaiheet jaljella oleville vanupuikkonaytteille.

8. Testaa vanupuikko molekyylimaarityksella.

Naytteeseen liittyvia seikkoja

L. Naytteet voivat olla tartuntavaarallisia. Noudata yleisia varotoimia®"* taman maarityksen
suorittamisen aikana. Asianmukaiset kasittely- ja havitysmenetelmat on maaritettava
paikallisten maaraysten mukaisesti." Taman menetelman saa suorittaa vain henkilosto,
joka on saanut riittavan koulutuksen Aptima CMV Quant Assay -maarityksen kaytosta ja
tartuntavaarallisten materiaalien kasittelysta.

M. Pida huolta, ettd naytteen kuljetuksen aikana sailytysolosuhteet ovat oikeanlaiset, jotta
nayte sailyy kunnossa. Naytteen stabiiliutta muiden kuin suositeltujen
toimitusolosuhteiden aikana ei ole arvioitu.
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N.

Valta ristikontaminaatiota naytteiden kasittelyn aikana. Ole erityisen varovainen, jottei
aerosolien leviaminen aiheuta kontaminaatiota naytteiden irrottamisen tai putkien
avaamisen aikana. Naytteet voivat sisaltaa erittdin suuria elidpitoisuuksia. Varmista, etta
naytesailiot eivat koske toisiinsa, ja havita kaytetyt materiaalit viematta niitd avointen
sailididen yli. Vaihda kasineet, jos ne koskevat naytteeseen.

Maaritykseen liittyvid seikkoja

0.

A O

Ala kayta reagenssitarvikesarjaa, kalibraattoria tai kontrolleja niiden viimeisen
kayttopaivan jalkeen.

Ala vaihda, sekoita tai yhdistd maaritysreagensseja tarvikesarjoista, joiden paderanumerot
eivat ole samoja. Maarityksen nesteilla voi olla eri eranumerot. Kontrolleilla ja
kalibraattorilla voi olla eri erdnumerot.

Valta mikrobien ja nukleaasien aiheuttamaa reagenssien kontaminaatiota.

Sulje kaikki maaritysreagenssit korkeilla ja sailyta niitd maaritetyissa lampdtiloissa. Vaarin
sailytettyjen maaitysreagenssien kayttd voi vaikuttaa maarityksen suorittamiseen. Jos
haluat lisatietoja, katso Reagenssien séilytys- ja kéasittelyvaatimukset ja Panther System -
jérjestelmén testausmenetelma.

Ala yhdista mitdan méaaritysreagensseja tai nesteita ilman erillista ohjetta. Ala tayta vajaita
reagenssi- tai nestepulloja. Panther System -jarjestelmaa varmistaa reagenssien maarat.

Varo kohteen vahvennereagessin (Target Enhancer Reagent, TER) joutumista iholle,
silmiin ja limakalvoille. Pese vedella alue, jolle tata reagenssia on joutunut. Jos reagenssia
laikkyy, laimenna vedelld ja noudata asianmukaisia tutkimuspaikan menettelyohjeita.

Jotkin taman tarvikesarjan reagenssit on merkitty vaara- ja turvallisuussymbolein.

Huomautus: Vaarailmoitukset vastaavat EU:n kéyttéturvallisuustiedotteiden luokituksia.
Jos haluat tutustua oman alueesi vaarailmoitustietoihin, tutustu aluekohtaiseen
kayttéturvallisuustiedotekirjastoon osoitteessa www.hologicsds.com

Kanadan vaaratiedot

CMV-pakkauksen kontrollit
Ihmisplasma 95-100 %

Natriumatsidi <1 %

VAROITUS

H312 — Haitallista joutuessaan iholle

EUHO032 — Kehittaa erittain myrkyllistd kaasua hapon kanssa
P280 — Kayta silmiensuojainta/kasvonsuojainta

Havita sisaltd/pakkaus hyvaksytyssa jatteidenkasittelylaitoksessa

ks A

Kohteen vahvennereagenssi (TER)
Litiumhydroksidimonohydraatti 5-10 %

VAARA

H302 - Haitallista nieltyna

H314 — Voimakkaasti ihoa syOvyttavaa ja silmia vaurioittavaa

P264 — Pese kasvot, kadet ja nakyvissa oleva iho huolellisesti kasittelyn jalkeen

P270 — Syéminen, juominen ja tupakointi kielletty kemikaalia kaytettaessa

P260 — Ala hengita pélya/savua/kaasua/sumua/hdyryé/suihketta

P280 — Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta

P303 + P361 + P353 — JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus valittémasti.
Huuhdo/suihkuta iho vedella

P305 + P351 + P338 — JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean minuutin ajan.
Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

P310 — Ota valittdmasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laakariin

P405 — Varastoi lukitussa tilassa
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EU:n vaaratiedot

CMV-pakkauksen kontrollit
Ihmisen plasma 95-100 %

Natriumatsidi < 1 %

VAROITUS

H312 — Haitallista joutuessaan iholle

H412 — Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia

EUHO032 — Kosketus happojen kanssa vapauttaa erittdin myrkyllistd kaasua
P273 — Valtettava paastamistd ymparistéon

P280 — Kayta silmiensuojainta/kasvonsuojainta

Target Enhancer Reagent (kohteen vahvennereagenssi)
Litiumhydroksidimonohydraatti 5-10 %

O O

VAARA

H302 - Haitallista nieltyna

H314 — Voimakkaasti ihoa syOvyttavaa ja silmia vaurioittavaa

P260 — Ala hengité polya/savua/kaasua/sumua/hdyryéd/suihketta

P280 — Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta

P303 + P361 + P353 — JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus valittdmasti.
Huuhdo/suihkuta iho vedella

P305 + P351 + P338 — JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedelld usean minuutin ajan.
Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

P310 — Ota valittdmasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laakariin

k)
pel

Australian vaaratiedot

CMV-pakkauksen kontrollit
Ihmisplasma 95-100 %
Natriumatsidi <1 %

VAROITUS

H312 — Haitallista joutuessaan iholle

H412 — Haitallista vesielidille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia
EUHO032 - Kehittaa erittdin myrkyllistd kaasua hapon kanssa
P273 — Valtettava paastamistd ymparistéon

P280 — Kayta silmiensuojainta/kasvonsuojainta

Kohteen vahvennereagenssi (TER)
Litiumhydroksidimonohydraatti 5-10 %

Al A%

VAARA

H302 — Haitallista nieltyna

H314 — Voimakkaasti ihoa sydvyttavaa ja silmia vaurioittavaa

P260 — Al& hengiti pélya/savua/kaasua/sumua/hdyrya/suihketta

P280 — Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta

P303 + P361 + P353 — JOS KEMIKAALIA JOUTUU IHOLLE (tai hiuksiin): Riisu saastunut vaatetus valittdmasti.
Huuhdo/suihkuta iho vedella

P305 + P351 + P338 — JOS KEMIKAALIA JOUTUU SILMIIN: Huuhdo huolellisesti vedella usean minuutin ajan.
Poista piilolinssit, jos sen voi tehda helposti. Jatka huuhtomista.

P310 — Ota valittdmasti yhteys MYRKYTYSTIETOKESKUKSEEN tai laakariin

k)
pel

Pakkauksen kalibraattori
HEPES 15-20 %

Litiumhydroksidi, monohydraatti 1-5 %
Butaanidihappo 1-5 %

H312 — Haitallista joutuessaan iholle

H412 — Haitallista vesielidille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia
EUHO032 — Kehittaa erittdin myrkyllistd kaasua hapon kanssa
P273 — Valtettava paastamistd ymparistéon

P280 — Kayta silmiensuojainta/kasvonsuojainta
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Reagenssien sailytys- ja kasittelyvaatimukset

A. Seuraavassa taulukossa esitetdan reagenssien, kontrollien ja kalibraattorin
sailytysolosuhteet ja stabiilius.

Avattu tarvikesarja (sekoitettu)

. Sailytys
ReagenSSI avaama:,tgmana
Siilytys Sailyvyys
gCMV Amplification Reagent (qCMV- 2°C..8°C
monistusreagenssi)
gCMV Amplification Reconstitution Solution 2°C..8°C 2°C..8°C 30 paivas®
(9CMV-monistuksen sekoitusliuos) paivaa
qCMV Er\syme Rgagent (qCMV- 2°C..8°C
entsyymireagenssi)
qCMV Epzyme Rec_onstitution Solution (QCMV- 2°C..8°C 2°C..8°C 30 paivas®
entsyymin sekoitusliuos)
gqCMV Promoter Reagent (QqCMV- 2°C. 8°C
promootterireagenssi)
qCMV Prorpoter Recohstitution Solution (qCMV- 2°C..8°C 2°C..8°C 30 paivad®
promootterin sekoitusliuos)
qQMV Target Ca}pture Reagent (qCMV-kohteen 2°C..8°C 2°C..8°C 30 paivaa
eristysreagenssi)
Kertakayttdinen
gCMV PCAL (positiivinen kalibraattori) -15°C..-35°C 15°C..30°C injektiopullo
Kéayta 24 tunnin sisalla
Kertakayttdinen
gCMV NC CONTROL — (negatiivinen kontrolli) -15°C..-35°C 15°C..30°C injektiopullo
Kéayta 24 tunnin sisalla
. e Kertakayttoinen
ECMV”I'_PC CONTROL + (alarajan positiivinen —15°C.. 35 °C 15°C..30 °C injektiopullo
ontrolli) Kyt 24 tunnin sisillé
. N Kertakayttdinen
ECMV”HPC CONTROL + (ylarajan positiivinen —15°C.. 35 °C 15°C..30 °C injektiopullo
ontrolli) Kyt 24 tunnin sisillé
gCMV Target Enhancer Reagent (qCMV-kohteen 15 °C...30 °C 15 °C...30 °C 30 paivas®

vahvennereagenssi)

* Kun reagenssit poistetaan Panther Systemista, ne on palautettava heti asianmukaisiin sailytyslampétiloihinsa.

B. Havita kaikki kayttamattdmat sekoitetut reagenssit, kohteen eristysreagenssi (Target
Capture Reagent, TCR) ja kohteen vahvennereagenssi (Target enhancer reagent, TER)
30 paivan kuluttua tai kun paaeran viimeinen kayttopaiva on umpeutunut, kumpi
tapahtuukin ennemmin.

C. Panther System -jarjestelmassa sailytettyjen reagenssien sailyvyys on 96 tuntia.
Reagenssit voidaan ladata Panther System -jarjestelmaan enintaan 8 kertaa. Panther
System kirjaa lokiin jokaisen reagenssien latauskerran.

D. Kalibraattorin sulattamisen jalkeen liuoksen on oltava kirkasta, eli se ei saa olla utuista
eika siind saa olla sakkaa. Varmista, ettd sakka on liuennut. Ala kayta kalibraattoria, jos
esiintyy hyytymistd, saostumista tai sameutta.
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E. Kylmakuivattu promootterireagenssi ja sekoitettu promootterireagenssi ovat valonarkoja.
Suojaa nama reagenssit valolta sailytyksen ja kaytdén valmistelun aikana.

F. qCMV-kohteen vahvennereagenssin lampdétilan taytyy olla 15 °C...30 °C ennen kayttoa.

Naytteiden keraaminen ja sailyttaminen

Huomautus: Késittele kaikkia néytteitd aivan kuin ne siséltaisivat mahdollisesti
tartuntavaarallisia aineita. Kéyta yleisid varotoimia.

Huomautus: Vilta ristikontaminaatiota néytteiden kéasittelyn aikana. Hévitad esimerkiksi
kéytetyt materiaalit viemétté niitd avoimien putkien yli.

Huomautus: vain muovisia toissijaisia putkia suositellaan néytteiden séilytykseen.

Seuraaviin lasi- tai muoviputkiin kerattyja kokoverinaytteitd voidaan kayttda plasman
valmisteluun:

+ EDTA-antikoagulantteja sisaltavat putket
* plasman valmistusputket (PPT).
A. Naytteenotto

1. Plasma: Kokoveri voidaan sailyttda 2 °C:ssa...30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava
24 tunnin kuluessa naytteenotosta. Erota plasma pelletdidyista punasoluista
kaytettavan putken valmistajan ohjeiden mukaisesti. Plasma voidaan testata Panther
System -jarjestelmassa ensisijaisessa putkessa tai siirtaa toissijaiseen putkeen, kuten
Aptima Specimen Aliquot Tube (SAT) -naytealikvoottiputkeen. 500 pL:n naytetilavuuden
saamiseen ensisijaisiin naytteenottoputkiin tarvitaan vahintdan 1 200 pL:n
plasmatilavuus. Toissijaisten putkien tapauksessa 500 uL:n naytetilavuus saadaan
vahintaan 700 pL:lla plasmaa. Seuraavassa taulukossa on eritelty kunkin ensisijaisen
ja toissijaisen putkityypin kuolleen tilavuuden vaatimukset.

