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Obecné informace Aptima-

Obecné informace

Uréené pouziti
Analyza Aptima™ CMV Quant Assay je analyza amplifikace nukleovych kyselin in vitro ke

kvantifikaci DNA lidského cytomegaloviru v lidské EDTA plazmé a pIné krvi na plné
automatizovaném systému Panther™.

Analyza Aptima CMV Quant Assay je ur€ena jako pomUcka pfi diagnostice a IéEbé pacientu
po transplantaci solidnich organi a hematopoetickych kmenovych bunék.

Analyza Aptima CMV Quant Assay neni urena pro pouziti jako screeningova analyza na
pritomnost CMV v krvi nebo krevnich produktech.

Shrnuti a vysvétleni testu

Lidsky CMV je vSudypfitomny, linearni dvouvlaknovy DNA virus o velikosti 240 kb, ktery
nalezi do Celedi herpetickych virt. V zavislosti na studované populaci a geografické oblasti
se séroprevalence viru CMV celosvétové pohybuje od 45 do 100 %."* U imunokompetentnich
hostiteltl je infekce virem CMV obvykle asymptomaticka a spontanné mizejici.

U imunokompromitovanych jedincd, jako jsou pfijemci transplantatl a osoby infikované virem
lidské imunodeficience, vSak virus CMV pfedstavuje vyznamnou pficinu morbidity a mortality.

Podobné jako u jinych herpetickych vir(i vznika po primarni infekci virem CMV celozivotni
latentni infekce, ktera se mize ojedinéle reaktivovat. U pacientl po transplantaci mize
pfenos latentniho viru CMV ve &tépu nebo reaktivace latentni infekce virem CMV v hostiteli
vést k rozsahlé replikaci viru a jeho rozsSifeni do vice organt, coz Casto pfedstavuje ohrozeni
Zivota.®

Kvantitativni testovani amplifikace nukleovych kyselin pfedstavuje v pfipadé sledovani
infekce a onemocnéni vyvolanych virem CMV u pacientl po transplantaci preferovanou
metodu, protoze je rychlé a citlivé.* NejnovéjSi pokyny doporuc€uji monitorovat virovou naloz
CMV alespon jednou tydné, aby bylo mozné rozhodnout o zahajeni terapie proti CMV

a sledovat odpovéd na terapii.>*”* Obecné plati, Zze vysSi hodnoty virové naloze koreluji se
zvySenym rizikem onemocnéni vyvolaného virem CMV.** Kvantifikace DNA viru CMV ve
spojeni s klinickymi projevy a dalSimi laboratornimi markery je tedy pro |é¢bu pacient(

s infekci CMV kli¢ova.

Principy postupu

Aptima CMV Quant Assay je analyza amplifikace nukleovych kyselin in vitro, ktera pouziva
technologii transkripci mediované amplifikace (TMA) v realném ¢ase v systému Panther* pro
kvantifikaci DNA viru CMV, genotypu 1, 2, 3 a 4. Design primeru se zaméfuje na vysoce
konzervovany gen UL56, aby byla zajisténa pfesna kvantifikace DNA viru CMV. Tato analyza
je standardizovana podle 1. mezinarodniho etalonu WHO (kod NIBSC: 09/162) pro lidsky
cytomegalovirus.”

Analyza Aptima CMV Quant Assay zahrnuje tfi hlavni kroky, které probihaji v jediné
zkumavce v systému Panther: zachyt cile, amplifikace cile metodou TMA a detekce produktu
amplifikace (amplikonl) pomoci fluorescenéné znacenych sond (indikatory).

*VEetné variant systému Panther.
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Béhem zachytu cile je ze vzorku izolovana virova DNA. Na vzorek je pouzit detergent, aby
doslo k solubilizaci virové schranky, denaturaci proteint a uvolnéni genomické DNA viru.
Zachycené oligonukleotidy hybridizuji do vysoce konzervovanych oblasti DNA CMV, jsou-li
v testovacim vzorku pfitomny. Hybridizovany cil je poté zachycen na magnetické
mikroCastice, které jsou oddéleny od vzorku v magnetickém poli. Kroky promyvani odstrani
z reakeéni zkumavky nadbytené slozky.

Amplifikace cile probiha prostfednictvim TMA, coz je metoda transkripci mediované
amplifikace nukleové kyseliny vyuzivajici dva enzymy, reverzni transkriptazu a T7 RNA
polymerazu Moloneyho viru mysi leukemie (MMLV). Reverzni transkriptaza slouzi k vytvoreni
DNA kopie (obsahujici promotorovou sekvenci RNA polymerazy T7) cilové sekvence. RNA
polymeraza T7 vytvari viceCetné kopie amplikonu RNA z templatu kopie DNA.

Detekce se provadi pomoci indikatort z jednovlaknové nukleové kyseliny, které jsou soucasti
amplifikace cile a které v realném Case specificky hybridizuji amplikon. Kazdy indikator
obsahuje fluorofor a zhase€. KdyZ neni indikator hybridizovan na amplikon, zhasec je v tésné
blizkosti fluoroforu a potlacuje fluorescenci. Po navazani indikatoru na amplikon se zhasec¢
posune dale od fluoroforu, ktery po excitaci zdrojem svétla zaéne emitovat signal specifické
vinové délky. Cim vice indikator(l se hybridizuje k amplikonu, tim vétsi fluorescenéni signal je
generovan. Cas pottebny k dosazeni specifikovaného prahu fluorescenéniho signalu je
umérny pocatecni koncentraci CMV. Kazda reakce ma svdj vnitini kalibrator / vnitfni kontrolu
(IC), ktera kontroluje variabilitu ve zpracovani vzorku, amplifikaci a detekci. Koncentrace
vzorku je uréena softwarem systému Panther pomoci signalt CMV a IC pro kazdou reakci
a jejich porovnanim s kalibracnimi informacemi.

Vysledky analyzy se pfevadéji z kopii/ml na lU/ml pomoci rovnice konverzniho faktoru
zabudované v softwaru Panther. Stejna rovnice faktoru konverze se pouziva pro vzorky plné
krve i plazmy. Pokud je v systému Panther vybran faktor konverze piné krve, pouZije se na
vysledky virové naloze CMV u vzorkl pIné krve faktor fedéni 4.

Souhrn udaja o bezpecnosti a funkci
Souhrn Gdaji o bezpecénosti a funkci (Summary of Safety and Performance — SSP) je
k dispozici v evropské databazi zdravotnickych prostfedkd (Eudamed), kde je propojen
s pfisludnymi identifikatory prostfedku (Basic UDI-DI). Dokument SSP k analyze Aptima CMV
Quant Assay muzete vyhledat pomoci zakladniho jedine€ného identifikatoru prostfedku
(BUDI): 54200455DIAGAPTCMVAP.

Varovani a bezpecnostni opatreni
A. Pro diagnostické pouZiti in vitro.

B. Pro profesionalni pouziti.

C. Pred provedenim této analyzy si peclivé prostudujte celou pfibalovou informaci
a pfislusny dokument Panther/Panther Fusion System Operator’s Manual (Pfirucka
obsluhy k systému Panther / Panther Fusion). Snizite tak riziko vyskytu neplatnych
vysledkda.
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Souvisejici s laboratofi

D. UPOZORNENI: Kontroly této analyzy obsahuii lidskou plazmu. Plazma je negativni na
povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg), protilatky proti HCV, protilatky proti HIV-1 a HIV-2
a antigen HIV pfi testovani pomoci postupt licencovanych Uradem pro kontrolu potravin
aléCiv v USA. Kromé toho je plazma pfi testovani pomoci licencovanych testu nukleovych
kyselin s pouzitim sdilenych vzorkd nereaktivni pro DNA CMV, DNA HBV, RNA HCV a RNA
HIV-1. V8echny materialy pochazejici z lidské krve je nutné povazovat za potencialné infekéni
a je nutné s nimi manipulovat dle univerzalnich bezpecnostnich opatfeni.""?

E. Tento postup mohou provadét pouze pracovnici s nalezitym Skolenim v pouziti analyzy
Aptima CMV Quant Assay a v manipulaci s potencialné infekénimi materialy. Pokud dojde
k rozliti, ihned provedte dezinfekci pomoci vhodnych postupl daného pracovisté.

Pouzivejte pouze dodané nebo urené jednorazove laboratorni vybaveni.

G. Dodrzujte bézna laboratorni bezpecnostni opatfeni. Nepipetujte usty. Ve vyhrazenych
pracovnich prostorech nejezte, nepijte ani nekufte. Pfi manipulaci se vzorky a reagenciemi
soupravy pouZzivejte jednorazoveé rukavice bez talku, ochranné bryle a laboratorni plasté.
Po manipulaci se vzorky a reagenciemi soupravy si peclivé omyjte ruce.

H. Pracovni povrchy, pipety a dalSi vybaveni pravidelné dekontaminujte 2,5% az 3,5%
(0,35 mol az 0,5 mol) roztokem chlornanu sodného.

I.  VeSkeré materialy, které pfisly do styku se vzorky a reagenciemi, zlikvidujte v souladu
s regionalnimi predpisy.'*"'#* D{ikladné vycistéte a vydezinfikujte vdechny pracovni povrchy.

J. Kontroly obsahuji azid sodny jako konzervaéni latku. K pfenosu reagencie nepouzivejte
kovové trubky. Pokud roztoky obsahujici azid sodny likvidujete do kanalizacniho systému, je
nutné je naredit a splachnout velkym mnoZstvim tekouci vody. Tato bezpecnostni opatfeni by
méla zabranit nahromadéni latky v kovovych trubkach, kde by pak hrozil vybuch.

K. Zasady spravné praxe v molekularnich laboratofich zahrnuji sledovani prostfedi.
Pro monitorovani prostfedi laboratofe je navrzen nasledujici postup:

1. Zajistéte si vatovou ty€inku a par alikvota¢nich zkumavek na vzorky Aptima
(Specimen Aliquot Tube, SAT).

2. Kazdou zkumavku SAT pfislusnym zpusobem oznacte.

3. Kazdou zkumavku SAT napliite 1 ml roztoku k fedéni vzorkua Aptima.

4. Chcete-li odebrat vzorky povrchu, tampon lehce navihéete deionizovanou Nuclease-
free vodou.

5. Otfete pozadovany povrch vertikalnim pohybem seshora dolu. Otocte ty€inku pfiblizné
o jednu polovinu otoCky a zaroven provadéjte stér z mista.

6. Okamzité ulozte vzorek stéru do zkumavky a jemnym otacenim tycinky v Fedicim roztoku
extrahujte pfipadné materialy ziskané stérem. lhned otfete jednu stranu pfepravni
zkumavky s cilem vyextrahovat co nejvice tekutiny. Zlikvidujte tyCinku a zaviete zkumavku.

7. Zopakuijte kroky u zbyvajicich vzorkl stéru.

8. Provedte molekularni analyzu stéru.

Souvisejici se vzorky

L. Vzorky mohou byt infekéni. PFi provadéni této analyzy dodrzujte univerzalni bezpecénostni
opatfeni.""" Zajistéte spravné postupy pfi manipulaci a likvidaci v souladu s mistnimi
predpisy.” Tento postup mohou provadét pouze pracovnici fadné vyskoleni v pouzivani
analyzy Aptima CMV Quant Assay a v manipulaci s infek&nimi materialy.
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M.

Chcete-li zabezpecit integritu vzorku, zajistéte pfi pfepravé vzork(i vhodné prepravni
podminky. Stabilita vzorkd za jinych nez doporu¢enych pfepravnich podminek nebyla
hodnocena.

. PFi manipulaci se vzorky zabrante kfizové kontaminaci. Davejte zvlastni pozor, aby

nedoslo ke kontaminaci rozstfikovanim aerosoll pfi uvolfiovani nebo otevirani vzorku.
Vzorky mohou obsahovat extrémné vysoké koncentrace organismu. Zajistéte, aby se
jednotlivé nadoby na vzorky vzajemné nedotykaly, a pouZzité materialy pfi likvidaci
nepfenasejte nad otevienymi nadobami. Pokud se vzorku dotknete, vymérnite si rukavice.

Souvisejici s analyzou

0.

P.

Soupravu reagencii, kalibrator ani kontroly nepouzivejte po datu exspirace.

Nezaméniujte, nemichejte ani nekombinujte reagencie analyzy ze souprav s rlznymi Cisly
hlavni Sarze. Kapaliny analyzy mohou byt z riznych Sarzi. Kontroly a kalibrator mohou
pochazet z riznych Sarzi.

Q. Zabrante mikrobialni a nukleazové kontaminaci reagencii.

R. VSechny reagencie analyzy uzaviete a skladujte pfi uvedené teploté. Pfi nespravném

skladovani reagencii analyzy muaze byt negativné ovlivnéna funkéni zplsobilost analyzy.
Dalsi informace naleznete v €asti PoZadavky na skladovani reagencii a zachazeni s nimi
a Postup testu na systému Panther.

Pokud nebude vyslovné uvedeno jinak, nekombinujte Zadné reagencie ani kapaliny
analyzy. Nedolévejte reagencie ani kapaliny. Systém Panther ovéfuje hladiny reagencii.

Zamezte kontaktu TER s klzi, o€ima a sliznicemi. Pokud dojde ke kontaktu s touto
reagencii, oplachnéte se vodou. Pokud dojde k rozliti této reagencie, zfedte ji vodou a
postupujte podle pfislusnych postupl na pracovisti.

. Nékteré reagencie v této sadé jsou oznacéeny rizikovymi a bezpecnostnimi symboly.

Poznamka: Informace o nebezpeci jsou v souladu s klasifikacemi bezpecnostnich listd (BL)
EU. Informace o nebezpecich specifické pro vas region naleznete v bezpecnostnim listu
specifickém pro dany region v knihovné bezpecénostnich list(i (Safety Data Sheet Library) na
webovych strankach www.hologicsds.com. Dal$i informace o symbolech naleznete v legendé
symbolti na webovych strankach http.//www.hologic.com/package-inserts.

Informace o nebezpeci pro EU

? i ! H312 — Zdravi Skodlivy pfi styku s kGzi.

Kontroly ze sady CMV
Lidské sérum / lidska plazma 95-100 %
Azid sodny <1%

VAROVANI

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
EUHO032 - Uvolnuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami
P273 — Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostredi.
P280 — Pouzivejte ochranné bryle/oblicejovy §tit.
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Kalibrator ze sady

HEPES 15-20 %

Laurylsulfat, lithna sul 5-10 %
Hydroxid lithny, monohydrat, 1-5 %
Kyselina jantarova 1-5 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prosttedi.

P280 — Pouzivejte ochranné bryle/obli¢ejovy §tit.
Reagencie pro zesileni cile (TER)

Hydroxid lithny, monohydrat, 5-10 %

NEBEZPECI

H302 — Zdravi $kodlivy pfi poziti.

H314 — Zpusobuje tézké poleptani kGize a poSkozeni oéi.
@ P260 — Nevdechuijte prach/dym/plyn/mlhu/pary/aerosoly.

P280 — Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZI (nebo s vlasy): Veskeré kontaminované &asti odévu okamzité
svléknéte. Oplachnéte kiGzi vodou/osprchuijte.

P305 + P351 + P338 — PRI ZASAZENI OCI: N&kolik minut opatrn& vyplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ocky,
jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P310 — Okamzité volejte TOXIKOLOGICKE INFORMACNI STREDISKO/Iékare.

P280 — Pouzivejte ochranné bryle/oblicejovy Stit.

Promotorova reagencie
Chlorid horecnaty 55-60 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gginky.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.
P280 — Pouzivejte ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

Amplifikaéni reagencie
Chlorid horecnaty 65-70 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gg&inky.
P273 — Zabrante uvolnéni do zivotniho prostredi.
P280 — Pouzivejte ochranné bryle/oblicejovy Stit.

