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Yleisia tietoja

Kayttotarkoitus

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysi on reaaliaikainen transkriptiovalitteinen monistustesti.
Tata analyysia kaytetdan seka hepatiitti C -viruksen (HCV) RNA:n havainnointiin etta kvantitointiin
tuoreesta ja jaadytetystd HCV-infektion saaneiden ihmisten seerumista ja plasmasta.

Plasma voidaan valmistaa eteenidiamiinitetraetikkahappoon (EDTA), antikoagulanttiseen
sitraattidekstroosi (ACD) -liuokseen ja plasman valmistusputkiin (PPT). Seerumi voidaan
valmistaa seerumiputkissa ja seerumin erotusputkissa (Serum Separator Tube, SST).
Naytteet testataan kayttamalla Panther-jarjestelmaa, jolla suoritetaan automaattinen
naytteiden kasittely, monistus, havainnointi ja kvantitointi. HCV-genotyyppeja 1-6 sisaltaville
naytteille tehdaan hyvaksyntatarkistus analyysissa havaitsemisen ja kvantitoinnin suhteen.

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin kayttéaiheena on kaytté HCV-infektion diagnoosin
apuvalineena. Analyysia voidaan kayttaa aktiivisen HCV-infektion vahvistamiseen potilaista,
joille on saatu positiivinen HCV-vasta-aineen tulos. HCV:n RNA:n havaitseminen on merkki
siitd, ettd virus monistuu, mika on puolestaan todiste aktiivisesta infektiosta.

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin kayttdaiheena on kaytt6 HCV-infektion saaneiden,
HCV-viruslaakehoitoa saavien potilaiden hoidon apuvalineena. Analyysissa mitataan HCV:n
RNA-tasot lahtdtilanteessa, hoidon aikana seka hoidon jalkeen pysyvan virusvasteen
(Sustained Virological Response, SVR) maarittamiseksi. Aptima HCV Quant Dx Assay -
analyysin tulokset on tulkittava kaikkien asiaankuuluvien Kliinisten ja laboratorioloydosten
kontekstissa.

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysia ei ole tarkoitettu kaytettdvaksi HCV:n veresta tai
verivalmisteista havaitsemisen seulontatestina.

Testin yhteenveto ja selvitys

HCV on veriperainen patogeeni, joka on maailmanlaajuinen ongelma julkisessa terveydenhuollossa,
silld jopa 170 miljoonaa ihmista eri puolilla maailmaa on saanut HCV-infektion ja HCV:hen
liittyvat ongelmat, mm. kirroosi ja maksasyopa, aiheuttavat vuosittain 350 000 kuolemaa.'
HCV tarttuu verelle, verivalmisteille altistumisessa tai toimissa, joissa on mahdollisuus saada
altistus ihon 1api.** Geneettisella tasolla HCV sisaltda positiivisjuosteisen RNA-genomin, jossa
on noin 9 500 nukleotidid, jotka koodaavat rakenteellisia proteiineja (runkoketju, E1- ja E2-
glykoproteiinit, p7-ionikanavaproteiini) ja ei-rakenteellisia proteiineja (NS2, NS3, NS4A/B,
NS5A/B), joista jalkimmaiset ovat keskeisia virusten monistumisproteiineja ja suoraan
vaikuttavien viruslaakkeiden kohteita.** Kaksi genomin translatoimatonta aluetta (UTR),
5'UTR ja 3'UTR, toimivat genomissa translaatio- ja vastaavasti replikaatio-/pakkausrooleissa.’
5'-UTR on kaikkien parhaiten yhtenaisesti sailynyt genomin alue kuuden merkittavimman
HCV-genotyypin kesken.®