Putki (koko ja tyyppi) Kuollut tilavuus Pantherissa

Aptima Sample Aliquot Tube (SAT) -

naytealikvoottiputki 0.2 mL

12 x 75 mm 0,5mL
13 x 100 mm 0,5mL

13 x 100 mm geelin kanssa 0,3 mL
16 x 100 mm geelin kanssa 0,7 mL

Jos plasmaa ei testata heti, sitd voidaan sailyttaa alla esitettyjen ohjeiden mukaisesti.
Jos plasma siirretdan toissijaiseen putkeen, se voidaan jaadyttda —20 °C:seen tai
—70 °C:seen. Ala tee useampaa kuin kolmea jaadytys-sulatuskasittelya. Ala jaadyta
plasmanaytteita ensisijaisissa EDTA-naytteenottoputkissa.

2. Kokoveri pitaa kasitella kayttaen ennalta taytettyja kokoveren laimennusputkia ennen
kuin se testataan Panther System -jarjestelmassa. Ala tee useampaa kuin kolmea
jaadytys-sulatuskasittelya kasittelemattomille kokoverinaytteille.
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B. Naytteiden sailytysolosuhteet
1. EDTA-plasmanaytteet

Kokoveri voidaan sailyttda 2 °C:ssa...30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava 24 tunnin
kuluessa naytteenotosta. Plasmaa voidaan sen jalkeen sailyttda jossain seuraavista
olosuhteista:

* ensisijaisessa naytteenottoputkessa tai toissijaisessa putkessa
2 °C:ssa...30 °C:ssa enintdan 24 tunnin ajan

* ensisijaisessa naytteenottoputkessa tai toissijaisessa putkessa
2 °C:ssa...8 °C:ssa enintaan 5 paivan ajan tai

+ toissijaisessa putkessa —20 °C:ssa tai —70 °C:ssa enintdan 60 paivan ajan.

Kokoveri
30°C
2°C

< 24 tuntia nédytteenoton
Jélkeen

Ensisijainen tai | |Ensisijainen tai T
siain isijain Toissijainen
toissijainen toissijainen
30°C 8°C -15°C -65°C
tai
2°C 2°C -35°C -85°C
< 24 tuntia < 5 paivaa < 60 péivaa

Kuva 1. EDTA-putkien sailytysolosuhteet
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2. PPT-naytteet

Kokoveri voidaan sailyttda 2 °C:ssa...30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava 24 tunnin
kuluessa naytteenotosta. Plasmaa voidaan sen jalkeen sailyttaa jossain seuraavista
olosuhteista:

* PPT-putkessa 2 °C:ssa...30 °C:ssa enintddn 24 tunnin ajan
* PPT-putkessa 2 °C:ssa...8 °C:ssa enintdan 5 paivan ajan tai

* PPT-putkessa —20 °C:ssa...—70 °C:ssa enintdan 60 paivan ajan

Kokoveri
30°C
2°C

< 24 tuntia néytteenoton
Jélkeen

PPT PPT PPT
30°C 8°C -15°C -65°C
tai
A AT AT A
< 24 tuntia < 5 paivaa <60 péiyéé

Kuva 2. PPT-putkien sdilytysolosuhteet
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3. Kokoverinaytteet

Kokoverta voidaan sailyttda 15 °C:ssa...30 °C:ssa enintdan 36 tunnin ajan
naytteenoton jalkeen. Kerattya kokoverta voidaan sailyttda jossain seuraavista
olosuhteista:

* ensisijaisessa naytteenottoputkessa 2 °C:ssa...8 °C:ssa enintaan 5 paivan
ajan tai

* ensisijaisessa naytteenottoputkessa —20 °C:ssa...—70 °C:ssa enintaan
60 paivan ajan.

Kokoveri

30°C
15°C

< 36 tuntia néytteenoton
Jjélkeen

Ensisijainen Ensisijainen
8°C -15°C -65°C
tai
2°C -35°C -85°C
< 5 paivaa < 60 paivaa

Kuva 3. Kokoverinadytteiden séilytysolosuhteet

Panther System -jarjestelmassa sailytettavat naytteet

Plasma- ja kokoverinaytteet voidaan jattda Panther System -jarjestelmaan ilman korkkia
enintdan 8 tunnin ajaksi. Naytteet voidaan poistaa Panther Systemista ja testata, kunhan
kokonaissailytysaika jarjestelmassa ei ylita 8 tuntia, ennen kuin Panther System pipetoi
naytteen.

Naytteen siirto

Pida naytteen sailytysolosuhteet kohdassa Néytteiden kerddminen ja séilyttdminen
kuvattuina.

Huomautus: néytteet on kuljetettava soveltuvien kansallisten, kansainvélisten ja
paikallisten siirtosddnnésten mukaisesti.
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Aptima-

Panther System -jarjestelma

Panther System -jarjestelmaan tarkoitetut Aptima CMV Quant Assay -maarityksen reagenssit
luetellaan alla. Reagenssin yksildintimerkinnat luetellaan my6s reagenssin nimen vieressa.

Toimitetut reagenssit ja materiaalit

Aptima CMV Quant Assay Kit, 100 testia (tuotenro PRD-05074)
(1 maarityslaatikko, 1 kalibraattoripakkaus, 1 kontrollipakkaus ja 1 kohteen
vahvennereagenssilaatikko)

Aptima CMV Quant Assay -laatikko
(séilyta 2 °C:ssa...8 °C:ssa vastaanoton jalkeen)

Merkinta

Komponentti

Maara

A

qCMV Amplification Reagent (qCMV-monistusreagenssi)
Ei-infektoivat nukleiinihapot puskuriliuokseen kuivattuina.

1 injektiopullo

qCMV Ensyme Reagent (qCMV-entsyymireagenssi)
Kéénteistranskriptaasi ja RNA-polymeraasi kuivattuina HEPES-
puskuroidussa liuoksessa.

1 injektiopullo

PRO

qCMV Promoter Reagent (qCMV-promootterireagenssi)
Ei-infektoivat nukleiinihapot puskuriliuokseen kuivattuina.

1 injektiopullo

AR

qCMV Amplification Reconstitution Solution (qCMV-monistuksen
sekoitusliuos)
Vesiliuos, joka siséltaa glyserolia ja séiléntéaaineita.

1x7,2mL

ER

qCMV Enzyme Reconstitution Solution (qCMV-entsyymin
sekoitusliuos)

HEPES-puskuroitu liuos, joka siséltaéa pinta-aktiivista ainetta ja
glyserolia.

1x5,8mL

PROR

qCMV Promoter Reconstitution Solution (QCMV-promootterin
sekoitusliuos)
Vesiliuos, joka siséltééa glyserolia ja séilbntaaineita.

1x4,5mL

TCR

qCMV Target Capture Reagent (qCMV-kohteen eristysreagenssi)
Nukleiinihapot puskuroidussa suolaliuoksessa, joka siséltda kiintean
faasin ei-infektoivia nukleiinihappoja ja siséista kalibraattoria.

1x72,0mL

Sekoituskaulukset

3

Paaeran viivakoodiarkki

1 arkKi

Aptima CMV Quant Calibrator -pakkaus (tuotenro PRD-05075)
(sailyta —15 °C:ssa...—35 °C:ssa vastaanoton jalkeen)

Merkinta

Komponentti

Maara

PCAL

qCMV Positive Calibrator (positiivinen qCMV-kalibraattori)
Plasmidi-DNA:ta puskuroidussa liuoksessa.

5x2,5mL

Kalibraattorin viivakooditarra

Aptima CMV Quant Assay 12
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Aptima CMV Quant Controls -pakkaus (tuotenro No. PRD-05076)
(séilytd —15 °C:ssa...—35 °C:ssa vastaanoton jalkeen)

Merkinta

Komponentti

Maara

NC

qCMV Negative Control (negatiivinen qCMV-kontrolli)
CMV-negatiivinen defibrinoitu ihmisen plasma, joka siséltaa
gentamysiinié ja 0,2 % natriumatsidia séilbntdaineina.

5x0,8mL

LPC

dqCMV Low Positive Control (qCMV:n alarajan positiivinen
kontrolli)

Inaktivoitu CMV defibrinoidussa ihmisen plasmassa, joka siséltda
gentamysiinié ja 0,2 % natriumatsidia séilbntéaineina.

5x0,8mL

HPC

qCMV High Positive Control (qCMV:n yldrajan positiivinen
kontrolli)

Inaktivoitu CMV defibrinoidussa ihmisen plasmassa, joka siséltda
gentamysiinié ja 0,2 % natriumatsidia séilbntdaineina.

5x0,8mL

Kontrollin viivakooditarra

Aptima CMV Quant Target Enhancer Reagent -laatikko
(séilytd 15 °C:ssa...30 °C:ssa vastaanoton jalkeen)

Merkinta

Komponentti

Maara

TER

qCMV Target Enhancer Reagent (QqCMV-kohteen
vahvennereagenssi)
Litiumhydroksidin vékevéity liuos.

1x46,0 mL

Aptima CMV Quant Assay 13
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Aptima-

Materiaalit, jotka tarvitaan mutta jotka ovat saatavissa erikseen

Huomautus: Hologicilta saatavissa oleville materiaaleille on annettu tuotenumerot, ellei toisin

ole méaritetty.
Materiaali

Panther™ System

Panther Run Kit for Real Time Assays (Panther-ajosarja reaaliaikaista
maarityksia varten — vain reaaliaikaisia maarityksia varten)
Aptima™ Assay Fluids Kit (tunnetaan my6s nimelld Universal Fluids Kit,

yleisnestesarja) siséltdd Aptima Wash Solution -pesuliuosta, Aptima Buffer
for Deactivation Fluid -puskuria ja Aptima Oil Reagent -6ljyreagenssia

Moniputkiyksikét (MTU:t)

Panther Waste Bag Kit -jatepussipakkaus
Panther System -jéteastian kansi

Vaihtoehtoisesti Panther System -jarjestelman ajosarja

(kun suoritetaan ei-reaaliaikaisia TMA-méérityksi& rinnan reaaliaikaisten
TMA-maéritysten kanssa) siséltdd moniputkiyksikéita, jatepusseja, jateastian
kansia ja maéritysnesteité

Kokoveren laimennusaineen putket (vain kokoverinaytteiden kasittelyyn)

Karjet, 1 000 pL, johtavia, nesteen tunnistavia

Valkaisuaine, 5 % — 7 % (0,7-1,0 M) natriumhypokloriittiliuos
Kertakayttoiset, jauheettomat kasineet

Vaihdettavat korkit, joita ei voi lapaista

Hologicin umpinaiset vaihtokorkit (kertakayttdinen putken korkki kokoveren

kasittelyyn)

Reagenssin vaihtokorkit

Monistus-, entsyymi-, promootterireagenssien

sekoituspullot
TCR-pullo
TER-pullo

Muovitaustaiset laboratoriopdydan suojukset

Nukkaamattomat liinat
Pipetoija
Karjet

Ensisijaiset naytteenottoputket (EDTA ja PTT), vaihtoehdot:

13 mm x 100 mm
13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Sentrifugi

Vortex-sekoitin

CL0041 (100 korkkia)
CL0040 (100 korkkia)
903302 (100 korkkia)

Tuotenro

PRD-03455
(5 000 testi)

303014 (1 000 testia)

104772-02
902731
504405

303096 (5 000 testia)

PRD-06783
(100 esitaytettya putkea
yhdessa pussissa)

10612513 (Tecan)

103036A
PRD-06720

Aptima CMV Quant Assay
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Valinnaiset materiaalit
Materiaali Tuotenro

Toissijaisen putken vaihtoehdot:
12 mm x 75 mm —
13 mm x 100 mm —
16 mm x 100 mm

Aptima Specimen Aliquot Tube (SAT) -néytealikvoottiputket (100 kpl) 503762
Kuljetusputken korkki (100 kpl:n pakkaus) 504415
korkki SAT-putkea varten
Aptima Specimen Diluent (Aptima-naytteenlaimennin) PRD-03003
Aptima Specimen Diluent -naytteenlaimenninpakkaus PRD-03503

siséltédé Aptima Specimen Diluent -laimenninta, 100 SAT-putkea ja 100 korkkia
Siirtopipetit —
Vanukarkiset puikot —
Putkiravistelija —

Panther System -jarjestelman testausmenetelma

Huomautus: Panther System / Panther Fusion System -jarjestelméan kéyttéoppaassa on
lisétietoja testaustoimenpiteista.