Reagencie pro zachyceni cile
HEPES 15-20 %

Laurylsulfat, lithna sal 5-10 %
Kyselina jantarova 1-5 %

Hydroxid lithny, monohydrat, 1-5 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi tginky.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostfedi.
P280 — Pouzivejte ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.

Enzymaticka reagencie
HEPES 1-5 %

H412 — Skodlivy pro vodni organismy, s dlouhodobymi Gg&inky.
P273 — Zabrarite uvolnéni do zivotniho prostredi.
P280 — Pouzivejte ochranné bryle/oblicejovy Stit.
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Pozadavky na skladovani reagencii a zachazeni s nimi

A. V nasledujici tabulce jsou uvedeny skladovaci podminky a stabilita reagencii, kontrol
a kalibratoru.

Skladovani Oteviena sada (po rekonstituci)
Reagencie Vv neotevieném
stavu Skladovani Stabilita
Amplifikaéni reagencie qCMV 2°Caz8°C
Rekonstituéni roztok pro amplifikaci gCMV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Enzymaticka reagencie qCMV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro enzymy qCMV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dnf°
Promotorova reagencie qCMV 2°Caz8°C
Rekonstitu¢ni roztok pro promotor qCMV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dni®
Reagencie pro zachyt cile qCMV 2°Caz8°C 2°Caz8°C 30 dnf

gCMV PCAL (pozitivni kalibrator)

-15°Caz-35°C

15°Caz30°C

Jednorazova lahvicka

Pouzijte do 24 hodin

- °C 45 _35 © °C a3 30 © Jednorazova lahvicka
KONTROLA qCMV NC — (negativni kontrola) —15 °C az-35°C 15°Caz30°C Pouzijte do 24 hodin

KONTROLA qCMV LPC + (slabé pozitivni 45 ¢ 55 _35 °C 15 °C a2 30 °C Jedn?__razova lahvicka
kontrola) Pouzijte do 24 hodin

KONTROLA qCMV HPC + (silné pozitivni _15°C a3 —35 °C 15 °C a3 30 °C Jedn?.l.'azova Iahwc.ka
kontrola) Pouzijte do 24 hodin

Reagencie pro zesileni cile qCMV 15°Caz30°C 156°Caz30°C 30 dni®

* Po vyjmuti reagencii ze systému Panther je nutné je ihned vratit zpét do prostfedi s vhodnou skladovaci teplotou.

B. Zlikvidujte veSkeré nepouzité rekonstituované reagencie, reagencie pro zachyt cile (TCR)
a reagencie pro zesileni cile (TER) po 30 dnech nebo po uplynuti data exspirace hlavni
Sarze podle toho, ktera situace nastane dfive.

C. Reagencie ulozené v systému Panther maji stabilitu v pfistroji 96 hodin. Reagencie Ize
vlozit do systému Panther az 8krat. Systém Panther zapiSe kazdé vlozeni reagencii.

D. Po rozmrazeni kalibratoru musi byt roztok Ciry, tzn. nesmi byt kalny a nesmi obsahovat
precipitaty. Zkontrolujte, Ze se srazeniny rozpustily. Kalibrator nepouzivejte, pokud vznikl
gel, srazenina nebo zakal.

E. Lyofilizovana promotorova reagencie a rekonstituovana promotorova reagencie jsou
fotosenzitivni. Pfi skladovani a pfipravé k pouziti chrante tyto reagencie pfed svétlem.

F. Reagencie pro zesileni cile qCMV musi byt pfed pouzitim ulozena pfi teploté 15 °C az
30 °C.

Aptima CMV Quant Assay 7 AW-27747-2601 Rev. 001



Obecné informace Aptima-

Odbér a skladovani vzorku

Poznamka: Se vSemi vzorky je nutné zachazet jako s potencialné infekénimi. Pfijméte
univerzalni bezpecnostni opatreni.

Poznamka: Davejte pozor, aby pfi manipulaci se vzorky nedoSlo ke kiizové kontaminaci.
Pri likvidaci napfiklad neprfenasejte pouZity material nad otevienymi zkumavkami.

Poznamka: K uskladnéni vzork( se doporucuji pouze plastové sekundarni zkumavky.

Pro pfipravu plazmy je mozné pouzit vzorky plné krve odebrané do nasledujicich sklenénych
nebo plastovych zkumavek:

+ Zkumavky obsahujici antikoagulanty EDTA
* Zkumavky na pfipravu plazmy (Plasma Preparation Tube, PPT)
A. Sbér vzorki

1. Plazma: PInou krev Ize skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji centrifugovat do
24 hodin od odbéru vzork(l. Oddélte plazmu od erytrocytarniho terCiku dle pokynt
vyrobce pouZité zkumavky. Plazmu Ize v systému Panther testovat v primarni zkumavce
nebo pfenést do sekundarni zkumavky, napfiklad alikvotacni zkumavky na vzorky Aptima
(SAT). K ziskani objemu vzorku 500 pl je minimalni objem plazmy v pfipadé primarnich
odbérovych zkumavek 1 200 ul. V pfipadé sekundarnich zkumavek je k dosazeni objemu
vzorku 500 pl potfeba minimalni objem 700 ul. V nasledujici tabulce jsou uvedeny
pozadavky na mrtvy objem pro jednotlivé typy primarni a sekundarni zkumavky.

Zkumavka (velikost a typ) Mrtvy objem v systému Panther
Alikvotaéni zkumavka Aptima (SAT) 0,2 mi
12 x 75 mm 0,5ml
13 x 100 mm 0,5ml
13 x 100 mm s gelem 0,3 ml
16 x 100 mm s gelem 0,7 ml

Pokud neprovedete testovani ihned, je mozné plazmu uskladnit v souladu s nize
uvedenymi specifikacemi. Pfi pfevedeni do sekundarni zkumavky muze byt plazma
zmrazena na teplotu —20 °C nebo —70 °C. Nepfekracujte 3 cykly zmrazeni—rozmrazeni.
Nezmrazujte vzorky plazmy v primarnich odbérovych zkumavkach s EDTA.

2. PIna krev musi byt pfed testovanim v systému Panther zpracovana pomoci pfedem
naplnénych zkumavek s fedicim roztokem pro plnou krev. U nezpracovanych vzork
plné krve nepfekracujte 3 cykly zmrazeni—rozmrazeni.

B. Podminky uskladnéni vzorku
1. Vzorky EDTA plazmy

Plnou krev Ize skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji centrifugovat do
24 hodin od odbéru vzorku. Plazma muze byt poté uchovavana za jedné
z nasledujicich podminek:

* V primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az
30 °C po dobu az 24 hodin.

* V primarni odbérové zkumavce nebo sekundarni zkumavce pfi teploté 2 °C az
8 °C po dobu az 5 dnd.

» V sekundarni zkumavce pfi teploté —20 °C nebo —70 °C po dobu az 60 dna.
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PIna krev

30°C
2°C

< 24 hodin po odbéru

Obecné informace

Primarni nebo || Primarni nebo A
.. . Sekundarni
sekundarni sekundarni
30°C 8°C -15°C -65°C
* * * nebo *
2°C 2°C -35°C -85°C
< 24 hodin <5dni <60 dni

Obrazek 1. Podminky skladovani pro zkumavky s EDTA

2. Vzorky PPT

Plnou krev Ize skladovat pfi teploté 2 °C az 30 °C a je nutné ji centrifugovat do
24 hodin od odbéru vzorkl. Plazma mulze byt poté uchovavana za jedné
z nasledujicich podminek:

* Ve zkumavce PPT pfi teploté 2 °C az 30 °C po dobu az 24 hodin.
* Ve zkumavce PPT pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dnu.
* Ve zkumavce PPT pfi teploté —20 °C nebo —70 °C po dobu az 60 dn(.

PIna krev

30°C
2°C

< 24 hodin po odbéru

PPT PPT PPT
30°C 8°C -15°C -65°C
nebo
R G (N (| ) (P
< 24 hodin <5 dni <60 dni

Obrazek 2. Podminky skladovani pro zkumavky PPT
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3. Vzorky plné krve

Plnou krev Ize skladovat pfi teploté 15 °C az 30 °C po dobu az 36 hodin po odbéru
vzorku. Odebranou plnou krev Ize skladovat za jedné z nasledujicich podminek:

» V primarni odbérové zkumavce pfi teploté 2 °C az 8 °C po dobu az 5 dna.

* V primarni odbérové zkumavce pfi teploté —20 °C nebo —70 °C po dobu az
60 dnu.

PIna krev

30°C
15°C

< 36 hodin po odbéru

Primarni Primarni
8°C -15°C -65°C
Y * nebo Y
2°C -35°C -85°C
<5dni <60 dni

Obrazek 3. Podminky skladovani pro vzorky plné krve

Vzorky v systému Panther

Vzorky plazmy a zpracované vzorky piné krve mohou byt v systému Panther ponechany
neuzaviené po dobu az 8 hodin. Vzorky je mozné vyjmout ze systému Panther a otestovat,
dokud doba v pfistroji nepfekroCi 8 hodin pfed pipetovanim vzorku systémem Panther.

Preprava vzork
Dodrzujte podminky uchovavani vzorkd uvedené v ¢asti Odbér a skladovani vzorku.

Poznamka: Vzorky museji byt pfepravovany v souladu s platnymi narodnimi,
mezinarodnimi a regionalnimi pfedpisy pro pfepravu.
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Systém Panther

NiZe jsou uvedeny reagencie pro analyzu Aptima CMV Quant Assay pro systém Panther.
Vedle ndzvu reagencie jsou rovnéz uvedeny symboly pro identifikaci reagencii.

Reagencie a dodavané materialy

Sada analyzy Aptima CMV Quant Assay, 100 testu (kat. €. PRD-05074)
(1 krabicka analyzy, 1 krabiCka reagencie pro zesileni cile, 1 sada kalibratord a 1 sada kontrol)

Krabi¢ka analyzy Aptima CMV Quant Assay
(po pfijeti skladujte pfi teploté 2 az 8 °C)

Symbol Soucast Mnozstvi
A Amplifikaéni reagencie qCMV 1 lahvicka
Neinfekéni nukleové kyseliny vysusené v pufrovaném roztoku.
E Enzymaticka reagencie qCMV
ViysuSena reverzni transkriptaza a RNA polymeraza v roztoku 1 lahviCka

pufrovaném HEPES.

PRO Promotorova reagencie qCMV

1 lahvick
Neinfekéni nukleové kyseliny vysuSené v pufrovaném roztoku. anvicka
AR Rekonstitu¢ni roztok pro amplifikaci qCMV 1%72ml
Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervaéni latky. ’
ER Rekonstituéni roztok pro enzymy qCMV 1% 58ml
Roztok pufrovany HEPES obsahujici surfaktant a glycerol. ’
PROR Rekonstituéni roztok pro promotor qCMV 1x45ml

Vodny roztok obsahujici glycerol a konzervacéni latky.

TCR Reagencie pro zachyt cile qCMV
Nukleové kyseliny v pufrovaném solném roztoku obsahujicim pevnou 1% 72,0 ml
fazi, neinfekéni nukleové kyseliny a vnitini kalibrator.

Rekonstitu¢ni objimky 3

List s é¢arovym kédem hlavni Sarze 1 list

Krabi¢ka s reagencii pro zesileni cile Aptima CMV Quant
(po pfijeti skladujte pfi teploté 15 az 30 °C)

Symbol Souéast Mnozstvi

TER Reagencie pro zesileni cile qCMV

1 x 46,0 ml
Koncentrovany roztok hydroxidu lithného. m
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Kalibraéni sada Aptima CMV Quant (kat. &. PRD-05075)
(po pfijeti skladujte pfi teploté —15 C az —35 °C)

Symbol Soucéast Mnozstvi
PCAL Pozitivni kalibrator qCMV 5x25ml
Plazmidova DNA v pufrovaném roztoku. ’
Stitek s éarovym kédem kalibratoru -
Sada kontrol Aptima CMV Quant (kat. ¢. PRD-05076)
(po pfijeti skladujte pfi teploté —15 C az —35 °C)
Symbol Soucast Mnozstvi
NC Negativni kontrola qCMV
Defibrinovana lidska plazma negativni na CMV, obsahujici 5x0,8ml
gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervacni latky.
LPC Nizka pozitivni kontrola qCMV
Inaktivovany virus CMV v defibrinované lidské plazmé obsahujici 5x0,8ml
gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervacni latky.
HPC Vysoka pozitivni kontrola qCMV
Inaktivovany virus CMV v defibrinované lidské plazmé obsahujici 5x%0,8ml

gentamicin a 0,2% azid sodny jako konzervacni latky.

Stitek s ¢arovym kédem kontroly

Aptima CMV Quant Assay
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Pozadované materialy, které jsou dodavany samostatné

Poznamka: Materialy dostupné od spolecnosti Hologic maji uvedena katalogova cisla dle
seznamu, pokud neni uvedeno jinak.

Material Kat. €.

Systém Panther™ 303 095

Systém Panther Fusion™ PRD-04172

Systém Panther, nepfetrzité odvadéni tekutin a odpadd (Panther Plus) PRD-06067

Analytickd sada Panther pro analyzy v realném Case PRD-03455 (5 000 testt)

(pouze pro analyzy v realném case)

Sada kapalin pro analyzu Aptima™ (rovnéz znama jako univerzaini 303014 (1 000 testa)
sada kapalin) obsahuje promyvaci roztok Aptima, pufr Aptima pro
deaktivaci kapaliny a olejovou reagencii Aptima

Jednotky s vice zkumavkami (MTU) 104772-02
Sada pytli na odpad Panther 902731
Kryt odpadniho koSe Panther 504405

Nebo testovaci souprava systému Panther
(pfi soubézném provadéni analyz TMA, které neprobihaji v redlném case,
s analyzami TMA v realném ¢ase) obsahuje jednotky MTU, pytle na odpad,
kryty odpadnich kosu, automatickou detekci a analytické kapaliny

303096 (5 000 testd)

Zkumavky s fedicim roztokem pro plnou krev (pouze pro zpracovani PRD-06783
vzorkU plné krve) (100 predem naplnénych
zkumavek v jednom sacku)
Spicky, 1 000 yl, s filtrem, vodivé, detekujici kapaliny a jednorazové 901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
Ne v8echny produkty jsou dostupné ve vsech regionech. Informace MME-04134 (30180117 Tecan)
o0 konkrétnim regionu ziskate u mistniho zastupce. MME-04128

Bélidlo, 5% az 8,25% (0,7 mol az 1,16 mol) roztok chlornanu sodného -
Jednorazové rukavice bez talku -
Nahradni nepropichovaci uzavéry 103036A

Nahradni pevné uzavéry Hologic (uzavér zkumavky na jedno pouZiti PRD-06720
pro zpracovani piné krve)

Nahradni uzavéry pro reagencie
Rekonstituéni lahvicky pro amplifikacni, enzymovou a promotorovou

reagencii CL0041 (100 uzaveért)
Lahvicka s TCR CL0040 (100 uzavéra)
Lahvicka s TER 903302 (100 uzaveéra)

Kryty laboratornich stoll s plastovou vrstvou -

Utérky neuvolrujici vliakna -

Pipetor -

Spicky _

Varianty primarnich odbérovych zkumavek (EDTA a PPT): -
13 mm x 100 mm

13mm x 75 mm
16 mm x 100 mm
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Material Kat. ¢
Odstredivka -
Vortex -
Volitelné materialy
Material Kat. ¢
Druhy sekundarni zkumavky:
12mm % 75 mm -
13 mm x 100 mm -
16 mm x 100 mm -
Alikvotacéni zkumavky Aptima (SAT) (baleni po 100 ks) 503 762
Uzavér pfepravni zkumavky (baleni po 100 ks) 504 415
uzavér pro zkumavku SAT
Roztok k fedéni vzorkd Aptima PRD-03003
Souprava k fedéni vzorku Aptima PRD-03478

obsahuje roztok Aptima k fedeni vzorkt, 100 zkumavek SAT a 100 uzavéri

Transferové pipety -

Vatové tyCinky -

Trepacka pro zkumavky -

Postup testu na systému Panther

Poznamka: Dalsi informace o postupu najdete v prislusné Priru¢ce obsluhy k systému
Panther / Panther Fusion.