Kliinisella tasolla asymptomaattinen HCV-infektio on yleisin ilmenemismuoto, ja huolimatta
havaittavasta vasta-aineesta (havaitaan yleensa 5-12 viikon kuluessa), krooninen HCV-infektio
iimenee jopa 75 prosentilla potilaista.? HCV:n laboratoriotestausalgoritmit edellyttavat aktiivisten
HCV-infektioiden diagnoosia vasta-ainepositiivisilta tutkittavilta tunnistamalla HCV:n RNA
plasmasta tai seerumista, jotta testi saadaan yhdistettya riittavan hyvin hoitoon.”®*
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HCV:n RNA:n (viruskuormituksen) kvantitointi on ollut keskeisessa roolissa menestyksekkaan
HCV-hoidon maarityksessa ja tarkkailussa. Pysyva virusvaste (Sustained virological
response, SVR) maaritetdan tilanteeksi, jossa HCV:n RNA:ta ei havaita onnistuneen hoidon
jalkeen, ja se on HCV:n parantumisen keskeisin markkeri."" Interferonipohjaisessa hoidossa
varhainen virusvaste (Early Virological Response, EVR), joka maaritetdan 2 logaritmin tai
suuremmaksi HCV:n viruskuormituksen nuosuksi 12 viikon hoidon jéalkeen, ja nopea virusvaste
(Rapid Virological Response, RVR), joka maaritetaan tilanteeksi, jossa HCV:n RNA:ta ei
havaita neljan viikon hoidon jalkeen, osoittautuivat SVR:n positiivisiksi ennustetekijoiksi.'*'*"
Nama viruksen kineettisen toiminnan markkereita kaytetadan vasteohjatuissa
lahestymistavoissa, joissa hoitovaihtoehdot mukautetaan SVR:n saavuttamiseksi pysayttamalla
hoito tai jatkamalla hoitoa." Lisaksi pitkaaikaisissa seurantatutkimuksissa osoitettiin, ettd SVR:n
sailyvyys onnistuneen hoidon ja viruksen tappamisen jalkeen, estdd maksasairauden
etenemisen.™

Suoraan vaikuttavien viruslaakkeiden (Direct-Acting Antiviral, DAA) aikakaudella HCV:n
viruskuormituksenmittaukset tehdaan ennen hoitoa lahtdtilanteen viruskuormituksen
maarittdmiseksi, hoidon aikana hoidonaikaisen vasteen selvittdmiseksi ja hoidon jalkeen
SVR:n (tai relapsin) maarittamiseksi. Lahes kaikki potilaat saavat hoidon aikana DAA-
lddkkeen virusvasteen, jonka maaritellddn olevan analyysin kvantitoinnin alaraja

(Lower Limit of Quantitation, <LLOQ), mita seuraa yli 90 %:n SVR-osuus 12 viikon hoidon
jalkeen useimpien hoito-ohjelmien tapauksessa.®'" HCV:n RNA:n havaitseminen ja kvantitointi
ovat edelleen keskeisessa roolissa HCV:n diagnoosissa seka viruslaakehoitoa saavien
potilaiden hoidossa.

Toimintaperiaate

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysi on nukleiinihappojen monistustesti, jossa kaytetdan
reaaliaikaista transkriptiovalitteistd nukleiinihappojen monistusmenetelméatekniikkaa (TMA)
HCV:n RNA:n havaitsemiseen ja maaralliseen maaritykseen ennen hoitoa. Sen tavoitteena on
auttaa diagnoosin tekemisessa tai maarittaa lahtétilanteen viruskuormitus seka mitata
hoidonaikainen ja -jalkeinen vaste. Analyysi kohdentuu HCV-genomin sailyneeseen
alueeseen ja havaitsee ja kvantitoi genotyypit 1, 2, 3, 4, 5 ja 6. Analyysi on standardoitu
hepatiitti C -viruksen WHO:n toisen kansainvalisen standardin suhteen (NIBSC-asetus
96/798).”

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysissa on kolme paavaihetta, jotka kaikki tehdaan yhdessa
putkessa Panther-jarjestelmassa: kohteen sieppaus, kohteen monistus TMA-tekniikalla ja
monistustuotteiden (amplikoni) havaitseminen fluoresoivasti leimatuilla koettimilla.

Kohteen sieppauksen aikana virus-RNA eristetaan naytteista. Naytettd kasitellaan
puhdistusaineella, jotta viruksen kuori liukenee, proteiinit denaturoituvat ja viruksen genomin
RNA vapautuu. Siepatut oligonukleotidit hybridisoituvat testindytteen HCV:n RNA:n erittin
hyvin sailyneisiin alueisiin (jos sellaisia on). Hybridisoitu kohde sidotaan sen jalkeen
magneettisiin mikrohiukkasiin, jotka erotetaan naytteestd magneettikentdssa. Pesuvaiheissa
ulkoiset ainesosat poistetaan reaktioputkesta.