A. Tyoskentelyalueen valmistelu

1. Puhdista tyéskentelypinnat, joilla reagenssit valmistetaan. Pyyhi tyéskentelypinnat
2,5 % -3,5 % (0,35-0,5 M) natriumhypokloriittiliuoksella. Anna
natriumhypokloriittiliuoksen koskea pintoihin vahintdan 1 minuutin ajan ja tee sitten
huuhtelu deionisoidulla (DI) vedella. Ald anna natriumhypokloriittiliuoksen kuivua.
Peita pdytapinta puhtailla, muovitaustaisilla imukykyisilla tyopdytapeitteilla.

2. Puhdista erillinen tydskentelypinta, jossa naytteet valmistellaan. Kayta edelld kuvattua
menettelya (vaihe A.1).

3. Puhdista pipetoijat. Kéyta edelld kuvattua puhdistusmenettelya (vaihe A.1).

B. Kalibraattorin ja kontrollien valmistus

Anna kalibraattorin ja kontrollien lampdtilan nousta 15 °C:seen...30 °C:seen ennen
kasittelya toimimalla seuraavasti:

1. Poista kalibraattori ja kontrollit sailytyksesta (—15 °C...—35 °C) ja tuo ne
15 °C:n...30 °C:n lampédtilaan. Kaantele jokaista putkea varovasti koko
sulatusprosessin ajan, jotta ne sekoittuvat kunnolla. Varmista, ettd putken sisaltd
sulaa kokonaan ennen kayttoa.

Vaihtoehto: Kalibraattori- ja kontrolliputket voidaan asettaa putkiravistelijaan, jossa ne
sekoitetaan kunnolla. Varmista, ettd putken sisaltdé sulaa kokonaan ennen kayttoa.

Huomautus: Vélté lian voimakasta vaahdonkehitystd kdéntdessési kalibraattoria ja
kontrolleja. Vaahto estdd Panther System -jéarjestelméan pinnantason havainnoinnin
toiminnan.

2. Kun putken sisaltd on sulanut, kuivaa putken ulkopinta puhtaalla, kuivalla,
kertakayttoisella pyyhkeella.

3. Ala avaa putkia tissa vaiheessa, jotteivat ne kontaminoidu.
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C. Reagenssin sekoitus / uuden pakkauksen valmistelu
Huomautus: reagenssien sekoitus on tehtdvd ennen mink&én tdiden aloittamista Panther
System -jarjestelmalla.
1. Toimi seuraavasti Target Capture Reagent (TCR) -reagenssin valmistelemista varten:
a. Poista TCR sailytyksesta (2 °C...8 °C). Tarkista TCR-pullon eranumero ja
varmista, ettd se vastaa paderan viivakoodiarkin erdnumeroa.

b. Ravistele TCR-pulloa heti voimakkaasti 10 kertaa. Anna TCR-pullon jaada
15 °C:seen...30 °C:seen lampenemaan vahintdan 45 minuutin ajaksi. Ravistele ja
kaantele tana aikana TCR-pulloa vahintddn 10 minuutin valein.

Vaihtoehto: TCR-pullo voidaan valmistella putkiravistelijassa seuraavien ohjeiden
mukaisesti: Poista TCR sailytyksesta (2 °C...8 °C) ja ravistele sita heti
voimakkaasti 10 kertaa. Aseta TCR-pullo putkiravistelijaan ja jatd TCR

15 °C:seen...30 °C:seen ldmpenemaan vahintaan 45 minuutin ajaksi.

c. Varmista, ettd kaikki sakka on liuoksessa ja magneettihiukkaset on suspendoitu
ennen kayttoa.

2. Tee monistus-, entsyymi- ja promootterireagenssien sekoitus seuraavalla tavalla:

a. Poista kylmakuivatut reagenssit ja vastaavat sekoitusliuokset sailytyksesta
(2 °C...8 °C). Kayta jokaista sekoitusliuosta kylmakuivatun reagenssinsa kanssa.

b. Varmista, ettd sekoitusliuoksella ja kylmakuivatulla reagenssilla on tasmaavat
tarran varit. Tarkista paaeran viivakoodiarkin eranumerot ja varmista, ettd kaytat
yhdessa asianmukaisia reagensseja.

i. Avaa kylmakuivattu reagenssipullo poistamalla metallitiiviste ja kumitulppa.

ii. Aseta sekoituskauluksen (musta) urallinen paa injektiopullon paalle (Kuva 4,
vaihe 1).

iii. Avaa tdsmaava sekoitusliuospullo ja aseta korkki puhtaalle, peitetylle
tydskentelypinnalle.

iv. Aseta sekoitusliuospullo vakaalle pinnalle (esim. poydalle). Kdanna sen
jalkeen kylmakuivattua reagenssia sisaltava pullo sekoitusliuospullon paalle ja
kiinnitd kaulus lujasti sekoitusliuospulloon (Kuva 4, vaihe 2).

v. Kaanna kootut pullot hitaasti (injektiopullo kiinnitettyna liuospulloon), jotta liuos
paasee valumaan lasiseen injektiopulloon (Kuva 4, vaihe 3).

vi. Ota kootut pullot ja ravistele koottuja pulloja vahintaan 10 sekunnin ajan
(Kuva 4, vaihe 4).

vii. Odota vahintdadn 30 minuuttia, jota kylmakuivattu reagenssi valuu liuokseen.

viii. Kun kylmakuivattu reagenssi on valunut liuokseen, sekoita koottuja pulloja
vahintdan 10 sekunnin ajan ja ravistele sitten liuosta kevyesti lasisessa
injektiopullossa edestakaisin, jotta se sekoittuu kunnolla.

c. Kallista koottuja pulloja hitaasti uudelleen, jotta kaikki liuos paasee valumaan
takaisin sekoitusliuospulloon (Kuva 4, vaihe 5).

d. Ota sekoituskaulus ja lasinen injektiopullo varovasti pois (Kuva 4, vaihe 6).

e. Laita korkki takaisin pulloon. Merkitse kayttajan nimikirjaimet ja sekoituspaiva
etikettiin (Kuva 4, vaihe 7).

f. Havita sekoituskaulus ja lasipullo (kuva 5, vaihe 8).
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Varoitus: Vaélta lian voimakasta vaahdonkehitystéa sekoittaessasi reagensseja. Vaahto
estdd Panther System -jérjestelmén pinnantason havainnoinnin toiminnan.

/4 - ™y

t iy

Kuva 4. Reagenssien sekoitusprosessi

3. Ota qCMV-kohteen vahvennereagenssi pois sailytyksesta (15 °C...30 °C). Merkitse

kayttajan nimikirjaimet ja avaamispaiva tarraan. Tarkista TER-pullon eranumero ja
varmista, ettd se vastaa paaeran viivakoodiarkin eranumeroa.

D. Reagenssin valmistelu aiemmin valmistettujen reagenssien tapauksessa

1.

Ota aiemmin valmistellut reagenssit pois sailytyksesta (2 °C...8 °C). Ennalta
valmisteltujen monistus-, entsyymi- ja promootterireagenssien ja TCR:n lampétilan on
oltava 15 °C..30 °C ennen maarityksen aloittamista.

Poista TER sailytyksesta (15 °C...30 °C).

Ennalta valmistetun TCR:n tapauksessa suorita edella kuvattu vaihe C.1 ennen
jarjestelmaan lataamista.

Sekoita ja kdantele monistus-, entsyymi- ja promootterireagensseja, jotta ne
sekoittuvat kunnolla, ennen kuin lisdat ne jarjestelmaan. Valta liian voimakasta
vaahdonkehitysta kaannellessasi reagensseja.

Vaihtoehto: Aiemmin valmistellut reagenssit voidaan valmistella putkiravistelijassa
seuraavien ohjeiden mukaisesti: Poista reagenssit sailytyksesta (2 °C...8 °C). Aseta
reagenssit putkiravistelijaan ja jatd ne 15 °C:seen...30 °C:seen lampenemaan
vahintaan 30 minuutin ajaksi.

Ala tayta vajaita reagenssipulloja. Panther System tunnistaa ja hylkaa liian taydet
pullot.

E. Plasmanaytteiden kasittely

1.

Varmista, ettd ensisijaisissa putkissa olevat kasitellyt naytteet tai toissijaisissa putkissa
olevat laimentamattomat naytteet on sailytetty asianmukaisesti kohdan Néytteiden
kerddminen ja séilyttdminen ohjeiden mukaan.

Varmista, ettd jaadytetyt naytteet on sulatettu kunnolla. Sekoita sulatettuja naytteita
vortex-sekoittimella 3—-5 sekunnin ajan, jotta ne sekoittuvat kunnolla.

Anna naytteiden lampétilan nousta 15 °C:seen...30 °C:seen ennen kasittelya. Katso
kohdasta Panther System -jéarjestelmésséa sdéilytettdvéat néytteet lisatietoja
jarjestelmassa sailytyksesta.
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4.

Varmista, ettd kussakin ensisijaisessa naytteenottoputkessa on enintdan 1 200 L
naytettd tai kussakin toissijaisessa putkessa on vahintdan 700 uL naytettd. Kohdan
Néytteenotto taulukossa on eritelty kunkin ensisijaisen ja toissijaisen putkityypin
kuolleen tilavuuden vaatimukset.

Sentrifugoi jokaista naytetta 1 000-3 000 g:n kiihtyvyydella 10 minuutin ajan juuri ennen
naytteiden asettamista naytetelineeseen. Ala ota korkkeja pois tassa vaiheessa.

Katso alta vaiheesta G.2 lisatietoja telineeseen lataamisesta ja korkkien
poistamisesta.

F. Kokoverinaytteiden kasittely

1.

2.
3.

Varmista, ettd ensisijaisissa putkissa olevia kasittelemattomia naytteita sailytetaan
asianmukaisesti kohdan Néytteiden kerdéminen ja séilyttdminen ohjeiden mukaisesti.

Varmista, ettd jaadytetyt naytteet on sulatettu kunnolla.

Anna naytteiden lampédtilan nousta 15 °C:seen...30 °C:seen ennen kasittelya. Katso

kohdasta Panther System -jéarjestelmésséa sdilytettdvéat ndytteet lisatietoja

jarjestelmassa sailytyksesta.

Kaanna kokoveriputkia varovasti vahintaan 3 kertaa tai sekoita niitd kevyesti

ravistelijassa, kunnes veri on homogeenista.

Tee seuraavat toimenpiteet kullekin naytteelle ennen naytteiden kasittelya.

a. Ensisijaisissa putkissa oleva veri pitda sekoittaa perusteellisesti kaantelemalla, ja
nayte pitaa siirtda heti kokoveren laimenninta sisaltdvaan putkeen.

b. Lisda 500 uL kokoverindytetta esitaytettyyn Whole Blood Diluent (kokoveren
laimennin) -putkeen.

c. Aseta korkki takaisin ja sekoita naytetta vortex-sekoittimella vahintéan 5 sekunnin
ajan.

Katso alta vaiheesta G.2 lisatietoja telineeseen lataamisesta ja korkkien
poistamisesta.

G. Jérjestelman valmistelu

1.

Valmistele jarjestelma Panther / Panther Fusion System -jérjestelmén kayttboppaan ja
Menetelméé koskevia huomautuksia -kohdan ohjeiden mukaisesti. Varmista, etta
kaytetyt reagenssitelineet ja TCR-sovittimet ovat sopivankokoisia.

Lisda naytteet naytetelineeseen. Suorita seuraavat vaiheet jokaiselle nayteputkelle
(nayte ja tarvittaessa kalibraattori ja kontrollit):

a. Loysenna yhden nayteputken korkkia, mutta ala ota sita viela pois.

Huomautus: Ole erityisen varovainen, jottei aerosolien levidminen aiheuta
kontaminaatiota. Loéysennd néytteiden korkkeja varovasti.

b. Aseta nayteputki naytetelineeseen.
Toista vaiheet 2.a ja 2.b kaikille jaljella oleville naytteille.