A. Priprava pracovniho prostoru

1.

2.

3.

Ocistéte pracovni povrchy tam, kde budete pfipravovat reagencie. Otfete pracovni povrchy
2,5% az 3,5 % (0,35 mol az 0,5 mol) roztokem chlornanu sodného. Roztok chlornanu
sodného nechte pUsobit na kontaktni povrchy alespor 1 minutu a poté je oplachnéte
deionizovanou vodou. Roztok chlornanu sodného nenechte zaschnout. Pokryjte pracovni
desku laboratorniho stolu €istym absorp&nim ubrusem s plastovou vrstvou.

Zvlast ocistéte pracovni povrch, na kterém budete vzorky pfipravovat. Dodrzujte vyse
uvedeny postup (krok A.1).

Vycistéte pipetory. Pouzijte vySe uvedeny postup Cisténi (krok A.1).

B. Pfiprava kalibratoru a kontrol

Nez pristoupite k nasledujicimu zpracovani, zajistéte, aby se teplota kalibratoru a kontroly
ustalila na 15 °C az 30 °C:

1.

Vytahnéte kalibrator a kontroly z prostoru pro uchovavani (-15 °C az -35 °C) a ulozte
je pfi teploté 15 °C az 30 °C. Po celou dobu rozmrazovani vSechny zkumavky jemné
prevracejte, aby se dobfe promichaly. Ujistéte se, Ze je obsah zkumavek pred
pouzitim zcela rozmrazen.

Volitelné. Zkumavky kalibratoru a kontrol je mozné vlozit do tfepacky pro zkumavky
a peclivé promichat. Ujistéte se, Ze je obsah zkumavek pfed pouZitim zcela rozmrazen.

Poznamka: Pri pfevraceni kalibratoru a kontrol davejte pozor, aby nevznikala
prebytec¢na péna. Péna ovliviiuje detekci hladin v systému Panther.
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2. Po rozmrazeni obsahu zkumavky vysuste vné&jsi povrch zkumavky ¢istym, suchym
jednorazovym hadfikem.

3. Vramci prevence kontaminace zkumavky zatim neotevirejte.

C. Rekonstituce/pfiprava reagencie z nové sady

Poznamka: Rekonstituci reagencii je nutné provést pred zahajenim veskerych praci se
systémem Panther.

1. Reagencii pro zachyt cile (TCR) pfipravite nasledujicim zplisobem:
a. Vytahnéte reagencii TCR ze skladovaciho prostoru (2 °C az 8 °C). Zkontrolujte
Cislo Sarze na lahvi¢ce reagencie TCR, abyste se ujistili, ze odpovida Cislu Sarze
na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze.

b. Ihned poté 10krat dikladné protfepejte lahvicku reagencie TCR. Nechte lahvi¢ku
reagencie TCR voIné zahtat pfi teploté 15 °C az 30 °C po dobu 45 minut. Béhem této
doby minimalné co 10 minut jemné otocte a pfevratte lahviCku reagencie TCR.

Volitelné. Lahvi¢ku reagencie TCR je mozné pfipravit na tfepacce pro zkumavky
dle nasledujicich pokynu: Vytahnéte reagencii TCR ze skladovaciho prostoru

(2 °C az 8 °C) a ihned 10krat dikladné protfepejte. Ulozte lahviCku reagencie
TCR na tfepacku pro zkumavky a nechte reagencii TCR zahfat pfi teploté 15 °C
az 30 °C minimalné po dobu 45 minut.

c. Pred pouzitim se ujistéte, Ze se veSkery precipitat nachazi v roztoku a Ze jsou
magnetické castecky ponoreny.

2. Pokud chcete rekonstituovat amplifikaéni, enzymatické a promotorové reagencie,
postupujte nasledujicim zpasobem:
a. Vytahnéte lyofilizované reagencie a odpovidajici rekonstitu¢ni roztoky ze
skladovaciho prostoru (2 °C az 8 °C). Kazdy rekonstituéni roztok sparujte
s odpovidajici lyofilizovanou reagencii.

b. Uijistéte se, Ze rekonstituni roztoky a reagencie maji shodné barvy §titku.
Zkontrolujte Cisla Sarze na listu s ¢arovym kédem hlavni Sarze, abyste zajistili
spravné sparovani reagencii.

i. Odstrante kovovy uzavér a gumovou zatku lahvi¢ky s lyofilizovanou reagencii
a otevrete ji.

ii. Do lahvicky pevné zasunte vroubkovany konec rekonstituéni objimky (Cerny)
(Obrazek 4, krok 1).

iii. Otevfete odpovidajici lahvicku s rekonstitu¢nim roztokem a uzavér odlozte na
Cisty a zakryty pracovni povrch.

iv. Lahvicku s rekonstituénim roztokem ulozte na stabilni povrch (napf. laboratorni
stll). Poté prevratte lahvicku s lyofilizovanou reagencii pfes lahvicku
s rekonstituénim roztokem a pevné pfipojte objimku k lahvi¢ce
s rekonstitu¢nim roztokem (Obrazek 4, krok 2).

v. Pomalu pfevratte propojené lahviCky (sklenéna lahvi¢ka pfipojena k lahvi¢ce
s roztokem), aby roztok stekl do sklenéné lahvicky (Obrazek 4, krok 3).

vi. Zvednéte propojené lahvi¢ky a minimalné 10 sekund je michejte (Obrazek 4,
krok 4).

vii. Pockejte minimalné 30 minut, nez se lyofilizovana reagencie dostane do roztoku.

viii. Po pfechodu lyofilizované reagencie do roztoku minimalné 10 sekund michejte
sestavené lahvicky a poté lehce protfepejte roztok ve sklenéné lahvi¢ce, aby
se dobfe promichal.
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c. Pomalu znovu naklorite pfipojené lahvi¢ky, aby vSechen roztok stekl zpét do
lahvicky s rekonstituénim roztokem (Obrazek 4, krok 5).

d. Opatrné odstrante rekonstitu¢ni objimku a sklenénou lahvicku (Obrazek 4, krok 6).

e. Znovu uzaviete lahvicku uzavérem. Na Stitek zapiste inicialy obsluhy a datum
rekonstituce (Obrazek 4, krok 7).

f. Rekonstitu¢ni objimku a sklenénou lahvi¢ku zlikvidujte (Obrazek 4, krok 8).

Varovani: Pri rekonstituci reagencii zabrarite tvorbé prebyteéné pény. Péna ovliviiuje
detekci hladin v systému Panther.

/4 - ™y

§

Obrazek 4. Proces rekonstituce reagencii

3. Vyjméte reagencii pro zesileni cile qCMV z prostoru pro uchovavani (15 °C az 30 °C). Na
Stitek zapiste inicialy obsluhy a datum otevfeni. Zkontrolujte Cislo $arZe na lahvicce TER a
ujistéte se, Ze odpovida Cislu SarZze na listu s arovym kdédem hlavni Sarze.

D. Priprava u dfive pfipravovanych reagencii

1. Vytahnéte dfive pfipravené reagencie ze skladovaciho prostoru (2 °C az 8 °C). Pred
zahajenim analyzy museji byt dfive pfipravené amplifikacni, enzymové, promotorové
reagencie a TCR vytemperovany na teplotu 15 °C az 30 °C.

2. Vyjméte TER z prostoru pro uchovavani (15 °C az 30 °C).

3. U dfive pfipravené reagencie TCR pred vlozenim do systému provedte krok C.1
uvedeny vySe.

4. Protfepejte a prevratte amplifikacni, enzymové a promotorové reagencie, aby se pred
vloZenim do systému dobfe promichaly. Pfi pfevraceni reagencii zabrante tvorbé
prebyte¢né pény.

Volitelné. Dfive pfipravené reagencie je mozné pfipravit na tfepacce pro zkumavky
dle nasledujicich pokynl: Vytahnéte reagencie z prostoru pro uchovavani (2 °C az

8 °C). UloZte reagencie na tfepacku zkumavek a nechte je zahfat pfi teploté 15 °C az
30 °C minimalné po dobu 30 minut.

5. Lahve s reagenciemi nedoplfujte. Doplnéné lahvi¢ky systém Panther rozpozna
a zamitne je.
E. Manipulace se vzorky plazmy

1. Ujistéte se, Ze zpracované vzorky v primarnich zkumavkach nebo nefedéné vzorky
v sekundarnich zkumavkach byly spravné skladovany dle pokynl uvedenych v Casti
Odbér a skladovani vzorkd.

Aptima CMV Quant Assay 16 AW-27747-2601 Rev. 001



Aptima"" Systém Panther

2. Ujistéte se, Ze jsou zmrazené vzorky zcela rozmrazené. Peclivé promichejte
rozmrazené vzorky po dobu 3 az 5 sekund ve vortexu.

3. Nez prikrocite ke zpracovani, nechte vzorky zahfat na teplotu 15 °C az 30 °C.
DalSi informace o stavu v pfistroji najdete v ¢asti Vzorky v systému Panther.

4. Ujistéte se, Ze kazda primarni odbérova zkumavka obsahuje az 1 200 ul vzorku,
respektive Ze kazda sekundarni zkumavka obsahuje alespori 700 ul vzorku. V tabulce
v Casti Sbér vzorku jsou uvedeny pozadavky na mrtvy objem pro jednotlivé typy
primarni a sekundarni zkumavky.

5. Prfed vlozenim vzorkd do stojanu na vzorky provedte centrifugaci kazdého vzorku
s otackami 1 000 az 3 000 g po dobu 10 minut. V tomto kroku neodstrariujte uzavéry.

Informace o vkladani stojanu a odstranovani uzavér naleznete v kroku G.2
uvedeném nize.

F. Manipulace se vzorky plné krve
1. Ujistéte se, Zze nezpracované vzorky v primarnich zkumavkach jsou spravné
skladovany dle pokynl uvedenych v Casti Odbér a skladovani vzorkd.

2. Uijistéte se, Ze jsou zmrazené vzorky zcela rozmrazené. Nez pfikrocite ke zpracovani,
nechte vzorky zahfat na teplotu 15 °C az 30 °C. Dalsi informace o stavu v pfistroji
najdete v €asti Vzorky v systému Panther.

3. Zkumavky s plnou krvi jemné prevratte nejméné 3krat anebo je jemné promichejte na
trepacCce, dokud krev nebude homogenni.
4. Pred zpracovanim vzorku provedte u kazdého vzorku nasledujici postup.
a. Krev v primarnich zkumavkach by se méla dikladné promichat pfevracenim a vzorek
by se mél okamzité pfenést do zkumavky obsahujici fedici roztok pro plnou krev.

b. Do pfedem naplnéné zkumavky s fedicim roztokem pro plnou krev pfidejte 500 ul
vzorku plné krve.

c. Nasadte zpét uzavér a vzorek alespon 5 sekund vortexuijte.

Informace o vkladani stojanu a odstranovani uzavér naleznete v kroku G.2
uvedeném nize.

G. PFiprava systému

1. Systém nastavte podle pokynl uvedenych v Pfirucce obsluhy k systému Panther /
Panther Fusion a v €asti Poznamky k postupu. PouzZijte stojany na reagencie vhodné
velikosti a TCR adaptéry.

2. Vlozte vzorky do stojanu na vzorky. Pro kazdou zkumavku na vzorky provedte
nasledujici kroky (vzorek a v pfipadé potfeby kalibrator a kontroly):

a. Uvolnéte uzavér jedné zkumavky na vzorky, neodstranujte jej vSak zcela.

Poznamka: Davejte zviastni pozor, aby nedoSlo ke kontaminaci rozstfikovanim
aerosoll. Jemné uvolnéte uzavéry na vzorcich.

b. Vlozte zkumavku na vzorky do stojanu na vzorky.
Zopakujte kroky 2.a a 2.b pro vSechny zbyvajici vzorky.

Po vlozeni vzorkl do stojanu na vzorky vytahnéte a zlikvidujte uzavéry vSech
zkumavek na vzorky v jednom stojanu na vzorky. NepfenaSejte uzavér nad jinymi
stojany na vzorky ani zkumavkami na vzorky, aby nedoslo ke kontaminaci.

e. V pripadé potieby pouzijte novou, jednorazovou pfenosovou pipetu k odstranéni
pfipadnych bublin nebo pény. Bubliny ve zkumavce naruSuji detekci hladiny
systémem Panther.
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f. Po odstranéni posledniho uzavéru viozte stojan na vzorky do prostoru na vzorky.

Poznamka: Pokud zpracovavate soucasné jiné analyzy a typy vzorkud, zajistéte
drzak vzorku pfed vioZenim stojanu na vzorky do prostoru na vzorky.

g. Zopakujte kroky 2.a az 2.f pro dalSi stojan na vzorky.

H. Pfiprava systému — pouziti faktoru konverze pro vzorky piné krve.

1. Systém nastavte podle pokynl uvedenych v Priru¢ce obsluhy k systému
Panther / Panther Fusion.

Vlozte stojan na vzorky.
Pouzijte faktor konverze plné krve na objednavky analyz pro vzorky plné krve.

Poznamka: Faktor konverze piné krve Ize pouzit na cely stojan nebo na jednu
objednavku testu.

Postup pouziti faktoru konverze plné krve na cely stojan se vzorky plné krve:

a. Na obrazovce Sample Rack Bay (Nosi¢ stojant na vzorky) poklepejte na pfislusny
zalozeny stojan. Pro vybrany stojan se otevie obrazovka Sample Rack Loading
(Zakladani stojani na vzorky).

b. Vyberte moZznost Dilute All (Redit vSe).

Zobrazi se okno Dilution Factor (Faktor fedéni).

Faktor redéni

Vybér faktoru fedéni

Faktor fedéni /",

Faktor konverze piné krve

Vilastni

d: 4

Obrazek 5. Okno Dilution Factor (Faktor fedéni) na obrazovce Sample Rack Loading
(Zakladani stojanu na vzorky) (pfiklad)
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c. Vyberte moZnost Whole Blood Conversion Factor (Faktor konverze plné krve).
d. Stisknéte tlacitko OK.

Zobrazi se okno Set Dilution Factor for Rack (Nastaveni faktoru fedéni pro
stojan).
e. Vybérem moznosti Yes (Ano) pouzijete pfiznak faktoru konverze plné krve na cely
stojan se vzorky plné krve.
Postup pouziti faktoru konverze pIné krve na jedinou objednavku testu (viz obrazek
nize):
a. Na obrazovce Sample Rack Bay (Nosi¢ stojant na vzorky) poklepejte na zalozeny
stojan s pfislusnymi pacientskymi vzorky.

Pro vybrany stojan na vzorky se otevie obrazovka Sample Rack Loading
(Zakladani stojanu na vzorky).

b. Na obrazovce Sample Rack Loading (Zakladani stojand na vzorky) poklepejte na
pFislusny pacientsky vzorek.

Otevie se obrazovka Sample Details (Podrobnosti o vzorku) s aktualnimi
objednavkami testu pro zvoleny pacientsky vzorek.

Vyberte pfisluSsnou objednavku testu z panelu Test Orders (Objednavky testud).
Klepnéte na tlaCitko Apply Dilution (PouZzit fedéni).

4

Faktor redéni
Vybér faktoru fedéni

Faktor fedéni

Faktor konverze piné krve

Viastni

u: 4

Obrazek 6. Okno Dilution Factor (Faktor Fedéni) na obrazovce Sample Details
(Podrobnosti o vzorku) (pfiklad)
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4.

e. Vyberte moZnost Whole Blood Conversion Factor (Faktor konverze plné krve).

f.  Klepnutim na tlagitko OK pouZzijete pfiznak faktoru konverze plné krve na vSechny
vybrané objednavky testu.