Kohteen monistus tapahtuu TMA-tekniikalla, joka on transkriptiovalitteinen nukleiinihappojen
monistusmenetelma, jossa kaytetdan kahta entsyymia, Moloneyn hiiren leukemiaviruksen
(MMLV) kaanteistranskriptaasia ja T7-RNA-polymeraasia. Kaanteistranskriptaasia kaytetaan
kohdesekvenssin DNA-kopion (joka sisaltaa promootterisekvenssin T7-RNA-polymeraasia varten)
luomiseen. T7-RNA-polymeraasi tuottaa useita RNA-amplikonin kopioita DNA-kopiotemplaatista.
Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysissa kaytetaan TMA-menetelmaa HCV-genomin S'UTR -
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alueen osan monistamiseen. Tdman alueen monistus tehdaan kayttamalla spesifisia alukkeita,
jotka on suunniteltu monistamaan HCV-genotyypit 1, 2, 3, 4, 5 ja 6.

Havaitseminen tehdaan kayttamalla yksijuosteisia, fluoresoivasti leimattuja nukleiinihappokoettimia,
jotka ovat lasna kohteen monistuksen aikana ja hybridisoituvat spesifisesti amplikoniin
reaaliaikaisesti. Jokaisessa fluoresoivasti leimatussa koettimessa on fluorofori ja sammuttaja.
Kun fluoresoivasti leimattu koetin ei hybridisoidu amplikoniin, sammuttaja on fluoroforin
l&heisyydessa ja estada fluoresenssin. Kun fluoresoivasti leimattu koetin sitoutuu amplikoniin,
sammutin on siirtynyt kauemmas poispain fluoroforista, ja se lahettaa signaalin tietylla
aallonpituudella, kun valonldhde virittda sen. Kun enemman fluoresoivasti leimattuja koettimia
hybridisoituu amplikoniin, ne synnyttavat suuremman fluoresoivan signaalin. Aika, joka
fluoresoivalta signaalilta kuluu tietyn kynnysarvon saavuttamiseen, on suhteessa HCV:n
alkupitoisuuteen. Jokaisessa reaktiossa on mukana sisainen kalibroija / sisdinen verokki
(IC) -aine, joka ilmaisee naytteen kasittelyssa, monistuksessa ja havaitsemissa ilmenevan
vaihtelun. Naytteen pitoisuus maaritetdan Panther-jarjestelmaohjelmistolla kayttamalla kunkin
reaktion HCV- ja IC-signaaleja ja vertaamalla niitd kalibrointitietoihin.

Varoitukset ja varotoimet

A. Epakelpojen tulosten riskin vahentdamiseksi kayttajan on luettava huolella koko
pakkausseloste ja Panther-jérjestelméan kéyttéopas ennen analyysin suorittamista.

Laboratorioon liittyvia seikkoja

B. HUOMIO: Taman analyysin verrokit sisaltavat ihmisen plasmaa. Plasma on negatiivista

&5 hepatiitti B:n pinta-antigeenin (HBsAg), HCV:n vasta-aineiden, HIV-1:n ja HIV-2:n vasta-
aineiden ja HIV-antigeenin suhteen, kun se testataan Yhdysvaltain elintarvike- ja
Iddkehallinnon lisensoitujen testausmenettelyjen mukaisesti. Lisaksi plasma ei reagoi
HCV:n RNA:n ja HIV-1:n RNA:n kanssa, kun se testataan lisensoiduilla nukleiinihappotesteilla
kayttamalla yhdistettyja naytteita. Kaiken ihmisen veresta peraisin olevan materiaalin on
katsottava olevan mahdollisesti infektiovaarallista, ja siksi tallaista materiaalia on
kasiteltava yleisten varotoimien mukaisesti.”""”

C. Taman menetelman saa suorittaa vain henkilostd, joka on saanut riittdvan koulutuksen
Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin kaytosta ja mahdollisesti infektiovaarallisten
materiaalien kasittelysta. Jos tapahtuu vuoto, on suoritettava heti desinfiointi asianmukaisten
tutkimuspaikan menettelyohjeiden mukaisesti.