Kun naytteet on asetettu naytetelineeseen, ota jokainen nayteputken korkki pois ja
laita ne yhteen naytetelineeseen. Kontaminaation valttdmiseksi ala vie korkkia
minkdan muun naytetelineen tai nayteputken vyli.

e. Kayta tarvittaessa uutta, kertakayttoista siirtopipettia mahdollisten kuplien tai
vaahdon poistamiseen. Putkessa olevat kuplat estavat Panther System -
jarjestelman pinnantason havainnoinnin toiminnan.

f.  Kun viimeinen korkki on poistettu, aseta nayteteline nayteosastoon.
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Huomautus: jos ajat samaan aikaan muita maérityksié ja ndytetyyppeja, kiinnita
nédytepidike ennen néytetelineen asettamista néyteosastoon.

g. Toista vaiheet 2.a-2.f seuraavalle naytetelineelle.

H. Jarjestelman valmistelu — kokoverinaytteen muuntokertoimen kayttd
1. Valmistele jarjestelma Panther System -jarjestelméan kéayttboppaan ohjeiden mukaisesti.
2. Lataa nayteteline jarjestelmaan.
3. Kayta kokoveren muuntokerrointa kokoverinaytteiden maaritystestimaarayksiin.

Huomautus: kokoveren muuntokerrointa voidaan kéyttdd koko telineelle tai yhdelle
testimééaraykselle.

Kokoveren muuntokertoimen kayttaminen taydelle kokoverinaytteiden telineelle:

a. Kaksoisnapsauta haluttua ladattua telinettd Sample Rack Loading (Naytetelineen
lataaminen) -naytdssa. Sample Rack Loading (Naytetelineen lataaminen) -naytto
avautuu valittua telinettad varten.

b. Valitse Dilute All (Laimenna kaikki).

Dilution Factor (Laimennuskerroin) -ikkuna avautuu.

-_— \

=1+ lH]O
= .

Reports Admin Help Logoff

Sample Rack Loading Ready )

Sample ID Assay Name Status

qCMV

Dilu-0313101
Dilu-03
Dilution Factor
-03

Select Dilution Factor
Selected Dilution Factor Dilution Flag

1:100 DiL2
1:3 DIL1
3 ‘ Custom DILC ‘

e @  Whole Blood Conversion Factor wB ‘

4 Total Records
Dilu-03
oK Cancel
0:

qCMV

oMV

pcm_operator 10 03/13/2019 09:50:32

Kuva 5. Dilution Factor (Laimennuskerroin) -ikkuna Sample Rack Loading
(Néytetelineen lataus) -nédytdssé

c. Valitse Whole Blood Conversion Factor (Kokoveren muuntokerroin).
d. Valitse OK.
Set Dilution Factor for Rack (Aseta telineelle laimennuskerroin) -ikkuna tulee esiin.
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e. Valitse Yes (Kylld), jos haluat valita Whole Blood Conversion Factor (Kokoveren
muuntokerroin) -lipun koko kokoverinaytteiden telineelle.

Kokoveren muuntokertoimen kayttaminen yhdelle testimaaraykselle (esimerkiksi
naytteen neljannelle naytteelle; katso alla oleva kuva):

a. Kaksoisnapsauta Sample Rack Bay (Naytetelineosasto) -naytéssa ladattua
telinettd, jossa on kiinnostavat naytteet.

Sample Rack Loading (Naytetelineen lataaminen) -naytté avautuu valittua
naytetelinetta varten.

b. Kaksoisnapsauta kiinnostavaa naytetta Sample Rack Loading (Naytetelineen
lataaminen) -ndytossa.

Sample Details (Naytteen tiedot) -nayttd avautuu ja nayttdad valitun naytteen
nykyiset testimaaraykset.

c. Valitse kiinnostava testimaarays Test Orders (Testimaarays) -paneelista.
d. Valitse Apply Dilution (Kayta laimennusta).

)
(3)

“« a2

2
Back Messages

T

= e ©
Reports Admin Help Logoff
Sample Details Ready )

Sample Position: 4

Test Orders Results

Pending

Sample ID: PANEL-A-882427

Type: Specimen
= —Testordgm—_ Factor

—
Gl Select Dilution Factor —

- ~ - ~
il Selected Dilution Factor Dilution Flag
1:100 DiL2
1:3 DIL1

Custom DILC ‘

@  whole Blood Conversion Factor ws ‘

4 Total Records

1Total Records

Apply Dilution

2
Edit Sample ID 1 | STAT Test Order ‘] Add Test Order I ‘ Delete Test Ordili

(1]

pem_operator 1l o B = = S 031372019 094721

Kuva 6. Dilution Factor (Laimennuskerroin) -ikkuna Sample Details (Ndytetiedot) -ndytésséa

e. Valitse Whole Blood Conversion Factor (Kokoveren muuntokerroin).

f. Valitse OK, jos haluat kayttdd Whole Blood Conversion Factor (Kokoveren
muuntokerroin) -valintaa kaikkiin valittuihin testimaarayksiin.

4. Tarvittaessa kokoveron muuntokerroin voidaan poistaa testimaarayksista ennen
kasittelyn alkua.

Kokoveren muuntokertoimen poistaminen koko telineelta:
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Kaksoisnapsauta haluttua ladattua telinettd Sample Rack Loading (Naytetelineen
lataaminen) -naytdssa.

Sample Rack Loading (Naytetelineen lataaminen) -naytté avautuu valittua telinettad varten.

Valitse Dilute All (Laimenna kaikki).

Poista Dilution Factor (Laimennuskerroin) -ikkunasta Whole Blood Conversion
Factor (Kokoveren muuntokerroin) -valinta.

Valitse OK.
Set Dilution Factor for Rack (Aseta telineelle laimennuskerroin) -ikkuna tulee esiin.

Valitse OK, jos haluat poistaa Whole Blood Conversion Factor (Kokoveren
muuntokerroin) -valinnan koko telineelta.

Kokoveren muuntokertoimen poistaminen maaritystestimaarayksilta:

1.

Kaksoisnapsauta Sample Rack Bay (naytetelineosasto) -ndytdssa ladattua telinetta,
jossa on kiinnostavat naytteet.

Sample Rack Loading (Naytetelineen lataaminen) -nayttd avautuu valittua naytetelinetta
varten.

Kaksoisnapsauta kiinnostavaa naytettd Sample Rack Loading (Naytetelineen
lataaminen) -ndytossa.

Sample Details (Naytteen tiedot) -nayttd avautuu ja nayttéda valitun naytteen nykyiset
testimaaraykset.

Valitse kiinnostava testimaarays Test Orders (Testimaarays) -paneelista.
Valitse Apply Dilution (Kayta laimennusta).

Poista Dilution Factor (Laimennuskerroin) -ikkunasta Whole Blood Conversion
Factor (Kokoveren muuntokerroin) -valinta.

Valitse OK, kun haluat poistaa kokoveren muuntokertoimen testimaarayksesta.

Menetelmaa koskevia huomautuksia

A. Kalibraattori ja kontrollit

1.

Positiivisen qCMV-kalibraattorin, qCMV:n alarajan positiivisen kontrollin, gCMV:n
ylarajan positiivisen kontrollin ja negatiivisten gCMV-kontrollien putket voidaan asettaa
mihin tahansa paikkaan naytetelineeseen ja mille tahansa Panther System -
jarjestelman nayteosaston kaistalle. Naytteiden pipetointi aloitetaan, kun toinen
seuraavista kahdesta ehdosta tayttyy:

a. Kalibraattori ja kontrollit ovat talla hetkelld jarjestelman kasiteltavina.
b. Kalibraattorin ja kontrollien kelvolliset tulokset rekisterdidaan jarjestelmaan.

Kun kalibraattori- ja kontrolliputket on pipetoitu ja niitd kasitellddn Aptima CMV Quant
Assay -maaritysreagenssisarjan kanssa, naytteet voidaan testata asiaankuuluvien,
sekoitettujen tarvikesarjojen kanssa enintdaan 24 tunnin kuluessa, paitsi jos

a. kalibraattorin tai kontrollin tulokset eivat ole kelvollisia
b. asiaankuuluvaa maaritysreagenssisarjaa ei ole poistettu jarjestelmasta
c. asiaankuuluvan maaritysreagenssisarjan sailyvyysaika ei ole ylittynyt.

kalibraattoriputkea ja jokaista kontrolliputkea voidaan kayttaa vain kerran. Jos putkea
yritetdan kayttdd useammin kuin kerran, seurauksena voi olla kasittelyvirheita.
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B. Kasineiden jauhe

Kuten kaikkien reagenssijarjestelmien tapauksessa, tiettyjen kasineiden liian suuret
jauhemaarat voivat aiheuttaa avattujen putkien kontaminoitumisen. Siksi suosittelemme
jauheettomia kasineita.

Laadunvalvonta

Kayttaja saattaa pilata ajon tai naytteen tuloksen, jos maarityksen suorituksen aikana ilmenee
teknisia, kayttajaan tai laitteeseen liittyvia ongelmia, jotka on dokumentoitava. Tassa
tapauksessa naytteet on testattava uudelleen.

Epakelpoja tuloksia saaneet naytteet on testattava uudelleen, jotta niille saadaan kelvollinen
tulos.

Maarityksen kalibrointi

Maaritys on kalibroitava, jotta voidaan saada kelvollisia tuloksia. Yksi positiivinen kalibraattori
ajetaan kolmesti joka kerta, kun reagenssisarja asetetaan Panther System -jarjestelmaan.
Kun kalibrointi on tehty, se on voimassa enintdan 24 tunnin ajan. Panther System -ohjelmisto
kertoo kayttajalle, milloin kalibrointi on tarpeen. Kayttaja lukee jokaisen reagenssisarjan
mukana toimitetusta paderan viivakoodiarkista kalibrointikertoimen.

Kasittelyn aikana Panther System -jarjestelman ohjelmisto tarkistaa automaattisesti
kalibraattorin hyvaksyntdehdot. Jos alle kaksi kalibraattorin ajoista on kelvollisia, ohjelmisto
hylkaa ajon automaattisesti. Virheelliseksi maaritetyn ajon naytteet on testattava uudelleen
kayttamalla juuri valmistettua kalibraattoria ja juuri valmistettuja kontrolleja.

Negatiiviset ja positiiviset kontrollit

Maarityksen kontrollisarja on testattava kelvollisten tulosten saamiseksi. Negatiivisen
kontrollin, alarajan positiivisen kontrollin ja ylarajan positiivisen kontrollin yksi ajo on
testattava joka kerta, kun reagenssisarja asetetaan Panther System -jarjestelmaan. Kun
testaus on tehty, kontrolleja voi kayttda enintdan 24 tunnin ajan. Panther System -ohjelmisto
kertoo kayttajalle, milloin kontrolleja tarvitaan.

Kasittelyn aikana Panther System -ohjelmisto tarkistaa automaattisesti kontrollien
hyvaksyntaehdot. Jotta tuloksista tulee kelvollisia, negatiivisen kontrollin on annettava "Ei
havaittu” -tulos ja positiivisen kontrollin tuloksen on oltava ennalta maaritettyjen parametrien
rajoissa. Jos jokin kontrolleista saa epakelvon tuloksen, ohjelmisto hylkaa ajon
automaattisesti. Virheelliseksi maaritetyn ajon naytteet on testattava uudelleen kayttamalla
juuri valmistettua kalibraattoria ja juuri valmistettuja kontrolleja.

Sisainen kalibraattori / sisdainen kontrolli

Jokainen nayte sisaltda sisaista kalibraattoria / sisaista kontrollia (IC). Kasittelyn aikana
Panther System -ohjelmisto tarkistaa automaattisesti IC-hyvaksyntdehdot. Jos IC-tulos on
epakelpo, naytteen tulos hylataan. Jokainen epakelvon IC-tuloksen saanut nayte on
testattava uudelleen, jotta sille saadaan kelvollinen tulos.

Panther System -ohjelmisto on suunniteltu tarkistamaan tarkasti prosessit, kun toimenpiteet
suoritetaan noudattaen tdssa pakkausselosteessa ja Panther / Panther Fusion System -
jérjestelmén kayttboppaassa annettuja ohjeita.
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Tulosten tulkinta

Tulosten tulkinta

Panther System maarittad automaattisesti CMV:n DNA-pitoisuuden naytteista ja kontrolleista
vertaamalla tuloksia kalibrointikdyraan. CMV:n DNA-pitoisuudet ilmoitetaan yksikoissa IU/mL
ja log4g IU/mL. Taulukko 1 ja Taulukko 2 esittavat tulosten tulkinnan.