V pfipadé potfeby Ize faktor pIné krve z objednavek testu pfed zahajenim zpracovani
odstranit.

Postup odstranéni faktoru konverze plné krve z celého stojanu:

1.

Na obrazovce Sample Rack Bay (Nosi¢ stojan( na vzorky) poklepejte na pfislusny
zaloZeny stojan.

Pro vybrany stojan se otevie obrazovka Sample Rack Loading (Zakladani stojand na
vzorky).

2. Vyberte moznost Dilute All (Redit ve).
3. V okné Dilution Factor (Faktor fedéni) zruste vybér moznosti Whole Blood

5.

Conversion Factor (Faktor konverze piné krve).

Stisknéte tlacitko OK.

Zobrazi se okno Set Dilution Factor for Rack (Nastaveni faktoru fedéni pro stojan).
Vybérem moznosti Yes (Ano) faktor konverze plné krve odstranite z celého stojanu.

Postup odstranéni faktoru konverze plné krve z objednavek analyz:

1.

6.

Na obrazovce Sample Rack Bay (Nosi¢ stojani na vzorky) poklepejte na zalozeny
stojan s pfislusnymi pacientskymi vzorky.

Pro vybrany stojan na vzorky se otevie obrazovka Sample Rack Loading
(Zakladani stojanu na vzorky).

Na obrazovce Sample Rack Loading (Zakladani stojanu na vzorky) poklepejte na
pfislusny pacientsky vzorek.

Otevie se obrazovka Sample Details (Podrobnosti o vzorku) s aktualnimi
objednavkami testll pro zvoleny pacientsky vzorek.

Vyberte pfisluSnou objednavku testu z panelu Test Orders (Objednavky testu).
Klepnéte na tlacitko Apply Dilution (Pouzit fedéni).

V okné Dilution Factor (Faktor fedéni) zruste vybér moznosti Whole Blood
Conversion Factor (Faktor konverze plné krve).

Klepnutim na tlagitko OK odstranite faktor konverze plné krve z objednavky testu.

Poznamky k postupu

A. Kalibrator a kontroly

1.

Zkumavky s pozitivnim kalibratorem qCMV, nizkou pozitivni kontrolou gCMV, vysokou
pozitivni kontrolou qCMV a negativni kontrolou qCMV mohou byt vioZzeny v libovolné
poloze stojanu na vzorky a do kteréhokoli drahy prostoru na vzorky v systému
Panther. Pipetovani vzork(l bude zahajeno, jakmile bude spinéna jedna

z nasledujicich dvou podminek:

a. Kalibrator a kontroly jsou aktualné zpracovavany v systému.
b. V systému jsou registrovany platné vysledky kalibratoru a kontrol.
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2. Jakmile prob&hne pipetovani a zpracovani zkumavek s kalibratorem a kontrolami pro
soupravu reagencii analyzy Aptima CMV Quant Assay, mlzete otestovat pacientské
vzorky pomoci pfifazené rekonstituéni soupravy v pribéhu 24 hodin, pokud
nenastane nasledujici:

a. Vysledky kalibratoru nebo kontroly jsou neplatné.
b. Pfifazena souprava reagencii analyzy je vyjmuta ze systému.
c. Prifazena souprava reagencii analyzy prekrocila limity stability.

3. Kalibrator a kazdou zkumavku kontroly Ize pouZzit jednou. Pokusy o vicenasobné
pouziti zkumavky mohou vést k chybam zpracovani.

B. Pudr z rukavic

Stejné jako u jinych systémU reagencii muze nadbytek talku z rukavic zpUsobit
kontaminaci otevienych zkumavek. Doporucujeme pouzivat rukavice bez talku.
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Kontrola kvality

Pokud jsou pfi provadéni analyzy zjistény a zdokumentovany technické problémy, problémy
na strané obsluhy nebo problémy na strané pfistroje, mize obsluha zrusit vysledek série
meéfeni nebo vzorku. V takovém pfipadé je nutné zopakovat testovani vzorku.

Pacientské vzorky s neplatnymi vysledky je nutné testovat znovu, aby se ziskal platny
vysledek.

Kalibrace analyzy

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt dokonCena kalibrace analyzy. Pfi kazdém
vloZeni soupravy reagencii do systému Panther se tfikrat zpracuje jeden pozitivni kalibrator.
Po potvrzeni bude kalibrator platny az 24 hodin. Pokud bude nutna kalibrace, software

v systému Panther upozorni obsluhu. Obsluha naskenuje kalibracni koeficient na listu

s ¢arovym kdédem hlavni Sarze dodavaném s kazdou soupravou reagencii.

B&hem zpracovani software v systému Panther automaticky ovéfi kritéria pfijatelnosti
kalibratoru. Pokud budou platné méné nez dva replikaty kalibratoru, software automaticky
zru8i platnost zpracovani. Vzorky v neplathém zpracovani bude nutné znovu otestovat
pomoci Cerstvé pfipraveného kalibratoru a Cerstvé pfipravenych kontrol.

Negativni a pozitivni kontroly

Aby byly generovany platné vysledky, musi byt testovana sada kontrol analyzy. Vzdy, kdyz je
reagencni souprava viozena do systému Panther, musi byt testovan jeden replikat negativni
kontroly, nizké pozitivni kontroly a vysoké pozitivni kontroly. Po stanoveni jsou kontroly platné
po dobu maximalné 24 hodin. Pokud budou vyZzadovany kontroly, software v systému
Panther upozorni obsluhu.

Bé&hem zpracovani software v systému Panther automaticky ovéfi kritéria pfijatelnosti kontrol.
Aby byly vysledky platné, negativni kontrola musi poskytnout vysledek ,Nedetekovano*

a vysledky pozitivnich kontrol musi byt v pfedem definovaném rozmezi. Pokud kterakoli

z kontrol poskytne neplatny vysledek, software automaticky zrusi platnost zpracovani. Vzorky
v neplatném zpracovani bude nutné znovu otestovat pomoci Cerstvé pripraveného kalibratoru
a Cerstvé pfipravenych kontrol.

Vnitrni kalibrator / vnitini kontrola

Kazdy vzorek obsahuje vnitfni kalibrator / vnitfni kontrolu (IC). BEhem zpracovani
automaticky ovéfi software systému Panther kritéria pfijatelnosti kontroly IC. Pokud je
vysledek kontroly IC neplatny, vysledky vzorku budou zneplatnény. Kazdy vzorek

s neplatnym vysledkem kontroly IC je nutné znovu otestovat, abyste ziskali platny vysledek.

Software systému Panther je navrzen tak, aby pfesné ovéfoval procesy pfi provadéni
postupu podle pokynu uvedenych v této pfibalové informaci a v uZivatelské priruc¢ce systému
Panther / Panther Fusion.
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Interpretace vysledku

Interpretace vysledku

Systém Panther automaticky stanovi koncentraci DNA viru CMV pro pacientské vzorky
a kontroly porovnanim vysledkl s kalibraéni kfivkou. Koncentrace DNA viru CMV jsou
uvedeny v jednotkach 1U/ml a log4q IU/ml. Interpretaci vysledkd uvadi Tabulka 1 a Tabulka 2.

Tabulka 1: Interpretace vysledkt pro plazmu

Ohlaseny vysledek analyzy
Aptima CMV Quant Assay

Interpretace
1U/ml Hodnota log,,
Nedetekovano Nedetekovano DNA viru CMV nedetekovana.
Detekovano < 53 <1,72 DNA viru CMV je detekovana, ale na urovni pod dolni

mezi kvantifikace (LLoQ).

53 az 10 000 000 1,72 az 7,00 Koncentrace DNA viru CMV je v kvantitativnim
rozmezi od LLoQ do ULoQ (1U/ml).
> 10 000 000 > 7,00 Koncentrace DNA viru CMV je nad horni mezi
kvantifikace (ULoQ).
Neplatné® Neplatné® Pfi generovani vysledku doslo k chybé&. Vzorky je

nutné testovat znovu.

*Neplatné vysledky se zobrazi modrym fontem.

Tabulka 2: Interpretace vysledkt pro plnou krev

Ohlaseny vysledek analyzy
Aptima CMV Quant Assay

Interpretace
IU/ml Hodnota log,,
Nedetekovano Nedetekovano DNA viru CMV nedetekovana.
Detekovano < 176 <2,24 DNA viru CMV je detekovana, ale na urovni pod dolni

mezi kvantifikace (LLoQ).

176 az 10 000 000 2,24 a7z 7,00 Koncentrace DNA viru CMV je v kvantitativhim
rozmezi od LLoQ do ULoQ (IU/ml).
> 10 000 000 > 7,00 Koncentrace DNA viru CMV je nad horni mezi
kvantifikace (ULoQ).
Neplatné? Neplatné® PFi generovani vysledku doSlo k chybé. Vzorky je

nutné testovat znovu.

“Neplatné vysledky se zobrazi modrym fontem.

Aptima CMV Quant Assay
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Omezeni

A. Analyzu mohou pouzivat pouze osoby vysSkolené v provadéni pfislusnych postupu.
Nedodrzeni pokyn( uvedenych v této pfibalové informaci povede k chybnym vysledkim.

B. Spolehlivost vysledkl zavisi na adekvatnim odbéru, transportu, skladovani a zpracovani
vzorkd.

C. Ackoli je to vzacné, mutace ve vysoce konzervovanych oblastech virového genomu
pokryté primery a/nebo sondami v analyze Aptima CMV Quant Assay mohou vést
k nedostate¢né kvantifikaci nebo selhani detekce viru.
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Analyticka funkéni zpasobilost

Mez detekce s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO

Mez detekce (LoD) této analyzy je definovana jako koncentrace DNA viru CMV, ktera je
detekovana s 95 % nebo vysSi pravdépodobnosti podle normy CLSI EP17-A2.™

Mez detekce s pouzitim 1. mezinarodnich etalonti WHO v plazmé

LoD byla stanovena pomoci testovacich panelt 1. mezinarodniho etalonu WHO (kéd NIBSC
09/162)*' pro CMV ziedény v lidské plazmé negativni na CMV. Sedesat (60) replikatd
kazdého fedéni bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 180 replikatu
na kazdé fedéni. Byla provedena probit analyza za u¢elem generovani pfedpokladanych
mezi detekce. Tabulka 3 uvadi hodnoty LoD, které jsou vysledky ze SarZe reagencii

s nejvy8Sim pfedpokladanym limitem detekce. LoD pro analyzu Aptima CMV Quant Assay
s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO je 40,7 IU/ml pro plazmu.

Tabulka 3: Mez detekce pro plazmu s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV

Predvidana mez detekce Koncentrace (IU/ml)
10 % 1,9
20 % 2,9
30 % 4,0
40 % 53
50 % 6,9
60 % 9,1
70 % 12,2
80 % 17,1
90 % 27,5
95 % 40,7

Mez detekce pfi pouziti etalonit WHO v plné krvi

LoD byla stanovena pomoci testovacich paneld 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV
zfedény v pIné krvi negativni na CMV. Sedesat (60) replikath kazdého fedéni bylo testovano
s kazdou ze ffi Sarzi reagencii, tedy minimalné 180 replikati na kazdé fedéni. Byla
provedena probit analyza za u€elem generovani pfedpokladanych mezi detekce. Tabulka 4
uvadi hodnoty LoD, které jsou vysledky ze SarZe reagencii s nejvysSim predpokladanym
limitem detekce. LoD pro analyzu Aptima CMV Quant Assay s pouzitim 1. mezinarodniho
etalonu WHO je 131,0 IU/ml pro plnou krev.
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Tabulka 4: Mez detekce pro plnou krev s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV

Predvidana mez detekce Koncentrace (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

Mez detekce genotypli CMV a mutantl rezistentnich vaci Iékiim

Mez detekce genotypu CMV a mutantu rezistentnich viéi Iékiim v plazmé

LoD byla ovéfena pro tfi rizné genotypy zaloZzené na sekvenci glykoproteinu B’ (gB-2, gB-3,
gB-4) a mutanty rezistentni vugci [éCivim testovanim rdznych koncentraci CMV kolem LoD
stanovené pro plazmu pomoci etalonu WHO (genotyp gB-1). Testovani bylo provedeno

s 30 replikaty na kazdého clena panelu a na kazdou Sarzi reagencie za pouZiti dvou Sarzi
reagencii Aptima CMV Quant. NejvysSi LoD ovéfena pro vSechny tfi genotypy a mutanty
rezistentni vuci 1&éCivim byla 40 IU/ml pfi pouziti obou Sarzi reagencii.

Poznamka: Ucinnost analyzy Aptima CMV Quant Assay s mutacemi CMV rezistentnimi
vici Iékum byla hodnocena pouze u vzork( plazmy.

Tabulka 5: Mez detekce genotypti CMV a mutantu rezistentnich vici Iékiim v plazmé

Genotyp Koncentrace (IU/ml)
gB-2 40
gB-3 40
gB-4 35
Mutantni UL54 a UL97 rezistentni vaci [ékim* 35
Mutantni UL56 rezistentni vuci Iékdm™* 35

*Mutace genu UL54 mohou vést ke zkfizené rezistenci k nékolika antivirotikim pro 1é¢bu
infekce CMV, jako je ganciklovir (GCV), cidofovir (CDV) a foskarnet (PFA). Mutace genu
UL97 vedou takeé k rezistenci na ganciklovir (GCV).

**Mutace genu UL56 vedou k rezistenci na letermovir (LET).

Celkova hodnota LoD v plazmé je 40,7 IU/ml.
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Mez detekce u jednotlivych genotypti CMV v pIné krvi

LoD byla ovéfena pro tfi rizné genotypy zalozené glykoproteinu B (gB-2, gB-3, gB-4)
testovanim rtznych koncentraci CMV kolem LoD stanovené pro plnou krev pomoci etalonu
CMV WHO (genotyp gB-1). Testovani bylo provedeno s 30 replikaty na kazdého ¢lena
panelu a na kazdou Sarzi reagencie za pouziti dvou Sarzi reagencii Aptima CMV Quant.
NejvysSi LoD ovérena pro vSechny tfi genotypy byla 150 IU/ml pfi pouziti obou Sarzi

reagencii.
Tabulka 6: Mez detekce u jednotlivych genotypld CMV v piné krvi
Genotyp Koncentrace (IU/ml)
gB-2 150
gB-3 150
gB-4 130

Celkova LoD v pIné krvi je 150 IU/ml.
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Linearni rozsah

Linearni rozsah v plazmé

Linearni rozsah byl stanoven testovanim panelt s CMV zfedénym v lidské plazmé negativni
na CMV v souladu s dokumentem EPO06-A institutu CLSI.* Koncentrace panell se
pohybovala v rozmezi od 1,62 log4q IU/ml do 7,30 log4g IU/ml. Analyza Aptima CMV Quant
Assay prokazala linearitu v celém testovaném rozsahu. Horni mez stanovitelnosti (ULoQ)
analyzy je 7 logqg IU/ml, jak uvadi Obrazek 7.
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Obrazek 7. Linearita v plazmé
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Linearni rozsah v pIné krvi

Linearni rozsah byl stanoven testovanim panelt s CMV zfedénym v lidské pIné krvi negativni
na CMV v souladu s dokumentem EPO06-A institutu CLSI.” Koncentrace panell se
pohybovala v rozmezi od 2,15 logqg IU/ml do 7,3 log¢g IU/ml pro plnou krev. Analyza Aptima
CMV Quant Assay prokazala linearitu v celém testovaném rozsahu. Horni mez
stanovitelnosti (ULoQ) analyzy je 7 log4q IU/ml, jak uvadi Obrazek 8.
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Linearita u jednotlivych genotypti CMV

Linearita u jednotlivych genotypi CMV v plazmé

Linearita pro glykoproteinové genotypy gB-2, gB-3 a gB-4 byla ovéfena testovanim panell
s CMV zfedénym v lidské plazmé negativni na CMV, a to pfi koncentracich pohybujicich se
v rozmezi od 1,72 log4o IU/ml do 7,00 log4q IU/ml. U vSech testovanych genotypl byla
prokazana linearita v celém testovaném rozsahu, viz Obrazek 9.
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Linearita u jednotlivych genotypi CMV v piné krvi

Linearni odpovéd na glykoproteinové genotypy gB-2, gB-3 a gB-4 byla ovéfena testovanim
panelt s CMV zfedénym v plné krvi negativni na CMV, a to pfi koncentracich pohybujicich se
v rozmezi od 2,25 log4g IU/ml do 7,00 log4g IU/ml. U vSech tfi testovanych genotypu byla
prokazana linearita v celém testovaném rozsahu, viz Obrazek 10.
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Dolni mez stanovitelnosti s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO

s vs

DNA CMV spolehlivé kvantifikovana s celkovou chybou dle dokumentu EP17-A2 institutu
CLSL.* Celkova chyba byla odhadnuta pomoci Westgardova modelu: Celkova chyba

(TE) = |vychyleni mérfeni| + 2SD. Aby byla zajiSténa preciznost méreni, byla celkova chyba
analyzy Aptima CMV Quant Assay nastavena na 1 log IlU/ml (j. pfi LLoQ je rozdil mezi
dvéma méfenimi vice nez 1 log IU/ml statisticky vyznamny).