D. Kayta vain toimitettuja tai maaritettyja kertakayttoisia laboratoriotarvikkeita.

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

F. Tydskentelypinnat, pipetit ja muut laitteet on desinfioitava saanndllisesti 2,5-3,5
-prosenttisella (0,35-0,5 M) natriumhypokloriittiliuoksella.

G. Havita kaikki materiaalit, jotka ovat koskeneet naytteisiin ja reagensseihin, paikallisten ja
kansallisten asetusten mukaisesti.”'*""®* Puhdista ja desinfioi kaikki tydskentelypinnat
huolellisesti.

H. Verrokit sisdltévat natriumatsidia sailéntaaineena. Ala kaytd metalliputkea reagenssin
siirtoon. Jos natriumatsidiyhdisteitd sisaltavat liuokset havitetdan viemaristédn, ne on
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laimennettava ja huuhdeltava runsaalla maarallad juoksevaa vettd. Naitd varotoimia
suositellaan, jottei metalliputkiin kerry jaamia, joista voi kehittya rajahdysvaarallisia.

I.  Molekyylilaboratorioiden hyvat peruskaytanndt sisaltadvat ymparistén valvonnan.
Laboratorion ymparistdn valvontaan suositellaan seuraavaa menettelytapaa:

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

2. Merkitse jokainen SAT-putki asianmukaisesti.
3. Tayta jokainen SAT-putki 1 ml:lla Aptima Specimen Diluent -laimennusainetta.

4. Kostuta vanupuikko kevyesti nukleaasittomalla deionisoidulla vedella pintandytteiden
keruuta varten.

5. Hankaa kohdepinta ylhaalta alaspain suuntautuvalla liikkkeelld. Pyorita puikkoa noin
puoli kierrosta kohdepinnan hankaamisen aikana.

6. Aseta vanupuikkonadyte heti nayteputkeen ja pyoritd vanupuikkoa varoen laimennusaineessa
mahdollisten vanuun tarttuneiden materiaalien saamiseksi pois siitd. Paina
vanupuikko kuljetusputken sivulle, jotta siitd tulee mahdollisimman paljon nestetta.
Heita vanupuikko pois ja sulje putki korkilla.

7. Toista vaiheet jaljelld oleville vanupuikkonaytteille.

8. Testaa vanupuikko molekyylianalyysilla.

Naytteeseen liittyvia seikkoja

J. Naytteet voivat olla tartuntavaarallisia. Kayta yleisia varotoimia™'®" taman analyysin
suorittamisen aikana. Asianmukaiset kasittely- ja havitysmenetelmat on maaritettava
paikallisten asetusten mukaisesti.”® Taman menetelman saa suorittaa vain henkildsto,
joka on saanut riittdvan koulutuksen Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin kaytosta
ja infektiovaarallisten materiaalien kasittelysta.

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

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

Analyysiin liittyvia seikkoja

M. Ala kayta reagenssitarvikesarjaa, kalibroijaa tai verrokkeja niiden viimeisen kayttépaivan
jalkeen.

N. Ala vaihda, sekoita tai yhdista analyysireagensseja tarvikesarjoista, joiden paaeranumerot
eivat ole samoja. Analyysin nesteilla voi olla eri eranumerot. Verrokeilla ja kalibroijalla voi
olla eri eranumerot.

O. Valta mikrobien ja nukleaasien aiheuttamaa reagenssien kontaminaatiota.

Sulje kaikki analyysireagenssit ja sailyta niitd maaritetyissa lampdtiloissa. Vaarin sailytettyjen
analyysireagenssien kayttd voi vaikuttaa analyysin suorittamiseen. Jos haluat lisatietoja,
katso Reagenssien séilytysté ja késittelyd koskevat vaatimukset ja Panther-jérjestelmén
testausmenetelmé.
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Q. Ala yhdistéd mitaan analyysireagensseja tai nesteita ilman erillistd ohjetta. Ala tayta vajaita
reagenssi- tai nestepulloja. Panther-jarjestelmaa varmistaa reagenssien maarat.