Taulukko 1: Plasmatuloksen tulkinta

limoitettu Aptima CMV Quant Assay -maarityksen

tulos .
Tulkinta
IU/mL Log,,-arvo
Ei havaittu Ei havaittu CMV:n DNA:ta ei havaittu.
< 53 havaittu <1,72 CMV:n DNA:ta on havaittu, mutta sen pitoisuus
alittaa kvantitoinnin alarajan (LLoQ).
53-10 000 000 1,72-7,00 CMV:n DNA:n pitoisuus on kvantitatiivisella alueella
arvojen LLoQ IU/mL ja ULoQ IU/mL valilla.
> 10 000 000 > 7,00 CMV:n DNA:n pitoisuus ylittaa kvantitoinnin ylarajan
(Upper Limit of Quantification, ULoQ).
Invalid® Invalid® Tuloksen muodostuksessa tapahtui virhe. Nayte on

testattava uudelleen.

®Invalid tulokset néytetdan sinisella kirjasinlajilla.

Taulukko 2: Kokoveren tuloksen tulkinta

limoitettu Aptima CMV Quant Assay -maarityksen

tulos .
Tulkinta
IU/mL Logq-arvo
Ei havaittu Ei havaittu CMV:n DNA:ta ei havaittu.
< 176 havaittu <224 CMV:n DNA:ta on havaittu, mutta sen pitoisuus
alittaa kvantitoinnin alarajan (LLoQ).
176-10 000 000 2,24-7,00 CMV:n DNA:n pitoisuus on kvantitatiivisella alueella
arvojen LLoQ IU/mL ja ULoQ IU/mL valilla.
> 10 000 000 >7,00 CMV:n DNA:n pitoisuus ylittda kvantitoinnin ylarajan
(Upper Limit of Quantification, ULoQ).
Invalid® Invalid® Tuloksen muodostuksessa tapahtui virhe. Nayte on

testattava uudelleen.

®Invalid tulokset naytetaan sinisella kirjasinlajilla.
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Rajoitukset

A. Tata maaritysta saavat kayttaa vain toimenpiteen suorittamiseen koulutusta saaneet
henkilét. Tassa pakkausselosteessa annettujen ohjeiden noudattamatta jattdminen
saattaa aiheuttaa virheellisia tuloksia.

B. Luotettavia tuloksia saadaan vain, jos naytteenotto, kuljetus, sailytys ja prosessointi
tehdaan vaaditulla tavalla.

C. Vaikkakin se on harvinaista, mutaatiot alukkeiden ja/tai koettimien kattamilla virusgenomin
erittdin hyvin konservoituneilla alueilla Aptima CMV Quant Assay -maarityksessa voivat
aiheuttaa viruksen alikvantitioinnin tai havaitsemisen epaonnistumisen.
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Suorituskyky

Havaitsemisraja kaytettaessa WHO:n ensimmaista kansainvalista standardia

Maarityksen havaitsemisraja (LoD) maaritetaan siksi CMV:n DNA-pitoisuudeksi, joka
havaitaan 95 %:n tai suuremmalla todennakéisyydella CLSI EP17-A2:n mukaisesti."

Havaitsemisraja kaytettaessa WHO:n plasmastandardeja

LoD méaaritettiin testaamalla WHO:n ensimmaisen kansainvalisen standardin (NIBSC-koodi
09/162) mukaiset testisarjat CMV-negatiiviseen ihmisen plasmaan laimennetun CMV:n*
osalta. Jokaiselle laimennokselle testattiin 60 replikaattia jokaisella kolmesta reagenssierasta,
jolloin saatiin yhteensd 180 replikaattia laimennosta kohti. Probittianalyysi suoritettiin
ennakoitujen havaitsemisrajojen luomiseksi. Kohdassa Taulukko 3 esitetyt LoD-arvot ovat
tuloksia reagenssierasta, jolla on korkein ennakoitu havaitsemisraja. Aptima CMV Quant
Assay -maarityksen LoD WHO:n ensimmaisen kansainvalisen standardin mukaisesti
maaritettyna on 40,7 IU/mL plasman osalta.

Taulukko 3: Plasman havaitsemisraja kdytettdesséd WHO:n ensimmaista kansainvélistd CMV-standardia

Ennakoitu havaitsemisraja Pitoisuus (IU/ml)
10 % 1,9
20 % 2,9
30 % 4,0
40 % 5,3
50 % 6,9
60 % 9,1
70 % 12,2
80 % 17,1
90 % 27,5
95 % 40,7

Havaitsemisraja kaytettaessa WHO:n kokoveristandardeja

LoD maaritettiin testaamalla WHO:n ensimmaisen kansainvalisen standardin mukaiset
testisarjat CMV-negatiiviseen kokovereen laimennetun CMV:n osalta. Jokaiselle
laimennokselle testattiin 60 replikaattia jokaisella kolmesta reagenssierasta, jolloin saatiin
yhteensa 180 replikaattia laimennosta kohti. Probittianalyysi suoritettiin ennakoitujen
havaitsemisrajojen luomiseksi. Kohdassa Taulukko 4 esitetyt LoD-arvot ovat tuloksia
reagenssierasta, jolla on korkein ennakoitu havaitsemisraja. Aptima CMV Quant Assay -
maarityksen LoD WHO:n ensimmaisen kansainvalisen standardin mukaisesti maaritettyna on
131,0 IU/mL kokoveren osalta.
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Taulukko 4: Kokoveren havaitsemisraja kdytettdessd WHQO:n ensimmdistéd kansainvélistd CMV-standardia

Ennakoitu havaitsemisraja Pitoisuus (IU/ml)
10 % 8,8
20 % 13,2
30 % 17,7
40 % 22,7
50 % 28,7
60 % 36,2
70 % 46,5
80 % 62,4
90 % 93,7
95 % 131,0

CMV-genotyyppien ja ladkkeille vastustuskykyisten mutanttien havaitsemisraja

CMV-genotyyppien ja ladkkeille vastustuskykyisten mutanttien havaitsemisraja plasmassa

LoD vahvistettiin kolmelle eri genotyypille B-glykoproteenisekvenssin’ (gB-2, gB-3, gB-4)
perusteella ja |&dkkeille vastustuskykyisille mutanteille testaamalla erilaisia CMV-pitoisuuksia
plasman maaritetyn LoD:n ymparilla WHO:n standardia kayttamalla (genotyyppi gB-1).
Testaus suoritettiin 30 replikaatilla testisarjaa ja reagenssieraa kohden kayttamalla kahta
Aptima CMV Quant -reagenssieraa. Korkein vahvistettu LoD jokaiselle kolmelle genotyypille
ja laékkeille vastustuskykyisille mutanteille oli 40 1U/ml kumpaakin reagenssieraa kaytettaessa.

Huomautus: Aptima CMV Quant -mé&érityksen tehoa sytomegaloviruksen léékkeille
vastustuskykyisten mutaatioiden kanssa arvioitiin vain plasmanéytteista.

Taulukko 5: CMV-genotyyppien ja ldékkeille vastustuskykyisten mutanttien havaitsemisraja plasmassa

Genotyyppi Pitoisuus (1U/ml)
gB-2 40
gB-3 40
gB-4 35
Laakkeille vastustuskykyinen mutantti UL54 ja UL97* 35
Laakkeille vastustuskykyinen mutantti UL56™** 35

*UL54-geenimutaatiot voivat johtaa useiden viruslaakkeiden ristiresistenssiin CMV-infektion
hoidossa, esimerkiksi gansikloviiri (GCV), sidofoviiri (CDV) ja foskarneetti (PFA). Myds UL97-
geenimutaatiot johtavat gansikloviirin (GCV) resistenssiin.

**UL56-geenimutaatiot johtavat letermovirin (LET) resistenssiin.
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LoD-kokonaisarvo plasmassa on 40,7 IU/mL.

Havaitsemisraja CMV-genotyyppien kesken kokoveressa

LoD vahvistettiin kolmelle eri glykoproteiini B -genotyypille (gB-2, gB-3 ja gB-4) testaamalla
erilaisia CMV-pitoisuuksia, jotka olivat eri puolilla kokoverelle maaritettya LoD-arvoa, kayttden
CMV:n WHO-standardia (genotyyppi gB-1). Testaus suoritettiin 30 replikaatilla testisarjan
jasenta ja reagenssieraa kohti kayttden kahta Aptima CMV Quant -reagenssin eraa. Kaikille
kolmelle genotyypille vahvistettu suurin LoD oli 150 IU/mL kayttden kumpaakin
reagenssieraa.

Taulukko 6: Havaitsemisraja CMV-genotyyppien kesken kokoveressé

Genotyyppi Pitoisuus (IU/ml)
gB-2 150
gB-3 150
gB-4 130

LoD-kokonaisarvo kokoveressa on 150 IU/mL.
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Lineaarinen alue

Lineaarinen alue plasmassa

Lineaarinen alue maaritettiin testaamalla CMV:n CMV-negatiiviseen ihmisen plasmaan
laimennetut testisarjat CLSI EP06-A:n mukaisesti.” Testisarjojen pitoisuusalue oli 1,62—
7,30 log IU/mL. Aptima CMV Quant Assay -maaritys antoi lineaarisia tuloksia koko testatulla
alueella. Maarityksen kvantitoinnin ylaraja (ULoQ) on 7 log IU/mL, kuten Kuva 7 osoittaa.
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Kuva 7. Lineaarisuus plasmassa
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Aptima- Suorituskyky

Lineaarinen alue kokoveressa

Lineaarinen alue maaritettiin testaamalla CMV:n CMV-negatiiviseen ihmisen kokovereen
laimennetut testisarjat CLS| EP06-A:n mukaisesti.” Testisarjojen pitoisuusalue oli

2,15-7,3 log IU/mL kokoveren osalta. Aptima CMV Quant Assay -maaritys antoi lineaarisia
tuloksia koko testatulla alueella. Maarityksen kvantitoinnin ylaraja (ULoQ) on 7 log IU/mL,
kuten Kuva 8 osoittaa.
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Kuva 8. Lineaarisuus kokoveressa
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Suorituskyky Aptima-

Lineaarisuus CMV-genotyyppien kesken
Lineaarisuus CMV-genotyyppien kesken plasmassa
Glykoproteiinin genotyyppien gB-2, gB-3 ja gB-4 lineaarisuus vahvistettiin testaamalla CMV-
negatiiviseen plasmaan laimennetun CMV:n testisarjat pitoisuuksilla 1,72—7,00 log IU/mL.

Lineaarisuus osoitettiin alueella kaikille testatuille genotyypeille, kuten kohdasta Kuva 9
nahdaan.
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Kuva 9. Lineaarisuus CMV-genotyyppien gB-2, gB-3 ja gB-4 kesken plasmassa
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Aptima- Suorituskyky

Lineaarisuus CMV-genotyyppien kesken kokoveressa

Glykoproteiinin genotyyppien gB-2, gB-3 ja gB-4 lineaarinen vaste vahvistettiin testaamalla CMV-
negatiiviseen kokovereen laimennetun CMV:n testisarjat pitoisuuksilla 2,25-7,00 log IU/mL.
Lineaarisuus osoitettiin alueella kaikille kolmelle testatulle genotyypille, kuten Kuva 10 osoittaa.
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Kuva 10. Lineaarisuus CMV-genotyyppien gB-2, gB-3 ja gB-4 kesken kokoveressa
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Suorituskyky Aptima-

Kvantitoinnin alaraja kaytettaessa WHO:n ensimmaista kansainvalista standardia

Kvantitoinnin alaraja (LLoQ) maaritelladn alimmaksi pitoisuudeksi, jolla CMV:n DNA
kvantitoidaan luotettavasti kokonaisvirheen rajoissa CLSI EP17-A2:n mukaisesti.™
Kokonaisvirhe arvioitiin kayttaen Westgardin mallia: Kokonaisvirhe (Total Error, TE) =
|poikkeama| + 2 keskihajontaa. Mittausten tarkkuuden varmistamista varten Aptima CMV
Quant Assay -maarityksen kokonaisvirheeksi maaritettiin 1 log 1U/mL (eli LLoQ-arvolla ero,
joka on yli 1 log IU/mL, kahden mittauksen valilla on tilastollisesti merkitseva).