Dolni mez stanovitelnosti s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO v plazmé

LLoQ byla stanovena pomoci testovacich paneld 1. mezinarodniho etalonu WHO (kod
NIBSC 09/162, genotyp gB-1)* pro DNA viru CMV zfedénou v lidské plazmé negativni na
CMV. Sedesat (60) replikatt kazdého Fedéni bylo testovano s kazdou ze ti arzi reagencii,
tedy minimalné 180 replikatl na kazdé fedéni. Vysledky LLoQ vSech tfi Sarzi reagencii uvadi
Tabulka 7. Vysledky ze Sarze reagencii s nejvysSi koncentraci, ktera spliuje pozadavky na
TE a detekci =2 95 % shrnuje Tabulka 8. LLoQ vygenerovana s pouzitim 1. mezinarodniho
etalonu WHO pro CMV v plazmé je 53 IU/ml.

Tabulka 7: Stanoveni LLoQ s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV ziedény v plazmé

Sarze Pozet Podet Cilova Aptima CMV
reagencie detekovanych koncentrace Quant

Vypoctena

SD |Odchylkal T

(log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/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 = smérodatna odchylka
Prvky panelu, které splnily cil pfesnosti (TE <= 1) a detekci =2 95 % pro SarZe reagencii 1, 2 a 3, jsou zobrazeny Sedé.
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Tabulka 8: Souhrn LLoQ pro plazmu s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV

Sarze reagencie (IU/mI) (log IU/ml)
1 53 1,72
2 41 1,61
3 47 1,67

Dolni mez stanovitelnosti s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO v pIné krvi

LLoQ byla stanovena pomoci testovacich paneld 1. mezinarodniho etalonu WHO pro DNA
viru CMV ziedénou v lidské plné krvi negativni na CMV. Sedesat (60) replikati kazdého
fedéni bylo testovano s kazdou ze tfi Sarzi reagencii, tedy minimalné 180 replikatl na kazdé
fedéni. Vysledky vSech tfi Sarzi reagencii uvadi Tabulka 9. Vysledky ze SarZe reagencii

s nejvysSi koncentraci, ktera splfiuje pozadavky na TE a detekci 295 % shrnuje Tabulka 10.
LLoQ vygenerovana s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV v piné krvi je

176 1U/ml.

Tabulka 9: Stanoveni LLoQ s pouzitim 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV zfedény v piné krvi

Cilova Aptima Vypoétena
§arie_ Pocet Pocet koncentrace (;:uhg\r(t Sb |Odchylkal TE
reagencie detekovanych
(log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/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 = smérodatna odchylka
Prvky panelu, které splnily cil pfesnosti (TE < 1) a detekci = 95 % pro $arze reagencii 1, 2 a 3, jsou zobrazeny Sedé.
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Tabulka 10: Souhrn LLoQ pro pinou krev s pouZitim 1. mezinarodniho etalonu WHO pro CMV

Sarze reagencie (1U/ml) (log IU/ml)
1 138 2,14
2 106 2,02
3 176 2,25

Stanoveni dolni meze stanovitelnosti u genotypti CMV a mutanti rezistentnich vici
lékiim

Dolni mez stanovitelnosti u genotypti CMV a mutanta rezistentnich vici Iékim
v plazmé

LLoQ stanovena pomoci etalonu WHO byla ovéfena testovanim fedéni CMV genotypu gB-2,
gB-3, gB-4 a mutantd rezistentnich vigéi 1&éCivim v lidské plazmé negativni na CMV. Jednou
Sarzi reagencii bylo otestovano 60 replikatli kazdého prvku z panelu. Vysledky uvadi
Tabulka 11. Vypoctenou LLoQ pro genotypy gB-2, gB-3, gB-4 a mutanty rezistentni vici
léCivim ze Sarze reagencie s nejvyS$Si koncentraci splfiujici pozadavky na TE a detekci

= 95 % shrnuje Tabulka 12. Celkova LLoQ pro plazmu v této analyze je 53 IU/ml.

Poznamka: Ucinnost analyzy Aptima CMV Quant Assay s mutacemi CMV rezistentnimi
vuci Iékum byla hodnocena pouze u vzorku plazmy.

Tabulka 11: Stanoveni LLoQ u genotypt a mutantu rezistentnich vici Iékim v plazmé

Cilova Aptima CMV
% koncentrace Quant
detekovanych

SD |Odchylka] Vypocétena TE
Genotyp Pocet

(logqg IU/ml)  (logqqg IU/ml) (logqe IU/ml) (logqg IU/ml) (logqg IU/ml)

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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Tabulka 11: Stanoveni LLoQ u genotypu a mutantt rezistentnich vuci lékiim v plazmé (pokracovani)

Cilova Aptima CMV
% koncentrace Quant
detekovanych

SD |Odchylka] Vypocétena TE
Genotyp Pocet

(logg IU/ml)  (logqq IU/ml) (logqe IU/ml) (logqq IU/ml) (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

Mutant 60 98,3 1,54 1,58 0,32 0,04 0,68
rezistentni

vaci lékam 60 98,3 1,60 1,72 0,33 0,12 0,79

(UL54

a uLo7) 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

Mutant 60 96,7 1,54 1,60 0,30 0,06 0,65

rezistentni 60 100,0 1,60 1,69 0,26 0,08 0,60
vUci [ékim

(UL56) 60 100,0 1,65 1,78 0,29 0,12 0,71

60 100,0 1,70 1,74 0,27 0,05 0,58

SD = smérodatna odchylka
Prvky panelu, které splnily cil pfesnosti (TE < 1) a detekci = 95 % pro Sarze reagencii 1, 2 a 3, jsou zobrazeny Sedé.

Tabulka 12: Souhrn LLoQ u genotypl a mutant( rezistentnich vici lékam v plazmé

Genotyp LLoQ
(IU/ml) (logqg IU/mI)
gB-2 50 1,70
gB-3 35 1,55
gB-4 24 1,38
Mutant rezistentni vaci 1ékim 38 157

UL54 a UL97*

Mutant rezistentni vici Iékam 35 1,54
uL56**

*Mutace genu UL54 mohou vést ke zkfizené rezistenci k nékolika antivirotikim pro
Ié¢bu infekce CMV, jako je ganciklovir (GCV), cidofovir (CDV) a foskarnet (PFA).
Mutace genu UL97 vedou takeé k rezistenci na ganciklovir (GCV).

**Mutace genu UL56 vedou k rezistenci na letermovir (LET).
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Aptima-

Dolni mez stanovitelnosti u jednotlivych genotypd v piné krvi

LLoQ stanovena pomoci 1. mezinarodniho etalonu WHO byla ovéfena testovanim fedéni

CMV genotypu gB-2, gB-3, gB-4 v lidské plné krvi negativni na CMV. Jednou Sarzi reagencii
bylo otestovano 60 replikatl kazdého prvku z panelu. Vysledky uvadi Tabulka 13. LLoQ pro
genotypy gB-2, gB-3 a gB-4 ze SarZe reagencie s nejvysSi koncentraci spliujici poZzadavky
na TE a detekci = 95 % shrnuje Tabulka 14. Celkova LLoQ pro plnou krev v této analyze je

176 IU/ml.

Tabulka 13: Stanoveni LLoQ u jednotlivych genotypt v piné krvi

Cilova

Aptima CMV

Genotyp Pocet Pocet ] koncentrace Quant SD |Odchylka]  Vypoctena TE
detekovanych
(log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/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 1,1
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 = smérodatna odchylka

Tabulka 14: Souhrn LLoQ u jednotlivych genotyp( v pIné krvi

Genotyp 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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Navaznost na 1. mezinarodni etalon WHO

PFi vyvoji a vyrobé tohoto vyrobku byly pouzity série sekundarnich etalont se znamymi
koncentracemi, které zajistuji navaznost na etalon WHO. Etalon WHO pro CMV byl nafedén
a testovan spolu se sekundarnimi etalony, jakoZz i kontrolami analyzy a kalibratory
pouzivanymi v analyze Aptima CMV Quant Assay k vyhodnoceni navaznosti podle
dokumentu EP32-R institutu CLSI." Koncentrace sekundarnich etaloni se pohybovala

v rozmezi od 1,80 do 6,60 log¢qg 1U/ml.

Navaznost na etalon WHO s pouzitim plazmy

Testované koncentrace etalonu WHO pro CMV se pohybovaly v rozmezi od 2,18 do
4,70 logqg IU/ml. Panely plazmy WHO, sekundarni etalony, kontroly analyzy a kalibratory
analyzy se, jak uvadi Obrazek 11, regenerovaly podle ofekavani v celém linearnim rozsahu.
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Obrazek 11. Navaznost mezi cilovymi koncentracemi 1. etalonu WHO pro CMV a uvadénymi
koncentracemi v analyze Aptima CMV Quant Assay (etalon WHO zfedény v plazmé)
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Navaznost na etalon WHO s pouzitim pIné krve

Testované koncentrace etalonu WHO pro CMV v pIné krvi se pohybovaly v rozmezi od
2,70 do 4,70 log4g IU/ml. Panely pIné krve s etalony WHO, sekundarni etalony, kontroly
analyzy a kalibratory analyzy se, jak uvadi Obrazek 12, regenerovaly podle oCekavani
v celém linearnim rozsahu.
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Obrazek 12. Navaznost mezi cilovymi koncentracemi 1. etalonu WHO pro CMV a uvadénymi
koncentracemi v analyzy Aptima CMV Quant Assay (etalon WHO zfedény v plné krvi)
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Preciznost

Plazma

Pro posouzeni preciznosti byl pfipraven panel o 6 prvcich, a to zfedénim klinickych vzork
pozitivnich na CMV, pfipadné kultivovaného CMV v plazmé negativni na CMV. Panel byl
testovan tfemi techniky za pouZiti tfi Sarzi reagencii na tfech systémech Panther po dobu 20
nebo vice testovacich dnl. Kazdy operator proved| dva cykly denné a kazdy prvek panelu
byl v kazdém cyklu testovan duplicitné. Studie byla navrzena a analyzovana podle
doporucéeni dokumentu EP-05-A3 institutu CLSI."

Tabulka 15 ukazuje preciznost vysledku analyzy (v log IU/ml) mezi pfistroji, operatory,
Sarzemi reagencii, cykly, dny, v ramci cykll a celkové. Celkova variabilita byla primarné
zpUsobena variabilitou v ramci cyklu (tj. nahodna chyba).

Tabulka 15: Preciznost analyzy Aptima CMV Quant Assay v plazmé

Stredni Mezi Mezi Mezi Mezi Mezi V ramci
Pocet koncentrace Sarzemi pristroji  operatory dny cykly cyklu Celkem
(log 1U/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 = smérodatna odchylka
Poznamka: Variabilita nékterych faktorti mize byt ¢iselné negativni, coz mize nastat, pokud je variabilita zplisobena
témito faktory velmi mala. Kdyz k tomu dojde, hodnota SD je uvedena jako 0.

PIna krev

Pro posouzeni preciznosti byl pfipraven panel o 6 prvcich, a to zfedénim klinickych vzork
pozitivnich na CMV, pfipadné pfidanim kultivovaného CMV do plné krve negativni na CMV.
Panel byl testovan tfemi techniky za pouziti tfi SarZi reagencii na tfech systémech Panther
po dobu 20 nebo vice testovacich dnl. Kazdy operator proved! dva cykly denné a kazdy
prvek panelu byl v kazdém cyklu testovan duplicitné.

Tabulka 16 ukazuje preciznost vysledkl analyzy (v log IU/ml) mezi pfistroji, operatory,
Sarzemi, cykly, dny, v ramci cykl( a celkové. Celkova variabilita byla primarné zpusobena
variabilitou v ramci cyklu (j. nahodna chyba).
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Tabulka 16: Preciznost analyzy Aptima CMV Quant Assay v piné krvi

Stredni Mezi Mezi Mezi Mezi Mezi V ramci

Poéet koncentrace $arzemi pristroji  operatory dny cykly cyklu Celkem
(log 1U/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 = smérodatna odchylka
Poznamka: Variabilita nékterych faktord mize byt Ciselné negativni, coz mlze nastat, pokud je variabilita
zplUsobena témito faktory velmi mald. Kdyz k tomu dojde, hodnota SD je uvedena jako 0.

Potencialné interferujici latky

U analyzy Aptima CMV Quant Assay byla hodnocena citlivost na interferenci se zvySenymi
hladinami endogennich latek, antikoagulantt a léCivych pfipravkil, které se pacientim po
transplantaci bézné predepisuji. Testovaci koncentrace pro kazdou z rusivych latek byly
vybrany na zakladé dostupnych referenci v literatufe a pokynl poskytnutych dokumentech
EPO7* a EP37* institutu CLSI. Byly testovany vzorky plazmy negativni na CMV a vzorky
obohacené CMV na koncentraci 2,22 log IU/ml a 3,30 log IU/ml. Vzorky pIné krve negativni
na CMV a vzorky obohacené CMV na koncentraci 2,72 a 4,00 log IlU/ml DNA CMV byly
testovany na hemoglobin.

V pfitomnosti albuminu (60 mg/ml), hemoglobinu (10 mg/ml), triglyceridd (15 mg/ml),
nekonjugovaného bilirubinu (0,4 mg/ml) ¢i lidské genomové DNA (2 ug/ml) zadna
interference s analyzou ve vzorcich plazmy pozorovana nebyla. V pfitomnosti 100 mg/ml
hemoglobinu pfidaného do vzorkl pIné krve nebyla pfi provadéni analyzy ve vzorcich piné
krve pozorovana zadna interference.

Pomoci analyzy Aptima CMV Quant Assay byly testovany klinické vzorky plazmy od pacientd
se zvySenymi hladinami specifickych latek nebo od pacientd s chorobami, které uvadi
Tabulka 17. Béhem provadéni analyzy nebyla pozorovana Zadna interference.

Tabulka 17: Typy testovanych klinickych vzorka

Typy klinickych vzorki Pocet testovanych klinickych vzorkii
1 Antinuklearni protilatky (ANA) 10
2 Systémovy lupus erythematodes (SLE) 10
3 Revmatoidni artritida (RA) 10
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K interferenci s analyzou nedochazelo ani v pfitomnosti exogennich latek v koncentracich
pfedstavujicich nejméné trojnasobek C,,,.x [€Civych pfipravkud v lidské plazmé. Seznam
méfenych latek uvadi Tabulka 18.