Kvantitoinnin alaraja kdytettaessa WHO-standardia plasmassa

LLoQ maaritettiin testaamalla 1. WHO:n kansainvalisen standardin (NIBSC-koodi 09/162,
genotyyppi gB-1) paneeleja CMV-negatiivisella ihmisplasmalla laimennetulle CMV:n DNA:lIa.
Jokaiselle laimennokselle testattiin 60 replikaattia jokaisella kolmesta reagenssierasta, jolloin
saatiin yhteensa 180 replikaattia laimennosta kohti. Kolmen reagenssieran LLoQ-tulokset esittaa
Taulukko 7. Taulukko 8 esittaa tulokset TE-vaatimukset tayttavalla reagenssieralla, jolla on
korkein pitoisuus ja jonka havaitsemisosuus on = 95 %. LLoQ, joka on saatu WHO:n
ensimmaiselld kansainvaliselld standardilla plasmassa olevalle CMV:lle, on 53 IU/mL.

Taulukko 7: LLoQ:n mé&drittdminen kéytettdessd WHO:n ensimmaistéd kansainvélisté standardia plasmassa
laimennetulle CMV:lle

Havaittujen Aptima CMV Laskettu

Reagenssiera N maars Tavoitepitoisuus Quant SD |Poikkeama| TE
(log IU/mL) (loglU/mL) (loglU/mL) (loglU/mL) (logIU/mL)

60 56 1,48 1,64 0,36 0,16 0,87

1 60 59 1,54 1,72 0,29 0,18 0,76
60 59 1,60 1,74 0,28 0,14 0,70

60 59 1,70 1,85 0,19 0,15 0,53

60 56 1,48 1,56 0,29 0,09 0,67

2 60 58 1,54 1,61 0,27 0,07 0,60
60 58 1,60 1,69 0,28 0,09 0,64

60 60 1,70 1,83 0,24 0,14 0,62

60 56 1,48 1,67 0,26 0,19 0,71

3 60 58 1,54 1,67 0,24 0,13 0,60
60 60 1,60 1,78 0,19 0,18 0,55

60 60 1,70 1,87 0,22 0,17 0,61

SD = keskihajonta
Testisarjan jasenet, jotka tayttivat tarkkuustavoitteen (TE <= 1) ja = 95 % havaitsemisosuuden reagenssierien 1, 2 ja 3
osalta, ovat varjostettuja.
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Aptima- Suorituskyky

Taulukko 8: Yhteenveto plasman LLoQ-arvoista kéytettdessd WHO:n ensimmaéisté kansainvélistd CMV-
standardia

Reagenssiera (IlU/mL) (log IU/mL)
1 53 1,72
2 41 1,61
3 47 1,67

Kvantitoinnin alaraja kaytettaessa WHO-standardia kokoveressa

Kvantitoinnin alaraja (Lower Limit of Quantitation, LLoQ) maaritettiin testaamalla WHO:n
ensimmaisen kansainvalisen standardin mukaiset testisarjat CMV-negatiiviseen ihmisen
kokovereen laimennetun CMV:n DNA:n osalta. Jokaiselle laimennokselle testattiin

60 replikaattia jokaisella kolmesta reagenssierasta, jolloin saatiin yhteensa 180 replikaattia
laimennosta kohti. Kolmen reagenssieran tulokset esittda Taulukko 9. Taulukko 10 esittda
tulokset TE-vaatimukset tayttavaltd reagenssieralta, jolla on korkein pitoisuus ja jonka
havaitsemisosuus on = 95 %. LLoQ, joka on saatu WHO:n ensimmaiselld kansainvalisella
standardilla kokoveressa olevalle CMV:lle, on 176 1U/mL.

Taulukko 9: LLoQ:n mé&drittdminen kéytettdessd WHO:n ensimmaéisté kansainvélisté standardia kokovereen
laimennetussa CMV:sséa

Aptima

_ Tavoitepitoisuus cMV sD |Poikkeamal La?ﬁ;’"“
Reagenssiera N Ha:/na;g:.a.jen Quant

(log IU/mL) (log 1U/ (log 1U/ (log 1U/mL) (log 1U/

mL) mL) mL)

60 58 2,11 2,06 0,47 0,06 1,00

1 60 59 2,16 2,04 0,51 0,12 1,14

60 60 2,20 2,14 0,44 0,06 0,94

60 59 2,24 2,28 0,26 0,04 0,56

60 60 2,11 2,02 0,42 0,09 0,93

2 60 60 2,16 2,12 0,26 0,04 0,56

60 59 2,20 2,14 0,30 0,07 0,67

60 60 2,24 2,26 0,26 0,02 0,53

60 59 2,11 2,25 0,43 0,13 1,00

3 60 59 2,16 2,34 0,27 0,18 0,72

60 60 2,20 2,38 0,30 0,17 0,77

60 60 2,24 2,39 0,30 0,15 0,74

____________________________________________________________________________________________________________________|
SD = keskihajonta
Testisarjan jasenet, jotka tayttivat tarkkuustavoitteen (TE < 1) ja 2 95 % havaitsemisosuuden reagenssierien 1, 2 ja 3 osalta,
ovat varjostettuja.
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Suorituskyky Aptima-

Taulukko 10: Yhteenveto kokoveren LLoQ-arvoista kédytettdessé WHO:n ensimmaistd kansainvélistd CMV-
standardia

Reagenssiera (IlU/mL) (log IU/mL)
1 138 2,14
2 106 2,02
3 176 2,25

CMV-genotyyppien ja ladkkeille vastustuskykyisten mutanttien kvantitoinnin
alarajan maarittaminen

Genotyyppien ja laakkeille vastustuskykyisten mutanttien kvantitoinnin alaraja plasmassa

WHO:n standardia kayttamalla maaritetty LLoQ tarkistettiin testaamalla CMV-genotyyppien
gB-2, gB-3 ja gB-4 seka ladkkeille vastustuskykyisten mutanttien laimennoksia CMV-
negatiivisessa ihmisplasmassa. Kustakin testisarjan jasenesta testattiin 60 replikaattia yhden
reagenssieran kanssa. Tulokset: katso Taulukko 11. Yhteenveto genotyyppien gB-2, gB-3 ja
gB-4 seka ladkkeille vastustuskykyisten mutanttien lasketusta LLoQ-arvosta reagenssierasta,
jolla oli suurin TE-vaatimukset tayttava pitoisuus ja 295 %:n tunnistus: katso Taulukko 12.
Tassa maarityksessa plasman kokonais-LLoQ on 53 1U/ml.

Huomautus: Aptima CMV Quant -mé&érityksen tehoa sytomegaloviruksen léékkeille
vastustuskykyisten mutaatioiden kanssa arvioitiin vain plasmanéytteista.

Taulukko 11: Genotyyppien ja ldédkkeille vastustuskykyisten mutanttien LLoQ:n m&érittdminen plasmassa

Aptima CMV

Tavoitepitoisuus Quant

Tunnistettujen SD |Poikkeama| Laskettu TE

Genotyyppi N

%-osuus
(logqg 1U/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/mlI)  (logq IU/mI)
60 93,3 1,48 1,38 0,41 0,10 0,92
60 96,7 1,54 1,39 0,39 0,16 0,95
gB-2 60 93,3 1,60 1,49 0,38 0,11 0,87
60 96,7 1,65 1,70 0,24 0,04 0,51
60 95,0 1,70 1,54 0,32 0,16 0,80
60 91,7 1,48 1,27 0,38 0,20 0,97
60 91,7 1,54 1,27 0,40 0,27 1,07
60 88,3 1,60 1,31 0,47 0,29 1,23
gB-3
60 93,3 1,65 1,46 0,34 0,20 0,88
60 91,7 1,70 1,57 0,29 0,13 0,71
60 98,3 1,74 1,55 0,30 0,19 0,79
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Aptima- Suorituskyky

Taulukko 11: Genotyyppien ja ldédkkeille vastustuskykyisten mutanttien LLoQ:n mé&érittdminen plasmassa

Aptima CMV

Tavoitepitoisuus Quant

Tunnistettujen SD |Poikkeama| Laskettu TE

Genotyyppi N

%-osuus
(logqo 1U/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/mI)  (logqg IU/mI)
60 96,7 1,48 1,38 0,39 0,09 0,88
60 98,3 1,54 1,51 0,33 0,03 0,69
gB-4 60 95,0 1,60 1,66 0,36 0,06 0,79
60 98,3 1,65 1,66 0,29 0,01 0,59
60 100,0 1,70 1,70 0,24 0,00 0,48
60 95,0 1,48 1,57 0,32 0,10 0,74
Laakkeille 60 98,3 1,54 1,58 0,32 0,04 0,68
vastustuskyky
inen mutantti 60 98,3 1,60 1,72 0,33 0,12 0,79
(UL54 ja
uL97) 60 100,0 1,65 1,74 0,22 0,08 0,51
60 100,0 1,70 1,83 0,24 0,14 0,61
60 95,0 1,48 1,54 0,28 0,07 0,64
LsaKkeille 60 96,7 1,54 1,60 0,30 0,06 0,65
vastustuskyky - g, 100,0 1,60 1,69 0,26 0,08 0,60
inen mutantti
(UL56) 60 100,0 1,65 1,78 0,29 0,12 071
60 100,0 1,70 1,74 0,27 0,05 0,58

SD = keskihajonta
Testisarjan jasenet, jotka tayttivat tarkkuustavoitteen (TE <1) ja 295 %:n tunnistuksen reagenssierilla 1, 2 ja 3, on varjostettu.

Taulukko 12: Genotyyppien ja laékkeille vastustuskykyisten mutanttien LLoQ:sta plasmassa

Genotyyppi LLoQ
(IU/ml) (logqg IU/mI)
gB-2 50 1,70
gB-3 35 1,55
gB-4 24 1,38
Laakkeille vastustuskykyinen mutantti 38 1,57
UL54 ja UL97*
Laakkeille vastustuskykyinen mutantti 35 1,54
UL56**

*UL54-geenimutaatiot voivat johtaa useiden viruslaakkeiden ristiresistenssiin CMV-infektion
hoidossa, esimerkiksi gansikloviiri (GCV), sidofoviiri (CDV) ja foskarneetti (PFA). Myos
UL97-geenimutaatiot johtavat gansikloviirin (GCV) resistenssiin.

**UL56-geenimutaatiot johtavat letermovirin (LET) resistenssiin.

Aptima CMV Quant Assay 35 AW-25509-1701, versio 002



Suorituskyky Aptima-

Kvantitoinnin alaraja genotyyppien kesken kokoveressa

WHO-standardia kayttamalla maaritetty LLoQ vahvistettiin testaamalla CMV-genotyyppien
gB-2, gB-3 ja gB-4 laimennokset CMV-negatiivisessa ihmisen kokoveressa. Yhdella
reagenssieralla testattiin 60 replikaattia kullakin testisarjan jasenella. Taulukko 13 esittaa
tulokset. Taulukko 14 esittaa tulokset genotyyppien gB-2, gB-3 ja gB-4 LLoQ-arvot TE-
vaatimukset tayttavalla reagenssieralld, jolla on korkein pitoisuus ja jonka havaitsemisosuus
on = 95 %. Tassd maarityksessd kokoveren LLoQ-kokonaisarvo on 176 |U/mL.