Tabulka 18: Exogenni latky

Pool
exogennich Testované exogenni latky
latek
1 Cefotetan, klavulanat draselny, tikarcilin disodny, vankomycin
2 Piperacillin
3 Sulfamethoxazol
4 Sodna sl tazobaktamu, trimetoprim, flukonazol
5 Ganciklovir, valganciklovir, cidofovir, Foscarnet, valaciklovir, aciklovir,
letermovir
6 Azathioprin, cyklosporin, mykofenolat mofetil, kyselina mykofenolova
Sirolimus, takrolimus, prednison, everolimus
8 Citrat sodny, EDTA, heparin
Specificita

Specificita byla stanovena testovanim 780 zmrazenych klinickych vzork( negativnich na
CMV. Specificita byla vypoctena jako procento vzorkd negativnich na CMV s vysledky
,Nedetekovano“ versus celkovy pocet vzorkl testovanych u jednotlivych typu vzorku.

DNA viru CMV nebyla zjisténa u 389 vzork( plazmy a 390 vzork( pIné krve. Specificita

byla 99,7 % (389/390, 95 % CI: 98,6—100 %) pro plazmu a 100 % (390/390, 95 % CI:
99,3-100 %). Kombinovana specificita analyzy Aptima CMV Quant Assay pro plazmu a plnou
krev byla 99,9 % (779/780, 95 % CI: 99,3-100 %).

Tabulka 19: Specificita ve vzorcich plazmy a piné krve

Plazma PIna krev Plazma a pIna krev
Platnych replikatt (n) 390 390 780
Nedetekovano 389 390 779
Specificita 99,7 % 100 % 99,9 %
(95 % Cl) (98,6—100) (99,3-100) (99,3-100)

ClI = interval spolehlivosti
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Analyticka specificita

Potencialni zkfizena reaktivita na patogeny, které uvadi Tabulka 20, byla vyhodnocena

v lidské plazmé negativni na CMV v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 2,2 log4g 1U/ml

a 3,3 logqg IU/ml CMV. V pIné krvi negativni na CMV byly hodnoceny také tfi krevni paraziti
nachéazejici se ve vzorcich plné krve a to v pfitomnosti nebo nepfitomnosti 2,7 logqq 1U/ml
a 4,0 logqg IU/ml CMV. Patogeny byly testovany v nejvyssi dostupné koncentraci. Nebyla
pozorovana zadna zkfizena reaktivita Ci interference.

Tabulka 20: Patogeny testované na analytickou specificitu

Mikroorganismus/patogen Koncentrace Mikroorganismus/patogen Koncentrace
Adenovirus typu 4 1886 TCID50/mP Mycobacterium intracellulare 1 000 000 CFU/ml
BK polyomavirus 1 000 000 kopie/ml° Mycoplasma genitalium 1 000 000 CFU/ml
Epstein-Barr virus 1 000 000 kopie/ml Mycoplasma pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Virus hepatitidy B 1000 000 IU/ml° Neisseria gonorrhoeae 1000 000 CFU/ml
Virus hepatitidy C 1000 000 kopie/ml Propionibacterium acnes 1000 000 CFU/ml

Salmonella enterica sérotyp

Herpes Simplex virus, typ 1 1428 571 TCID50/mlI Typhimurium 1 000 000 CFU/ml
Herpes Simplex virus, typ 2 147 143 TCID50/ml Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml
HIV-1, subtyp B 1 000 000 kopie/ml Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Lidsky herpesvirus 6A 1 000 000 kopie/ml Streptococcus agalactiae 1 000 000 CFU/ml
Lidsky herpesvirus 7 1428 571 TCID50/mlI Streptococcus pneumoniae 1000 000 CFU/ml
Lidsky herpesvirus 8 1 000 000 kopie/ml Streptococcus pyogenes 1 000 000 CFU/ml
Lidsky metapneumovirus 192 857 TCID50/ml Asperqgillus niger 485 000 CFU/ml
Lidsky papilomavirus, typ 18 1 000 000 kopie/ml Candida albicans 1 000 000 CFU/ml
Virus lidské parainfluenzy 944 TCID50/mlI Cryptococcus neoformans 1 000 000 CFU/ml
Virus influenzy 3857 TCID50/mlI Trichomonas vaginalis 1 000 000 bunék/ml
Rhinovirus 7 257 TCID50/ml Leishmania major* 1 000 000 bunék/ml
Virus varicella zoster 1 000 000 kopie/ml Babesia microti* 1 000 000 bunék/ml
Virus Zika 29 286 TCID50/ml Plasmodium falciparum* 1 000 000 bunék/ml
Chlamydia trachomatis 1 000 000 CFU/ml° *TCID50/ml = infek&ni davkové jednotky tkariové kultury na mi
Clostridium perfringens 1 000 000 CFU/ml *kopie/ml = pocet kopii viru na ml
Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/ml °lU/ml = mezinarodni jednotky na ml
Enterococcus faecalis 1 000 000 CFU/ml ‘CFU/ml = kolonie tvofici jednotky na ml
Escherichia coli 1 000 000 CFU/ml *testovano s typem vzorku piné krve
Klebsiella pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Listeria monocytogenes 1 000 000 CFU/ml
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Prenos

Kontaminace pfenosem byla u systému Panther hodnocena pfi pouziti plazmy jako typu
vzorku pomoci jinych analyz virové naloze (Aptima HIV-1 Quant Dx Assay, Aptima HCV
Quant Assay, Aptima HBV Quant Assay). Pfi pfedchozim testovani nebyla zjiSténa zadna
kontaminace pfenosem. Aby se prokazalo, ze systém Panther minimalizuje riziko fale$né
pozitivnich vysledkl vyplyvajicich z kontaminace pfenosem ve vzorku typu plné krve, byla
provedena studie s pouzitim obohacenych paneltu vzorkd na tfech systémech Panther.
Pfenos byl hodnocen pomoci vzorkd piné krve obohacené o DNA s vysokym titrem CMV
(6 log 1U/ml) rozptylenych mezi vzorky negativnimi na CMV v Sachovnicovém vzoru.
Testovani probéhlo ve dvanacti cyklech. Celkova mira pfenosu byla 0,24 % (1/423).

Korelace metod
Tato studie byla navrZena v souladu s dokumentem EPQ09c institutu CLSI."™

Korelace metod v pripadé plazmy

Uginnost analyzy Aptima CMV Quant Assay byla hodnocena oproti srovnavaci analyze na
CMV testovanim nefedénych klinickych vzorkd od pacientd pozitivnich na CMV a vzorku
umeéle pfipravenych z riznych kmend kultivovaného viru, nalezejicich ke vSem &tyfem
genotypum, které byly vlozeny do negativni EDTA plazmy od jednotlivych darc. Na
Demingovu regresi bylo pouzito celkem 160 klinickych vzork( a 115 uméle pfipravenych
vzork(l v linedarnim rozmezi spole¢ném pro obé analyzy, jak znazornuje Obrazek 13.
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Obrazek 13. Korelace mezi virovou nadloZzi CMV v analyze Aptima CMV Quant Assay a srovhavaci
analyze na CMV na testovanych vzorcich plazmy
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Korelace metod v pfipadé plné krve

Uginnost analyzy Aptima CMV Quant Assay byla hodnocena oproti srovnavaci analyze na
CMV testovanim nefedénych klinickych vzorkd od pacientll pozitivnich na CMV a vzork(
uméle pfipravenych z kultivovaného viru doplnéného do negativni EDTA plné krve od
jednotlivych darcl. Na Demingovu regresi bylo pouzito celkem 159 klinickych vzorki

a 83 uméle pfipravenych vzorkl v linearnim rozmezi spole¢ném pro obé analyzy, jak
znazornuje Obrazek 14.
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Obrazek 14. Korelace mezi virovou naloZi CMV v analyze Aptima CMV Quant Assay a srovnavaci
analyze na CMV na testovanych vzorcich piné krve
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Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost u vzorku plazmy

Reprodukovatelnost analyzy Aptima CMV Quant Assay v plazmé byla hodnocena na tfech
externich pracovistich. Na kazdém pracovisti testy provadéli dva laboranti. Kazdy operator
provadél jeden cyklus denné po dobu 5 dn(, pfi€emz v pribéhu testovani pouzil jednu Sarzi
reagencie. Kazda série méfeni zahrnovala tfi replikaty kazdého vzorku z panelu.

Reprodukovatelnost byla testovana pomoci prvkd panelu pfipravenych fedénim klinickych
vzork( pozitivnich na CMV nebo kultivovaného CMV do EDTA plazmy negativni na CMV.
Koncentrace DNA viru CMV pokryvaly cely linearni rozsah této analyzy.

Tabulka 21 ukazuje reprodukovatelnost a preciznost vysledk( analyzy u jednotlivych
pozitivnich prvkd panelu mezi pracovisti, mezi operatory, jednotlivymi dny, mezi cykly, v ramci
cyklu a celkové. Variaéni koeficient byl vypocitan nasledujici rovnici, kde o* pfedstavuje
vybérovy rozptyl souboru dat po transformaci logqg.

% CV = 100 x  10°° *In (10) _ 1

Tabulka 21: Reprodukovatelnost stanoveni koncentraci DNA CMV v plazmé u pozitivnich prvkd panelu
analyzou Aptima CMV Quant Assay v systému Panther

Podil na celkovém rozptylu

v primé Celkovy
Pozorovany pramér SD (%CV?) e tv?l
Pocet pty
Uil LogsolU/ml  Mezi Mezi Mexi dn Mezi  Vramci S
pracovisti operatory y cykly cykla (CV)
0,05 0,00 0,06 0,00 0,17 0,18
90 198,33 2,26 (11,19) (0) (12,94) (0) (39,59)  (43,68)
0,02 < 0,01 0,07 0,04 0,12 0,14
9% 603,27 2,76 (3.99) (2,22) (15,68)  (1025) (27.04)  (33,67)
0,06 0,00 0,09 0,06 0,11 0,16
9% 2428,54 3,36 (12,83) (0) (21,42) (12,83)  (24,69)  (38,27)
0,07 0,00 0,04 0,06 0,08 0,13
9% 27 623,02 4,42 (15,98) (0) (9,29) (13,85)  (19,38)  (30,63)
0,07 0,00 0,04 0,00 0,09 0,12
% 28410774 5,44 (15,58) 0) (10,22) ©)  (2166)  (28.90)
0,08 0,00 0,06 0,02 0,08 0,13
90 3821 364,62 6,57 (19,12) (0) (14,22) (4,02) (17,45) (30,25)

%CV = logaritmicky normalni variacni koeficient, SD = smérodatna odchylka (log4g 1U/ml)

Poznamka: Variabilita nékterych koeficientd maze dosahovat zapornych ¢iselnych hodnot. K tomu
dochazi v pfipadé, Ze je variabilita u téchto faktor(i velmi nizka. V takovych pfipadech je hodnota SD
a %CV uvedena jako 0.

Reprodukovatelnost u vzorkl pIlné krve

Reprodukovatelnost analyzy Aptima CMV Quant Assay v pIné krvi byla hodnocena na tfech
externich pracovistich. Na kazdém pracovisti testy provadéli dva laboranti. Kazdy operator
provadél jeden cyklus denné po dobu 5 dn(, pfi€emz v pribé&hu testovani pouzil jednu Sarzi
reagencie. Kazda série méfeni zahrnovala tfi replikaty kazdého vzorku z panelu.
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Reprodukovatelnost byla testovana pomoci prvkd panelu pfipravenych fedénim klinickych
vzork( pozitivnich na CMV nebo kultivovaného CMV do EDTA pIné krve negativni na CMV.
Koncentrace DNA viru CMV pokryvaly cely linearni rozsah této analyzy.

Tabulka 22 ukazuje reprodukovatelnost a preciznost vysledku testu u jednotlivych pozitivnich
prvkl panelu mezi pracovisti, mezi operatory, jednotlivymi dny, mezi cykly, v ramci cyklu

a celkové, s vyjimkou jedné pozorované odlehlé hodnoty (0,2 %, 1/533). Variani koeficient
byl vypocitan nasledujici rovnici, kde o pfedstavuje vybérovy rozptyl souboru dat po
transformaci log.

% CV = 100 x / 10°° *In (10) _ 1

U vSech prvkd panelu pozitivnich na CMV i negativnich na CMV byly hodnoty shody 100 %.

Tabulka 22: Reprodukovatelnost stanoveni koncentraci DNA CMV v piné krvi u pozitivnich prvka panelu
analyzou Aptima CMV Quant Assay v systému Panther

Podil na celkovém rozptylu

V prameé Celkovy
Pozorovany primér SD (%CV?) “elko :/
Pocet Pty
Uimi LogolU/ml Mezi Mezi Mezi dn Mezi V ramci OSD
pracovisti  operatory y cykly cykla (%CV)
0,00 0,00 0,00 0,11 0,18 0,21
89 6043 273 (©) ©) 0) (2539 (4323) (51,32)
<0,01 0,00 0,00 0,07 0,11 013
89 2188,59 3,32 ©) 0) ) (1525)  (2534) (29,83
0,04 0,04 0,00 0,08 0.13 0,16
89 7830,84 3.87 (8.75) (8.16) ) (17.71)  (30,28)  (37,70)
0,03 0,00 0,00 0,10 0.11 0.15
88 4889712 4,66 (7.11) 0) ©) (2247)  (24.99)  (34.89)
0,04 0,04 0,00 0,05 0,09 0,12
88 37562691 5,56 (9.59) (9.96) ) (12,04)  (2118)  (28,34)
0,08 0,00 0,05 0,03 0,10 0,14
89 460904644 664 (18,15) 0) (1142)  (632) (2274)  (32,39)

%CV = logaritmicky normalni variaéni koeficient, SD = smérodatna odchylka (log4q 1U/ml)
Poznamka: Variabilita nékterych koeficientd miize dosahovat zapornych Ciselnych hodnot. K tomu
dochazi v pfipadé, Ze je variabilita u téchto faktorti velmi nizka. V takovych pfipadech je

hodnota SD a %CV uvedena jako 0.

?Celkovy vysledek rozptylu s vylouc¢enim odlehlé hodnoty, ktera by mohla byt disledkem problému
s pfipravou vzorku.
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Klinicka funkcnost

Klinicka shoda

Cilem studie klinické funk&nosti bylo posoudit klinickou shodu mezi analyzou Aptima CMV
Quant Assay a schvalenym srovnavacim testem. B&éhem prospektivni multicentrické studie
na osmi klinickych pracovistich byly odebrany vzorky plazmy od pfijemcl po transplantaci
solidnich organt (SOTR) a pfijemcl po transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék
(HSCTR), ktefi se podrobuji sledovani CMV v bézné klinické praxi. Kromé toho byly od
dodavatell klinickych vzorkd ziskany zbytkové zmrazené vzorky od SOTR a HSCTR.

Z 88 subjektl, které byly zafazeny do prospektivni studie, nebylo Sest subjektd
hodnotitelnych z divodu odstoupeni ze studie (n = 5) nebo z divodu, ze nebyly k dispozici
platné vysledky vzorkld s analyzou Aptima CMV Quant Assay a schvalenym testem (n = 1).
Tabulka 23 uvadi demografické udaje a zakladni klinické charakteristiky 82 subjektl, které
bylo mozné hodnotit.

Tabulka 23: Demografické udaje a vychozi klinické charakteristiky hodnotitelnych subjektt celkové a podle
typu transplantatu

Charakteristiky SOTR HSCTR Vse
Celkem, N 62 20 82
Pohlavi, n (%) Muzi 28 (45,2) 14 (70,0) 42 (51,2)

Zeny 34 (54,8) 6 (30,0) 40 (48,8)
Vak (roky) Stfedni hodnota # (SD) 52,1 +(12,93) 51,9+ (14,60) 52,1+ (13,27)
Median 53,0 54,5 54,0
Minimum 20 22 20
Maximum 81 69 81
Etnikum, n (%) Hispanskeé ¢&i latinskoamerické 2(3,2) 3(15,0) 5(6,1)
Jiné nez hispanskeé &i latinskoamerické 41 (66,1) 17 (85,0) 58 (70,7)
Neznamé 19 (30,6) 0 (0) 19 (23,2)
Rasa, n (%) Puvodni obyvatelé USA a Aljasky 0(0) 0(0) 0 (0)
Asiaté 1(1,6) 1(5,0) 2(24)
Cernosi a afroameriéané 17 (27,4) 0(0) 17 (20,7)
Puvodni Havajci a Pacifi¢ti ostrované 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Bila 37 (59,7) 18 (90,0) 55 (67,1)
Jiné 0 (0) 1(5,0) 1(1,2)
Neznamé 7 (11,3) 0 (0) 7 (8,5)
Typ organu, n (%) Ledvina 25 (40,3) - -
Jatra 15 (24,2) - -
Plice 10 (16,1) - -
Srdce 12 (19,4) - -
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Tabulka 23: Demografické udaje a vychozi klinické charakteristiky hodnotitelnych subjektl celkové a podle
typu transplantatu (pokracovani)

Charakteristiky SOTR HSCTR Vse
Typ kmenovych bunék, n (%) Alogenni - 18 (90,0) -
Autologni - 2(10,0) -
Darce pozitivni / pfijemce negativni 34 (54,8) 3(15,0) 37 (45,1)
Sérologicky stav CMV, n (%)
Darce negativni / pfijemce pozitivni 6(9,7) 8 (40,0) 14 (17,1)
Darce pozitivni / pfijemce pozitivni 22 (35,5) 9 (45,0) 31 (37,8)
Na antivirové Ié&b& CMV, n 50 (80.6) 13(65.0) 63 (76.8)
Dny antivirové Ié¢by CMV az do
zafazeni do studie
n 41 12 53
Pramér 13,6 13,3 13,5
Median 11 9,5 11
Minimum 1 1 1
Maximum 47 45 47

HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, SD = smérodatna odchylka,
SOTR = pfijemci transplantace solidnich organa.

V prospektivni studii bylo odebrano 365 vzorku plazmy od 82 hodnotitelnych subjektid. Kromé
toho byly od dodavatell klinickych vzork( ziskano 261 zbytkovych zmrazenych vzorkd.

Z 626 klinickych vzorku plazmy (tj. vzorkd odebranych v ramci prospektivni studie

a zbytkovych zmrazenych vzorkd dohromady) bylo do analyz shody zahrnuto 597 parovych
(tj. s platnym vysledkem analyzy Aptima CMV Quant Assay i schvaleného testu) klinickych
vzorkl plazmy. Z 597 parovych klinickych vzorkd bylo 339 vzorkd odebrano v ramci
prospektivni studie a 258 vzorku bylo zbytkovych zmrazenych. Samostatné byly provedeny
analyzy shody u 181 parovych vzork( odebranych subjektim po zahajeni antivirové 1éCby
CMV v ramci bézné péce béhem prospektivni studie.

Tabulka 24 ukazuje analyzu shody a procentudlni shodu mezi analyzou Aptima CMV Quant
Assay a schvalenym testem pfi riznych prahovych hodnotach (celkové a podle
transplantacnich skupin). Analyzu shody v rliznych intervalech virové naloze (celkové a podle
transplantacnich skupin) uvadi Tabulka 25. U ¢tyf z 597 celkovych vysledkl byly zjistény
rozdily ve vice nez bezprostfedné sousedicich kategoriich, z toho 3 byly od pfijemcl
HSCTR.
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Tabulka 24: Analyza shody a procentudlni shoda pfi riznych prahovych hodnotach (celkové a podle
transplantaénich skupin)

Prahova hodnota Vysledky srovnavaciho testu® a testu Aptima CMV

ro transplantaéni 2 uant Assa PPA NPA
P oku pinu ! N Q y % (n/N) [95 % CI* % (n/N) [95 % CI]*
P Srovn. 2 Srovn. < Srovn. < Srovn. 2
ACMV 2 ACMV 2 ACMV < ACMV <

Celkové

CND 597 427 13 136 21 95,3 (427/448) 91,3 (136/149)
[92,9, 96,9] (85,6, 94,8]

Detekovano, 99,2 (252/254) 86,0 (295/343)

<2,1logqg IU/MI 597 252 48 295 2 97,2, 99,8] 81,9, 89,3]

(137 IU/mly?

2,7 logyg IU/ml 597 158 37 397 5 96,9 (158/163) 91,5 (397/434)

(500 1U/ml) [93,0, 98,7] (88,5, 93,8]

3,3 Iog10 1U/ml 597 93 20 483 1 98,9 (93/94) 96,0 (483/503)

(1800 1U/ml) [94,2, 99,8] [93,9, 97,4]

3,9 logyg IU/m 597 45 12 540 0 100 (45/45) 97,8 (540/552)

(7 943,3 IU/ml) [92,1,100] [96,2, 98,8]

SOTR

CND 403 205 9 85 14 95,5 (295/309) 90,4 (85/94)
[92,5, 97,3] (82,8, 94,9]

Detekovano, 99,0 (197/199) 87,3 (178/204)

<2,1logqo U/ 403 197 26 178 2 96,4, 99,7] 82,0, 91.2]

(137 1U/ml)®

(500 1U/ml) [92,5, 98,8] [86,7, 93,6]

(1800 IU/ml) [93,2, 99,8] [92,1, 96,9]

(7 943,3 1U/ml) [91,4,100] [95,0, 98,5]

HSCTR

CND 194 132 4 51 7 95,0 (132/139) 92,7 (51/55)
[90,0, 97,5] (82,7, 97,1]

Detekovano, 100 (55/55) 84,2 (117/139)

<2,11logqg IU/m 194 55 22 7 0 93,5, 100] [77,2, 89,3]

(137 1U/ml)®

(500 1U/ml) [83,3, 99,4] [87,6, 95,8]

3,3 IongU/mI 194 15 4 175 0 100 (15/15) 97,8 (175/179)

(1800 IU/ml) [79,6, 100] [94,4,99,1]

3,9 logqg IU/ml 194 4 2 188 0 100 (4/4) 98,9 (188/190)

(7 943,3 IU/ml) [51,0, 100] [96,2, 99,7]

ACMV = Aptima CMV Quant Assay, Cl = interval spolehlivosti, Srovn. = srovnavaci analyza, HSCTR = pfijemci
transplantatd hematopoetickych bunék, NPA = negativni procentualni shoda, PPA = pozitivni procentualni shoda,
SOTR = pfijemci transplantatl solidnich organt, CND = cil nebyl detekovan.

Poznamky:

2: Vysledek je vy$Si nebo roven zadané prahové hodnoté.
<: Vysledek je niz8i nez zadana prahova hodnota.
PPA shrnuje vysledky vySsi nebo rovné dané prahové hodnoté; NPA shrnuje vysledky nizSi nez dana prahova hodnota.
*Pocet parovych klinickych vzorkd (vzorky odebrané v ramci prospektivni studie a zmrazené zbytkové vzorky ziskané

od dodavatelu klinickych vzorktd dohromady).
’schvaleny test

*Hodnota ClI

‘LLoQ alternativniho schvaleného testu
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Tabulka 25: Analyza shody v raznych intervalech virové naloze (celkové a podle transplantaénich skupin)

Transplantaéni skupina Vysledek srovnavaciho testu® (logqo 1U/ml)

Vysledek an:l;’/sz;'yAptima cmv cell;‘lemz, CND Dete<kg,\;éno, >21a3<27 227a3<33 233a3<39 >3.9

Celkové

Celkovy pocet parovych vzorkl, N 597 149 194 91 69 49 45
CND 157 136 21 0 0 0 0
Detekovano, < 2,1 log4g IU/ml° 140 13 125 2 0 0 0
22,1 az<2,7 log4q IU/ml 105 0 46 54 5 0 0
22,7 az < 3,3 log4q IU/ml 82 0 2¢ 34 45 1 0
2 3,3 az < 3,9 log4q IU/ml 56 0 0 19 18 37 0
2 3,9 logqg 1U/ml 57 0 0 0 1¢ 11 45

SOTR

Celkovy pocet parovych vzorkt, N 403 94 110 66 54 38 41
CND 99 85 14 0 0 0 0
Detekovano, < 2,1 logqq IU/ml° 81 9 70 2 0 0 0
22,1 az<2,7 log4q IU/ml 69 0 26 39 4 0 0
22,7 az < 3,3 log4g IU/ml 60 0 0 25 34 1 0
23,3 az < 3,9 log4q IU/ml 43 0 0 0 15 28 0
2 3,9 logqg 1U/ml 51 0 0 0 1¢ 9 41

HSCTR

Celkovy pocet parovych vzorkl, N 194 55 84 25 15 11 4
CND 58 51 7 0 0 0 0
Detekovano, < 2,1 log4g IU/ml° 59 4 55 0 0 0 0
22,1az<2,7logqq IU/ml 36 0 20 15 1 0 0
22,7 az < 3,3 logqq IU/ml 22 0 2¢ 9 1 0 0
23,3 az < 3,9logqq U/ml 13 0 0 19 3 9 0
23,91logqg IU/mI 6 0 0 0 0 2 4

HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, SOTR = pfijemci transplantace solidnich organd, CND = cil nebyl
detekovan

?Pocet parovych klinickych vzorkd (vzorky odebrané v rdmci prospektivni studie a zmrazené zbytkové vzorky ziskané od dodavatell
klinickych vzorkd dohromady).

°schvaleny test

°LLoQ alternativniho schvéaleného testu

“U 4 z 597 celkovych vysledku byly zjistény rozdily ve vice nez bezprostfedné sousedicich kategoriich; 1 z téchto 4 vysledkud byl od piijemce
SOTR a 3 z téchto 4 vysledkil byly od pfijemct HSCTR. Ze 2 pfijemct HSCTR, ktefi byli testovani alternativnim NAAT, byla u 1 zjisténa
shoda s vysledky analyzy Aptima CMV Quant Assay.

Aptima CMV Quant Assay 50 AW-27747-2601 Rev. 001



Aptima- Klinicka funkénost

Tabulka 26 ukazuje analyzu shody a procentualni shodu pfi riznych prahovych hodnotach
(celkové a podle transplantacnich skupin) pro vzorky odebrané subjektiim po zahajeni
antivirové 1éCby pro CMV v ramci bézné péce v prospektivni studii. Analyzu shody v rlznych
intervalech virové naloze pfi pouziti vSech ¢asovych bodl po zahajeni 1éEby dohromady
(celkové a podle transplantac¢nich skupin) ukazuje Tabulka 27. U jednoho ze 181 celkovych
vysledku byly zjistény rozdily ve vice nez bezprostfedné sousedicich kategoriich, coz bylo
pozorovano u pfijemce SOTR.

Tabulka 26: Analyza shody a procentualni shoda pfi riznych prahovych hodnotach s pouzitim vSech ¢asovych
bodl po zahajeni IéEby dohromady (celkové a podle transplantaénich skupin)

Vysledky srovnavaciho testu® a testu Aptima CMV

Prahova hodnota Quant Assay PPA NPA
pro transplantacni N? % (n/N) % (n/N)
skupinu Srovn. 2 Srovn. < Srovn. < Srovn. 2 [95 % CIT° [95 % CIJ°
ACMV2  ACMV 2 ACMV < ACMV <
Celkové
93,1 (121/130) 92,2 (47/51)
CND 181 121 4 47 9 874, 96.3] 815 96.9]
Detekovano
: 100 (69/69) 86,6 (97/112)
<2,1logyg IU/mI 181 69 15 97 0 [94.7. 100] (791, 91.7]
(137 1U/mly’
2,7 logyq IU/mI 181 42 9 129 ; 97,7 (42/43) 93,5 (129/138)
(500 1U/ml) [87,9, 99,6] [88,1, 96,5]
3,3 l0g4q 1U/MI 100 (23/23) 96,8 (153/158)
(1 800 1U/ml) 181 2 5 153 0 [85,7, 100] [92,8, 98,6]
3,9 logyq 1U/mI 100 (12/12) 98,2 (166/169)
(7 943,3 1U/ml) 181 12 3 166 0 [75.8, 100] [94,9, 99,4]
SOTR
94,4 (102/108) 92,9 (26/28)
CND 136 102 2 26 6 [88.4, 97.4] (774 98.0]
Detekovano
: 100 (57/57) 81,0 (64/79)
< 2,1 logqg IU/mI 136 57 15 64 0 [93.7. 100] (71,0, 88.1]
(137 1U/ml)?
2,7 logqq IU/mI 97,1 (34/35) 92,1 (93/101)
(500 1U/mi) 136 34 8 93 1 85,5, 99,5] (85,1, 95,9]
3,3 logyq IU/mI 100 (18/18) 95,8 (113/118)
(1 800 1U/ml) 136 18 5 s 0 [82,4, 100] [90,5, 98,2]
3,9 logyq IU/mI 100 (10/10) 97,6 (123/126)
(7 943,3 1U/ml) 136 10 8 123 0 [72,2, 100] [93,2, 99,2]
HSCTR
86,4 (19/22) 91,3 (21/23)
CND 45 19 2 21 8 66,7, 95,3] 73,2, 97.6]
Detekovano, 100 (12/12) 100 (33/33)
<2,1 logyo U/l 45 12 0 33 0 (75,8, 100] 89,6, 100]
2,7 logqg IU/ml 100 (8/8) 97,3 (36/37)
(500 1U/mi) 45 8 ! 36 0 67,6, 100] 86,2, 99,5]
3,3 logyg IU/mI 100 (5/5) 100 (40/40)
(1 800 1U/mi) 45 5 0 40 0 56,6, 100] [91,2, 100]
3,9 logyg IU/mI 45 ) 0 43 0 100 (2/2) 100 (43/43)

(7 943,3 [U/ml) [34,2, 100] [91,8, 100]

ACMV = Aptima CMV Quant Assay, Cl = interval spolehlivosti, Srovn. = srovnavaci analyza, HSCTR = pfijemci transplantattd hematopoetickych
bunék, NPA = negativni procentuaini shoda, PPA = pozitivni procentualni shoda, SOTR = pfijemci transplantat solidnich organti, CND = cil nebyl
detekovan.

Poznamky:

» 2: Vysledek je vy$Si nebo roven zadané prahové hodnoté.

<: Vysledek je niz8i nez zadana prahova hodnota.

» PPA shrnuje vysledky vy$Si nebo rovné dané prahové hodnoté; NPA shrnuje vysledky niz8i nez dana prahova hodnota.

2 Pocet parovych vzork(, které byly odebrany od subjektu, které pfi zafazeni do studie uzivaly antivirovou Ié¢bu pro CMV nebo zahajily antivirovou
lé¢bu pro CMV béhem prospektivni studie.

®schvaéleny test

*Hodnota CI

¢LLoQ alternativniho schvaleného testu
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Tabulka 27: Analyza shody v raznych intervalech virové naloze s vyuzitim vSech ¢asovych bodl po zahajeni
IéEby dohromady (celkové a podle transplantaénich skupin)

Transplantaéni skupina

Vysledek srovnavaciho testu® (logqq 1U/ml)

WSIedng:z:lX:gTa cn Celkem cnp Det‘:kg"fm’ 221a2<27 227a2<3,3 233a2<39 239
Celkové
Celkovy pocet parovych vzorkl, N 181 51 61 26 20 11 12
CND 56 47 9 0 0 0 0
Detekovano, < 2,1 log4g IU/ml° 41 4 37 0 0 0 0
22,1 az<2,7 log4q IU/ml 33 0 15 17 1 0 0
22,7 az < 3,3 log4q IU/ml 23 0 0 9 14 0 0
2 3,3 az < 3,9 log4q IU/ml 13 0 0 0 4 9 0
2 3,9 logqg 1U/ml 15 0 0 0 19 2 12
SOTR
Celkovy pocet parovych vzorkl, N 136 28 51 22 17 8 10
CND 32 26 6 0 0 0 0
Detekovano, < 2,1 log4q IU/ml° 32 2 30 0 0 0 0
22,1 az<2,7 log4q IU/ml 30 0 15 14 1 0 0
22,7 az < 3,3 log4q IU/ml 19 0 0 8 11 0 0
23,3 az<3,9logq U/ml 10 0 0 0 4 6 0
23,9 1logqg IU/mI 13 0 0 0 19 2 10
HSCTR
Celkovy pocet parovych vzorkl, N 45 23 10 4 3 3 2
CND 24 21 3 0 0 0 0
Detekovano, < 2,1 log4g IU/ml° 9 2 7 0 0 0 0
22,1az<2,7logqq IU/ml 3 0 0 3 0 0 0
22,7 az < 3,3 logqq IU/ml 4 0 0 1 3 0 0
23,3 az < 3,9logqq U/ml 3 0 0 0 0 3 0
23,91logqg IU/mI 2 0 0 0 0 0 2

HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, SOTR = pfijemci transplantace solidnich

organt, CND = cil nebyl detekovan

* Pocet parovych vzork, které byly odebrany od subjektu, které pfi zafazeni do studie uzivaly antivirovou lé¢bu pro

CMV nebo zahajily antivirovou Ié€bu pro CMV bé&éhem prospektivni studie.