Taulukko 13: LLoQ:n mé&éritys genotyyppien kesken kokoveressé

Aptima CMV

e Tavoitepitoisuus SD |Poikkeama| Laskettu TE
Genotyyppi N Havaulttl!!en Quant
maara
(log IU/mL) (log IlU/mL) (logIU/mL) (logIU/mL) (log IU/mL)
60 56 2,08 1,77 0,43 0,30 1,16
60 56 2,15 1,87 0,39 0,27 1,06
60 56 2,20 1,80 0,59 0,40 1,58
60 58 2,26 1,97 0,41 0,28 1,11
gB-2
60 59 2,30 2,06 0,50 0,24 1,24
60 57 2,34 2,01 0,52 0,33 1,38
60 59 2,38 2,11 0,36 0,27 1,00
60 60 2,41 2,19 0,30 0,23 0,84
60 46 2,08 1,73 0,59 0,35 1,53
60 54 2,15 1,78 0,50 0,36 1,37
gB-3 60 54 2,20 1,87 0,50 0,33 1,34
60 58 2,26 2,02 0,52 0,23 1,27
60 58 2,30 2,02 0,32 0,28 0,92
60 55 2,08 1,78 0,53 0,30 1,37
gB-4 60 57 2,15 1,97 0,40 0,18 0,97
60 58 2,20 2,09 0,39 0,12 0,89

SD = keskihajonta

Taulukko 14: Yhteenveto LLoQ-arvoista genotyyppien kesken kokoveressé

Genotyyppi LLoQ
(IU/mL) (log IU/mL)
gB-2 129 2,11
gB-3 104 2,02
gB-4 93 1,97
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Aptima-

Suorituskyky

Jaljitettavyys kaytettaessa WHO:n ensimmaista kansainvalista standardia

Sarjaa toissijaisia standardeja, joilla on tunnetut pitoisuudet, kaytettiin koko tuotekehityksessa
ja tuotteen valmistuksessa, jotta voitiin maarittaa jaljitettavyys WHO-standardin mukaan.
CMV:n WHO-standardi laimennettiin ja testattiin yhdessa toissijaisten standardien seka
maarityksen kontrollien ja Aptima CMV Quant Assay -maarityksessa kaytettyjen kalibraattorien
kanssa, jotta voitiin arvioida CLSI EP32-R:n mukainen jaljitettavyys.* Toissijaisten standardien
pitoisuus oli 1,80-6,60 log4q IU/mL.

WHO-standardin mukainen jaljitettadvyys plasmaa kaytettaessa

CMV:n WHO-standardin testatut pitoisuudet olivat 2,18—4,70 log4g IlU/mL. WHO:n
plasmatestisarjat, toissijaiset standardit, maarityksen kontrollit ja maarityksen kalibraattorit
antoivat odotetut tulokset maarityksen lineaarisella alueella, kuten Kuva 11 osoittaa.
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Kuva 11. CMV:n ensimmdisen WHO-standardin tavoitepitoisuuksien ja ilmoitettujen pitoisuuksien
vélinen jéljitettdvyys Aptima CMV Quant Assay -méérityksessé (plasmaan laimennettu WHO-

standardiPlasma)
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Suorituskyky Aptima-

WHO-standardin mukainen jaljitettavyys kokoverta kaytettiessa

CMV:n WHO-standardin testatut pitoisuudet kokoveressé olivat 2,70—4,70 log4g 1U/mL.
Kokoveritestisarjat WHO:n standardeilla, toissijaisilla standardeilla, maarityksen kontrolleilla ja
maarityksen kalibraattoreilla antoivat odotetut tulokset maarityksen lineaarisella alueella,
kuten Kuva 12 osoittaa.
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Kuva 12. CMV:n ensimmdéisen WHO-standardin tavoitepitoisuuksien ja i
Imoitettujen pitoisuuksien vélinen jéljitettdvyys Aptima CMV Quant Assay -maérityksessa
(kokovereen laimennettu WHO-standardi)
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Aptima- Suorituskyky

Toistotarkkuus

Plasma

Tarkkuuden maarittdmistd varten valmistettiin 6-jdseninen testisarja laimentamalla CMV-
positiiviset kliiniset naytteet tai viljelty CMV CMV-negatiiviseen plasmaan. Testisarjan testasi
kolme kayttajaa, jotka kayttivat kolmea reagenssieraa kolmella Panther System -
jarjestelmalld vahintaan 20 paivan aikana. Jokainen kayttaja suoritti kaksi eraa paivassa, ja
jokainen testisarjan jasen testattiin kahdesti jokaisessa suorituserassa. Tutkimus suunniteltiin
ja analysoitiin CLSI EP-05-A3:n suositusten mukaisesti.”

Taulukko 15 esittda analyysin tulosten tarkkuuden (yksikoissa log 1U/ml) laitteiden, kayttajien
ja reagenssierien valilla, suorituserien ja paivien sisalla, suorituserien sisalla ja
kokonaisuudessaan. Kokonaisvaihtelu johtui pddasiassa suorituseran sisdisesta vaihtelusta
(eli satunnaisvirheesta).

Taulukko 15: Aptima CMV Quant -méérityksen tarkkuus plasmassa
___________________________________________________________________________________________________________________________|]
Erien Laitteiden Kayttajien Paivien Ajojen Ajon

N  Keskipitoisuus . valilla valilli  valilla  valilla  sisalia ) nteensd
(log IU/mL) SD SD SD SD SD SD SD
108 2,28 0,02 0,04 0,00 0,00 0,06 0,16 0,18
108 2,82 0,06 0,00 0,00 0,04 0,07 0,11 0,14
108 3,49 0,07 0,00 0,01 0,06 0,06 0,11 0,15
108 4,53 0,04 0,02 0,04 0,00 0,07 0,07 0,11
108 5,57 0,06 0,00 < 0,001 0,04 0,02 0,09 0,12
108 6,67 0,06 0,03 0,00 0,00 0,00 0,10 0,12
SD = keskihajonta
Huomautus: Joidenkin tekijéiden aiheuttama vaihtelu voi olla numeerisesti negatiivista, mika voi tapahtua, jos naiden
tekijoiden aiheuttama vaihtelu on erittéin pientd. Kun nain tapahtuu, keskihajontana nakyy 0.
Kokoveri

Tarkkuuden maarittamista varten valmistettiin 6-jaseninen testisarja laimentamalla CMV-
positiiviset kliiniset naytteet tai lisaamalla viljeltya CMV:ta CMV-negatiiviseen kokovereen.
Testisarjan testasi kolme kayttajaa, jotka kayttivat kolmea reagenssieraa kolmella Panther
System -jarjestelmalld vahintdan 20 paivan aikana. Jokainen kayttaja suoritti kaksi eraa
paivassa, ja jokainen testisarjan jasen testattiin kahdesti jokaisessa suorituserassa

Taulukko 16 esittda analyysin tulosten tarkkuuden (yksikdissa log 1U/ml) laitteiden, kayttajien,
erien, suorituserien ja paivien valilla, suorituserien sisalla ja kokonaisuudessaan.
Kokonaisvaihtelu johtui padasiassa suorituseran sisadisesta vaihtelusta (el
satunnaisvirheesta).
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Suorituskyky Aptima-

Taulukko 16: Aptima CMV Quant -méérityksen tarkkuus kokoveresséa

L Erien Laitteiden Kayttajien Paivien Ajojen Ajon "
N  Keskipitoisuus valilla vililli  valilla  valilla  sisalla Y nteensa
(log IU/mL) SD SD SD SD SD SD SD

108 2,78 0,00 0,01 0,05 0,00 0,08 0,14 0,17
108 3,38 0,03 0,00 0,04 0,00 0,00 0,13 0,14
108 3,95 0,06 0,00 0,07 0,05 0,05 0,13 0,18
108 4,76 0,03 0,01 0,08 0,00 0,07 0,12 0,16
108 5,64 0,01 0,00 0,07 0,00 0,00 0,11 0,13
108 6,74 0,03 0,00 0,05 0,00 0,04 0,09 0,12

SD = keskihajonta
Huomautus: Joidenkin tekijéiden aiheuttama vaihtelu voi olla numeerisesti negatiivista, mika voi tapahtua, jos ndiden
tekijoiden aiheuttama vaihtelu on erittéin pientd. Kun nain tapahtuu, keskihajontana néakyy 0.

Mahdollisesti hairitsevat aineet

Aptima CMV Quant Assay -maarityksen herkkyys endogeenisten aineiden, antikoagulanttien
ja siirteen saaneille potilaille yleisesti maarattyjen ladkkeiden pitoisuuden kohoamisen
aiheuttamille hairidille arvioitiin. Kunkin hairitsevan aineen testipitoisuudet valittiin saatavissa
olevien kirjallisuusviitteiden ja CLSI EPQ7:n" ja EP37:n" maarittelemien ohjeiden mukaan.
Testauksessa testattiin CMV-negatiiviset plasmanaytteet ja naytteet, joihin oli lisatty CMV:ta
pitoisuudella 2,22 log 1U/mL ja pitoisuudella 3,30 log IU/mL. CMV-negatiiviset
kokoverinaytteet ja naytteet, joihin oli lisatty CMV:ta pitoisuudella 2,72 ja 4,00 log 1U/mL
CMV:n DNA:ta, testattiin hemoglobiinin osalta.

Maarityksen suorittamisessa ei havaittu mitdan hairidita plasmanaytteissa albumiinin

(60 mg/mL), hemoglobiinin (10 mg/mL), triglyseridien (15 mg/mL), konjugoitumattoman
bilirubiinin (0,4 mg/mL) tai ihmisen genomin DNA:n (2 pg/mL) I&asnéa ollessa. Maarityksen
suorittamisessa ei havaittu mitdan hairiditéd kokoverinaytteissa, kun kokoverinaytteisiin oli
lisatty 100 mg/mL hemoglobiinia.

Sellaisten potilaiden, joilla tiettyjen aineiden pitoisuudet olivat koholla, tai sellaisten potilaiden,
joilla on kohdassa Taulukko 17 mainittu sairaus, kliiniset plasmanaytteet testattiin Aptima
CMV Quant Assay -maarityslla. Maarityksen toiminnassa ei havaittu mitdan hairioita.

Taulukko 17: Testattujen kliinisten néytteiden tyypit

Kliinisten naytteiden tyypit Testattujen kliinisten naytteiden maara
1 Tumavasta-aine (ANA) 10
2 Systeeminen lupus erythematosus (SLE) 10
3 Nivelreuma (RA) 10
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Maarityksen suorittamisessa ei havaittu mitdan hairidita, kun kohdassa Taulukko 18 mainittuja
eksogeenisia aineita oli pitoisuuksilla, jotka olivat vahintdan kolme kertaa laakkeiden C 5«
ihmisen plasmassa.

Taulukko 18: Eksogeeniset aineet

Eksogeeniset

aineet Testatut eksogeeniset aineet
yhdistettyina

1 Kefotetaani, klavulanaattikalium, tiarsilliinidinatrium, vankomysiini

2 Piperasilliini

3 Sulfametoksatsoli

4 Tatobaktaaninatrium, trimetopriimi, flukonatsoli

5 Gansikloviiri, valgansikloviiri, sidofoviiri, foskarneetti, valasykloviiri, asykloviiri,
letermoviiri

6 Atatiopriini, syklosporiini, mykofenolaattimofetiili, mykofenolihappo
Sirolimuusi, takrolimuusi, prednisoni, everolimuusi

8 Natriumsitraatti, EDTA, hepariini

Spesifisyys

Spesifisyys maaritettiin kayttamalla 780 jaadytettya CMV-negatiivista kliinistéd naytetta.
Spesifisyys laskettiin "Not Detected” (Ei havaittu) -tuloksen antaneiden CMV-negatiivisten
naytteiden prosenttiosuutena kullakin naytetyypilla testattujen naytteiden kokonaismaarasta.

CMV:n DNA:ta ei havaittu 389 plasmanaytteesta ja 390 kokoverinaytteesta. Spesifisyys oli
99,7 % (389/390, 95 %:n luottamusvali: 98,6—100 %) plasman osalta ja 100 % (390/390, 95 %:n
luottamusvali: 99,3-100 %). Aptima CMV Quant Assay -maarityksen yhdistetty spesifisyys
plasman ja kokoveren osalta oli 99,9 % (779/780, 95 %:n luottamusvali: 99,3—100 %).

Taulukko 19: Spesifisyys plasma- ja kokoverindytteissé

Plasma Kokoveri Plasma ja kokoveri
Kelvolliset replikaatit (n) 390 390 780
Ei havaittu 389 390 779
Spesifisyys 99,7 % 100 % 99,9 %
(95 %:n luottamusvili) (98,6-100) (99,3-100) (99,3-100)

ClI = luottamusvali
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Analyyttinen spesifisyys

Mahdollinen ristireaktiivisuus kohdassa Taulukko 20 mainittujen patogeenien kanssa arvioitiin
CMV-negatiivisella ihmisen plasmalla yhdessa CMV:n, jota oli 2,2 log IU/mL ja 3,3 log IU/mL,
kanssa tai ilman CMV:ta. Kolme uutta kokoverinaytteistd havaittua loista arvioitiin myts CMV-
negatiivisella kokoverella yhdessa CMV:n, jota oli 2,7 log IU/mL ja 4,0 log IU/mL, kanssa tai
ilman CMV:ta. Patogeenit testattiin suurimmalla saatavissa olevalla pitoisuudella.
Ristireaktiivisuutta tai hairidita ei havaittu.