"schvalena analyza

°LLoQ alternativniho schvaleného testu
‘U 1 ze 181 celkovych vysledkl byly zjistény rozdily ve vice nez bezprostfedné sousedicich kategoriich.
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Srovnani metod

Studie srovnani metod byla provedena za u€elem posouzeni ucinnosti analyzy Aptima CMV
Quant Assay ve srovnani se schvalenym testem. Do analyzy srovnani metod bylo zahrnuto
celkem 309 parovych klinickych vzorkd pozitivnich na CMV, které sestavaly ze 165 vzorkl
odebranych v prospektivni studii a 144 zbytkovych zmrazenych vzorkd s vysledky ve
spole€¢ném linearnim rozsahu pro obé analyzy. Kromé toho bylo uméle pfipraveno celkem
105 vzorkdl, a to pfidanim kultivovaného viru CMV do EDTA plazmy negativni na CMV,

z nichz 103 bylo ve spoleéném linearnim rozsahu pro obé analyzy. Uméle pfipravené vzorky
byly analyzovany oddélené.

Tabulka 28 uvadi odhady parametrd Demingovy regrese (logqg 1U/ml). Obrazek 15 az
Obrazek 18 ukazuji Demingovu regresi vysledkud virové naloze (log4q IU/ml) z analyzy
Aptima CMV Quant Assay a schvaleného testu.

Tabulka 28: Odhady parametrid Demingovy regrese podle typu vzorku a transplantac¢ni skupiny

Typ Transplan- Metoda jackknife® Metoda bootstrap®
vzorku tacni Jednotka Parametr N* Odhad [) o r
" virové naloze SE 95 % ClI SE 95 % ClI
skupina
Klinicky Celkove logqg 1U/mI Prasecik 309 0,20 0,038 (0,12, 0,27) 0,021 (0,15, 0,24)
0,97
Sklon 1,00 0,011 (0,98, 1,03) 0,007 (0,99, 1,02)
SOTR logyg 1U/ml Prasecik 227 0,17 0,043 (0,09, 0,26) 0,025 (0,12, 0,22)
0,98
Sklon 1,01 0,012 (0,98, 1,03) 0,008 (0,99, 1,02)
HSCTR log4g 1U/ml Prasecik 82 0,16 0,101 (-0,04,0,36) 0,048 (0,07, 0,26)
0,95
Sklon 1,03 0,037 (0,96, 1,11) 0,017 (1,00, 1,07)
Uméle o
B i - log4g 1U/ml Prasecik 103 0,06 0,058 (-0,05,0,18) 0,059 (-0,05,0,18)
pfipraveny 1,00
Sklon 1,01 0,011 (0,98, 1,03) 0,012 (0,98, 1,03)

Cl = interval spolehlivosti, HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych bunék, r = korela¢ni koeficient,
SE = standardni chyba, SOTR = pfijemci transplantace solidnich organda.

*Pocet parovych vzorka s vysledky ve spoleéném linearnim rozsahu pro obé analyzy.

®Predpokladana nezavislost vSech vzorku; k odhadu SE a Cl pouzita metoda jackknife.

°Klinické vzorky byly upraveny pro korelaci u jednoho subjektu pomoci metody pfevzorkovani bootstrap

s 500 iteracemi; tato metoda byla pouZzita také pro uméle pfipravené vzorky, ale bez stratifikace podle subjektu.
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2 - Demingova regrese (N =309) Y =0,20 + 1,00X
R 0,97

95 % ClI pro prasecik (0,12, 0,27)

1 95 % ClI pro smérnici ‘(0,983 1,03)
T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Virova naloz, analyza Aptima CMV Quant Assay (log4q IU/ml)
N
|

Virova néloz, srovnavaci analyza (logg 1U/ml)

Obrazek 15. Graf Demingovy linearni regrese (klinické vzorky: SOTR a HSCTR dohromady)

Cl = interval spolehlivosti, HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych bunék, R = korela¢ni koeficient, SOTR = pFijemci
transplantace solidnich organi

Poznamky:
* Paroveé vzorky s vysledky ve spole€ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
+ Deminglv regresni model pfedpoklada nezavislost véech vzorkd; k odhadu hodnot Cl se pouziva metoda jackknife.
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Virova naloz, analyza Aptima CMV Quant Assay (logqq 1U/ml)
N
|

Demingova regrese (N =227) Y =0,17 +1,01X
R 0,98
95 % ClI pro prasecik (0,09, 0,26)
95 % CI pro smérmici (0,98, 1,03)
| T T T T T
1 3 4 5 6 7

Virova néloz, srovnavaci analyza (logqg 1U/ml)

Obrazek 16. Graf Demingovy linearni regrese u virové naloze (klinické vzorky: pouze SOTR)

Cl = interval spolehlivosti, SOTR = pfijemci transplantace solidnich organ(, R = korelaéni koeficient

Poznamky:

* Parové vzorky s vysledky ve spole€ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
+ Deminglv regresni model pfedpoklada nezavislost véech vzorkd; k odhadu hodnot Cl se pouziva metoda jackknife.
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Obrazek 17. Graf Demingovy linearni regrese u virové naloze (klinické vzorky: pouze HSCTR)
Cl = interval spolehlivosti, HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych bunék, R = korela¢ni koeficient
Poznamky:

* Paroveé vzorky s vysledky ve spole€ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
+ Deminglv regresni model pfedpoklada nezavislost véech vzorkd; k odhadu hodnot Cl se pouziva metoda jackknife.
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Virova néloz, srovnavaci analyza (logg 1U/ml)

Obrazek 18. Graf Demingovy linearni regrese u virové naloze (uméle pfipravené vzorky)

Cl = interval spolehlivosti, R = korela¢ni koeficient

Poznamky:

* Parové vzorky s vysledky ve spole¢ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
* Demingtv regresni model pfedpoklada nezavislost vSech vzorku; k odhadu hodnot Cl se pouziva metoda jackknife.
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Stredni parovy rozdil

Tabulka 29 nize ukazuje stfedni parovy rozdil mezi analyzou Aptima CMV Quant Assay
a schvalenym testem v reprezentativnich rozhodovacich intervalech.

Tabulka 29: Stfedni hodnota parovych rozdil(i virové nalozZe v reprezentativnich rozhodovacich intervalech
podle typu vzorku a transplantagni skupiny

.. Reprezentativni Celkovy pocet Stredni
Typ vzorku Trar;ls(zla_ntacnl rozhodovaci intervaly®  parovych vzork®  hodnota 95 % ClI
pina (log4g IU/mI) (N) (SE)

Klinicky Celkove Vse 254 0,20 (0,012) (0,17, 0,22)
221az2<3,0 129 0,21 (0,018) (0,18, 0,25)
23,0az<4,0 87 0,19 (0,021) (0,15, 0,23)
24,0az<5,0 24 0,17 (0,039) (0,09, 0,25)
=50 14 0,18 (0,037) (0,10, 0,26)
SOTR Vse 199 0,18 (0,014) (0,16, 0,21)
221az<3,0 95 0,19 (0,021) (0,14, 0,23)
23,0az<4,0 69 0,18 (0,024) (0,13, 0,23)
24,0az<5,0 21 0,17 (0,038) (0,09, 0,25)
25,0 14 0,18 (0,037) (0,10, 0,26)
HSCTR Vse 55 0,26 (0,026) (0,20, 0,31)
221az2<3,0 34 0,29 (0,034) (0,22, 0,36)
23,0az<4,0 18 0,22 (0,039) (0,13, 0,30)
24,0az<5,0 3 0,16 (0,188)  (-0,65, 0,97)

25,0 0 NV (NV) NC
Uméle pfipraveny - Vse 100 0,08 (0,014) (0,05, 0,11)
221az<3,0 20 0,07 (0,037) (0,00, 0,15)
23,0az<4,0 21 0,05 (0,036) (-0,03, 0,12)
24,0az<5,0 20 0,10 (0,025) (0,04, 0,15)
25,0 39 0,10 (0,022) (0,06, 0,14)

ClI = interval spolehlivosti, HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych bunék, NV = nelze vypocitat,
SE = standardni chyba, SOTR = pfijemci transplantace solidnich organu.

*Parové vzorky jsou rozdéleny do rozhodovacich intervald na zakladé vysledku schvaleného testu.

°*Pocet parovych vzorkd s vysledky ve spole¢ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
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Zkresleni u vybranych urovni virové naloze

Tabulka 30 niZe uvadi zkresleni mezi analyzou Aptima CMV Quant Assay a schvalenym
testem u péti vybranych hladin virové naloZze od 2,1 log4q IU/ml do 7,0 log4q IU/ml
s prFisluSnymi netransformovanymi ekvivalenty.

Tabulka 30: Zkresleni / systematicky rozdil u vybranych hladin virové naloze podle typu vzorku
a transplantacni skupiny

Vybér drovni virové naloze

Systematicky rozdil®

Typ vzorku Transplantaéni skupina logo 1U/mi (1U/ml) logi 1U/ml (1U/ml)
Klinicky Celkové 2,1 (137) 0,20 (1797,1)
2,7 (500) 0,20 (1 948,2)
3,3 (1 800) 0,21 (2489,1)
3,9 (7 943,3) 0,21 (5 045,3)
7,0 (10 000 000) 0,22 (4 162 789,2)
SOTR 2,1 (137) 0,18 (2251,8)
2,7 (500) 0,19 (2 402,4)
3,3 (1 800) 0,19 (2 941,7)
3,9 (7 943,3) 0,19 (5 490,5)
7,0 (10 000 000) 0,21 (4 151 107,2)
HSCTR 2,1 (137) 0,23 (180,1)
2,7 (500) 0,25 (430,5)
3,3 (1 800) 0,27 (1 327,2)
3,9 (7 943,3) 0,29 (5 564,7)

7,0 (10 000 000)

0,40 (6 897 935,4)

Uméle pfipraveny - 2,1 (137) 0,07 (33420,4)
2,7 (500) 0,08 (33 467,9)
3,3 (1 800) 0,08 (33 638,0)
3,9 (7 943,3) 0,08 (34 442,0)

7,0 (10 000 000)

0,10 (1 342 167,4)

HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, SOTR = pfijemci transplantace solidnich

organt

2 Systematicky rozdil je rozdil mezi vyslednou proménnou (Y) a virovou nalozi (X) odvozeny pro kazdou z vybranych

urovni virové naloze pomoci Demingovych regresnich odhad( pro smérnici a prasecik.

Aptima CMV Quant Assay

59

AW-27747-2601 Rev. 001



Klinicka funkénost Aptima-

Pripustny celkovy rozdil (ATD)

Tabulka 31 spolu s Obrazek 19 az Obrazek 22 nize prezentuji vysledky ATD pomoci
parovych rozdild mezi analyzou Aptima CMV Quant Assay a schvalenym testem oproti jejich
primeéru pfi reprezentativnich prahovych hodnotach a procentu parovych vysledk( v oblasti
ATD.

Tabulka 31: Procento rozdilli parovych vzorku v oblasti pfipustného celkového rozdilu (ATD) v riznych
intervalech virové néaloze podle typu vzorku a transplantacni skupiny

Typ Trans'pl’an- Interv’alyvviarové Rozdily mezi parovymi vzorky v oblasti ATD
vzorku taéni naloze N® n (%) Percentily
skupina (logqg 1U/ml) 2,5 % 59 95 9 97,5 %

Klinicky Celkove Vse 271 234 (86,3) -0,19 -0,14 0,40 0,42

Nizka (= 2,1 az < 3,3) 171 147 (86,0) -0,24 -0,16 0,41 0,44

Stfedni (= 3,3 az < 3,9) 52 48 (92,3) -0,08 -0,08 0,38 0,38

Vysoka (2 3,9 a2 < 7) 48 39 (81,3) -0,18 -0,18 0,37 0,40

SOTR Vse 207 183 (88,4) -0,19 -0,14 0,40 0,42

Nizka (= 2,1 az < 3,3) 123 109 (88,6) -0,26 -0,18 0,41 0,44

Stfedni (= 3,3 az < 3,9) 40 38 (95,0) -0,16 -0,08 0,38 0,40

Vysoka (2 3,9 a2 < 7) 44 36 (81,8) -0,18 -0,14 0,37 0,40

HSCTR Vse 64 51 (79,7) -0,18 0,01 0,38 0,41

Nizka (= 2,1 az < 3,3) 48 38 (79,2) -0,19 0,01 0,41 0,45

Stfedni (= 3,3 az < 3,9) 12 10 (83,3) 0,09 0,09 0,32 0,32

Vysoka (2 3,9 a2 < 7) 4 3 (75,0) -0,18 -0,18 0,31 0,31

pf:;gi':ny, - Vie 99 96(97,0) 0,19 0,14 0,29 0,34

Nizka (= 2,1 az < 3,3) 20 20 (100) -0,14 -0,13 0,35 0,35

Stfedni (= 3,3 az < 3,9) 14 13 (92,9) -0,32 -0,32 0,27 0,27

Vysoka (= 3,9 az < 7) 65 63 (96,9) -0,19 -0,1 0,24 0,29

HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, SOTR = pfijemci transplantace solidnich
organu

*Parové vzorky jsou rozdéleny do rozhodovacich intervald na zakladé vysledku schvaleného testu.

°*Pocet parovych vzorkd s vysledky ve spolec¢ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
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srovnavaciho testu (logqo IU/ml)

Celkové v oblasti ATD  234/271 (86,3 %)
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Obrazek 19. Graf rozdild mezi parovymi vzorky a oblasti ATD (klinické vzorky: SOTR a HSCTR

dohromady)

ATD = pfipustny celkovy rozdil, HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych kmenovych bunék, SOTR = pfijemci

transplantace solidnich organt

Poznamka: Parové vzorky s vysledky ve spoleéném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
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Nizky interval 109/123 (88,6 %)
Stiedni interval 38/40 (95,0 %)
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Obrazek 20. Graf rozdilli mezi parovymi vzorky a oblasti ATD (klinické vzorky: pouze SOTR)

ATD = pfipustny celkovy rozdil, SOTR = pfijemci transplantace solidnich organu

Poznamka: Parové vzorky s vysledky ve spole¢ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
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Obrazek 21. Graf rozdili mezi parovymi vzorky a oblasti ATD (klinické vzorky: pouze HSCTR)

ATD = pripustny celkovy rozdil, HSCTR = pfijemci transplantace hematopoetickych kmenovych bunék

Poznamka: Parové vzorky s vysledky ve spole€ném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
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Obrazek 22. Graf rozdilli mezi parovymi vzorky a oblasti ATD (uméle pripravené vzorky)
ATD = pfipustny celkovy rozdil

Poznamka: Parové vzorky s vysledky ve spoleéném linearnim rozsahu pro obé analyzy.
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