Taulukko 20: Analyyttisen spesifisyyden suhteen testatut patogeenit

Mikro-organismi/patogeeni Pitoisuus Mikro-organismi/patogeeni Pitoisuus
Adenovirus, tyyppi 4 1886 TCID50/mL? Mycobacterium intracellulare 1 000 000 CFU/mL
BK-polyoomavirus 1 000 000 cp/mL°® Mycoplasma genitalium 1 000 000 CFU/mL
Epstein-Barr-virus 1 000 000 cp/mL Mycoplasma pneumoniae 1 000 000 CFU/mL
Hepatiitti B -virus 1 000 000 IU/mL © Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/mL
Hepatiitti C -virus 1 000 000 cp/mL Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/mL

Herpes Simplex -virus, tyyppi 1 1428571 TCIDSQ/mL ~ Saimonellaenterica -serovariantti 4 ) 000 cRy/mL
Typhimurium

Herpes Simplex -virus, tyyppi 2 147 143 TCID50/mL Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/mL
HIV-1-alatyyppi B 1000 000 cp/mL Staphylococcus epidermidis 1000 000 CFU/mL
Ihmisen herpesvirus 6A 1 000 000 cp/mL Streptococcus agalactiae 1 000 000 CFU/mL
Ihmisen herpesvirus 7 1428 571 TCID50/mL Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/mL
Ihmisen herpesvirus 8 1 000 000 cp/mL Streptococcus pyogenes 1 000 000 CFU/mL
Ihmisen metapneumovirus 192 857 TCID50/mL Asperqgillus niger 485 000 CFU/mL
Ihmisen pap"'c;osmav"us’ tyyppi 1000 000 cp/mL Candida albicans 1000000  CFU/mL
lhmisen parainfluenssavirus 944 TCID50/mL Cryptococcus neoformans 1 000 000 CFU/mL
Influenssavirus 3857 TCID50/mL Trichomonas vaginalis 1 000 000 solua/mL
Rhinovirus 7 257 TCID50/mL Leishmania major* 1 000 000 solua/mL
Varicella Zoster -virus 1 000 000 cp/mL Babesia microti* 1 000 000 solua/mL
Zikavirus 29 286 TCID50/mL Plasmodium falciparum* 1 000 000 solua/mL
Chiamydia trachomatis 1 000 000 CEU/mL ¢ aT(?II.D.SOImL = kudosviljelman infektiiviset annosyksikot
millilitrassa
Clostridium perfringens 1 000 000 CFU/mL °cp/mL = viruksen kopiot millilitrassa
Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/mL °lU/mL = kansainvaliset yksikot millilitrassa
Enterococcus faecalis 1 000 000 CFU/mL ‘CFU/mL = pesakkeen muodostavat yksikot millilitrassa
Escherichia coli 1 000 000 CFU/mL *testattu kokoverinaytetyypilla
Klebsiella pneumoniae 1 000 000 CFU/mL
Listeria monocytogenes 1 000 000 CFU/mL
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Naytteiden valinen kontaminaatio

Naytteiden valinen kontaminaatio on arvioitu Panther System -jarjestelmassa kayttaen plasmaa
naytetyyppina ja testaamalla muilla viruskuormitusmaarityksilla (Aptima HIV-1 Quant Dx Assay,
Aptima HCV Quant Assay, Aptima HBV Quant Assay). Naytteiden valistd kontaminaatiota ei
havaittu aiemmassa testauksessa. Jotta voitiin maarittaa, ettd Panther System vahentaa
kontaminaation aiheuttamien epakelpojen positiivisten tulosten riskid kokoverinaytetyypissa,
suoritettiin tutkimus kayttamalla kolmea CMV-lisdyksen sisaltdvaa testisarjaa kolmessa
Panther System -jarjestelmassa. Naytteiden valinen kontaminaatio arvioitiin kayttamalla
korkean pitoisuuden CMV:n DNA-lisda sisaltavia kokoverinaytteita (6 log lU/mL), jotka oli
siroteltu CMV-negatiivisten naytteiden joukkoon shakkilautakuvion tapaan. Testaus suoritettiin
kahdellatoista ajolla. Naytteiden valisen kontaminaation kokonaisosuus oli 0,24 % (1/423).

Menetelman korrelaatio
Tama tutkimus suunniteltin CLSI EP09c¢:n mukaisesti.™

Plasmamenetelman korrelaatio

Aptima CMV Quant Assay -maarityksen suorituskyky arvioitin Roche cobas® -CMV:hen
verrattuna cobas® 6800 -jarjestelmassa testaamalla CMV-positiivisilta potilailta saatuja
laimentamattomia Kkliinisia naytteitad ja keinotekoisia naytteita, jotka oli valmistettu erilaisista
viljellyista viruskannoista, jotka kuuluivat kaikkiin neljaan genotyyppiin ja joita oli lisatty
yksittdisen luovuttajan negatiiviseen EDTA-plasmaan. Yhteensa 160 Kliinistéd naytetta ja

115 keinotekoista naytettd kummallekin maaritykselle yhteiselld lineaarisella alueella kaytettiin
Deming-regressiossa, jonka Kuva 13 esittaa.
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Kuva 13. CMV-viruskuormituksen korrelaatio Aptima CMV Quant Assay -maérityksen ja Roche cobas®
CMV Assay -mdéadrityksen vililld testattaessa plasmanéytteita
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Kokoverimenetelman korrelaatio

Aptima CMV Quant Assay -maarityksen suorituskyky arvioitiin Abbott CMV Real Time Assay -
maaritykseen verrattuna m2000-alustalla testaamalla CMV-positiivisilta potilailta saatuja
laimentamattomia Kkliinisia naytteitad ja keinotekoisia naytteita, jotka oli valmistettu viljellysta
viruksesta, jota oli lisatty yksittdisen luovuttajan negatiiviseen EDTA-kokovereen. Yhteensa
159 Kliinista naytetta ja 83 keinotekoista naytettd kummallekin maaritykselle yhteisella
lineaarisella alueella kaytettiin Deming-regressiossa, jonka Kuva 14 esittaa.
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Kuva 14. Aptima CMV Quant -méérityksen CMV-viruskuorman ja Abbott RealTime CMV -méérityksen
vélinen korrelaatio testattaessa kokovdrindytteita
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Toistettavuus

Toistettavuus plasmanaytteissa

Aptima CMV Quant -maarityksen toistettavuus plasmassa arvioitiin kolmessa ulkoisessa
tutkimuspaikassa. Kussakin tutkimuspaikassa testauksen suoritti kaksi kayttajaa. Jokainen
kayttaja suoritti yhden suorituseran paivassa 5 paivan aikana kayttden yhta reagenssieraa
testauksen aikana. Jokaisessa suorituserassa oli kolme replikaattia kustakin paneelin
jasenesta.

Toistettavuus testattiin kayttdmalla testisarjan jasenia, jotka oli valmisteltu laimentamalla
CMV-positiiviset kliiniset naytteet tai viljelty CMV CMV-negatiiviseen EDTA-plasmaan. CMV:n
DNA-pitoisuudet kattoivat maarityksen lineaarisen alueen.

Taulukko 21 esittda kunkin positiivisen testin jasenen analyysin tulosten toistettavuuden ja
tarkkuuden tutkimuspaikkojen, kayttajien, paivien ja ajojen valilla, ajojen sisalla ja
kokonaisuudessaan. Variaatiokerroin laskettiin kayttamalla seuraavaa kaavaa, jossa ¢® on
datan naytteen varianssi log4g-muunnoksen jalkeen.

9%CV = 100 x y/10°° *1n (10) _ 1

Taulukko 21: Aptima CMV Quant -mé&érityksen CMV:n DNA-tasojen toistettavuus Panther System -
Jarjestelméssé plasman positiivisissa testisarjan jasenisséa

. I osuus kokonaisvarianssista
Havaittu keskimaarainen

SD (%CV?) Kokonaisv
N arianssi
Ui LogrglUiml L kat kyttat pavat vaiiE suoritaserat
90 198,33 2,26 0,05 (11,19) 0('8)0 ( 102’?964) o(,g)o 0,17 (39,59) (40?;’1688)
90 603,27 2,76 (g:gg) ?2(,2%1) ( 105’?678) ( 106?;5) 0,12 (27,04) (303;’1647)
90 242854 3,36 0,06 (12,83) 0('8)0 (201‘%92) ( 102’?863) 0,11 (24,69) (30511267)
90  27623,02 442 0,07 (15,98) 0('8)0 (gjgg) (103;?865) 0,08 (19.38) (306,1633)
90  284107,74 5,44 0,07 (15,58) 0('8)0 ( 106,0242) 0(’8)0 0,09 (21,66) (205’1920)
90  3821364,62 6,57 0,08 (19,12) 0.00 0.06 002 (4,02) 008(1745) '

(0) (14,22) (30,25)

%CV = lognormaalinen variaatiokerroin, SD = keskihajonta (logg 1U/ml)

Huomautus: Joidenkin tekijdiden aiheuttama vaihtelu voi saada negatiivisen numeroarvon. Nain voi kdyda, jos
naiden tekijoiden aiheuttama vaihtelu on erittain pienta. Naissa tapauksissa keskihajonnan ja variaatiokertoimen
arvoina esitetaan 0.
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Toistettavuus kokoverindytteissa

Aptima CMV Quant -maarityksen toistettavuus kokoveressa arvioitiin kolmessa ulkoisessa
tutkimuspaikassa. Kussakin tutkimuspaikassa testauksen suoritti kaksi kayttdjaa. Jokainen
kayttaja suoritti yhden suorituseran paivassa 5 paivan aikana kayttden yhta reagenssieraa
testauksen aikana. Jokaisessa suorituserassa oli kolme replikaattia kustakin paneelin
jasenesta.

Toistettavuus testattiin kayttdmalla testisarjan jasenia, jotka oli valmisteltu laimentamalla
CMV-positiiviset kliiniset naytteet tai viljelty CMV CMV-negatiiviseen EDTA-kokovereen.
CMV:n DNA-pitoisuudet kattoivat maarityksen lineaarisen alueen.

Taulukko 22 esittda kunkin positiivisen testin jasenen analyysin tulosten toistettavuuden ja
tarkkuuden tutkimuspaikkojen, kayttajien, paivien ja ajojen valilla, ajojen sisalla ja
kokonaisuudessaan lukuun ottamatta yhta poikkeamaa (0,2 %, 1/533). Variaatiokerroin
laskettiin kayttamalla seuraavaa kaavaa, jossa o’ on datan naytteen varianssi log4g-
muunnoksen jalkeen.

%CV =100 x +/10°% *1a (10) _ 1

Kaikkien testisarjan CMV-positiivisten ja CMV-negatiivisten jasenten yhdenmukaisuusarvot
olivat 100 %.

Taulukko 22: Aptima CMV Quant -mé&érityksen CMV:n DNA-tasojen toistettavuus Panther System -
Jarjestelméssé kokoveren positiivisissa testisarjan jasenissé

. I osuus kokonaisvarianssista
Havaittu keskimaarainen

SD (%CV?) Kokonaisv
N arianssi
R R R
89 604,32 2,73 0('8)0 0(‘8)0 0(‘8)0 (2%,1319) 0.18 (43,23) (501‘,2312)
89 2188,59 3,32 = (%’?1 0(‘8)0 0(’8)0 (105"0275) 0,11 (25,34) (2%”18%)3
89 7830,84 3.87 (g:%) (2133) O(‘(?)0 (107’?781) 013 (30.28) (3Of,1760)
88 48897,12 4,66 (31(1):’) 0(’8)0 0(’8)0 (202’,1407) 0.1 (24.99) (3061,1859)
88 375626,91 5,56 (g:gg) (g:gg) 0(*8)0 ( 102"(’052) 0,09 (21,18) (205j324)
89 460004644 664 (16.45) o) (Hap  003(632) 0d0@274) o

%CV = lognormaalinen variaatiokerroin, SD = keskihajonta (log4q 1U/ml)

Huomautus: Joidenkin tekijdiden aiheuttama vaihtelu voi saada negatiivisen numeroarvon. Nain voi kdyda, jos
naiden tekijéiden aiheuttama vaihtelu on erittdin pientd. Naissa tapauksissa keskihajonnan ja
variaatiokertoimen arvoina esitetdan 0.

*Kokonaisvarianssitulos ilman poikkeavaa havaintoa, joka saattaa olla seurausta ndytteen
valmisteluongelmasta.
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