R. Jotkin taman tarvikesarjan reagenssit on merkitty vaara- ja turvallisuussymbolein.

Huomautus: Vaarailmoitukset vastaavat EU:n Kkéyttéturvallisuustiedotteiden luokituksia.
Aluekohtaisia vaaraviestintétietoja on kohdan Safety Data Sheet Library
(kayttoturvallisuustiedotekirjasto) aluekohtaisessa kayttoturvallisuustiedotteessa, osoite
www. hologicsds.com.

HCV VL Kit Controls
Natriumatsidi 0,2 %
Human Serum 95-100 %

-~ VAROITUS
N%] H312 — Haitallista joutuessaan iholle
\*/ H412 — Haitallista vesielidille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia
P273 — Valtettdva paastamistd ymparistoon
P280 — Kayta suojakasineitd/suojavaatetusta/silmiensuojainta/kasvonsuojainta

Reagenssien sailytysta ja kasittelya koskevat vaatimukset

A. Seuraavassa taulukossa esitetdan sailytysolosuhteet seka reagenssien, verrokkien ja
kalibroijan stabiilius.

Reagenssi Avaamattomana Avattu tarvikesarja (liuotettu)
sdilytys
Sailytys Stabiilius

qHCV Amplification Reagent 2-8°C
gHCV Amplification Reconstitution Solution 2-8°C 2-8°C 30 paivaa®
qHCV Enzyme Reagent 2-8°C
gHCV Enzyme Reconstitution Solution 2-8°C 2-8°C 30 paivaa®
qHCV Promoter Reagent 2-8°C
gHCV Promoter Reconstitution Solution 2-8°C 2-8°C 30 paivaa®
gHCV Target Capture Reagent 2-8°C 2-8°C 30 paivaa®
qHCV NC CONTROIT - 15— -35°C 15-30 °C Ifertak"ay-ttomen |Qjekt|opullo
(negatiivinen verrokki) kaytettéava 24 tunnin kuluessa
qHC_)V LPC .C.).OINTROL o 15— -35°C 15-30 °C Ifertak..a)(.ttomen |q1ekt|opullo
(heikko positiivinen verrokki) kaytettéava 24 tunnin kuluessa
qH(?V HPC CQNTROL + ' 45— -35°C 15-30 °C Ifertak_gy_ttomen |n_Jekt|opuIIo
(voimakas positiivinen verrokki) kaytettava 24 tunnin kuluessa

Kertakayttdinen injektiopullo
qHCV PCAL (positiivinen kalibroija) -15--35°C 15-30 °C yromen Injextiopu

kaytettdva 24 tunnin kuluessa

* Kun reagenssit poistetaan Panther-jarjestelmasta, ne on palautettava heti asianmukaisiin sailytyslampdétiloihinsa.
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B.

AE.

Havita kaikki kayttamattomat liuotetut reagenssit ja kohteen sieppausreagenssi (Target
Capture Reagent, TCR) 30 paivan kuluttua tai kun paaeran viimeinen kayttépaiva on
umpeutunut, kumpi tapahtuukin ennemmin.

Panther-jarjestelmassa sailytettyjen reagenssien stabiiliusaika on 72 tuntia. Reagenssit
voidaan lisatd Panther-jarjestelmaan enintaan viisi kertdd. Panther-jarjestelma kirjaa lokiin
jokaisen reagenssien lisayskerran.

. Kalibroijan sulattamisen jalkeen liuoksen on oltava kirkasta, eli se ei saa olla utuista eika

siina saa olla sakkaa.

Promootterireagenssi ja liuotettu promootterireagenssi ovat valonarkoja. Suojaa nama
reagenssit valolta sailytyksen ja kayton valmistelun aikana.

Naytteiden keruu ja sailytys

Huomautus: Kaésittele kaikki néytteitd aivan kuin ne siséltaisivat mahdollisesti tartuntavaarallisia
aineita. Kéyté yleisié varotoimia.

Huomautus: Vélta ristikontaminaatiota néytteiden késittelyn aikana. H&vité esim. kéytetyt
materiaalit viemétté niitd avoimien putkien yli.

Huomautus: Vain muovisia toissijaisia putkia suositellaan séilytettdvéksi.

Seuraaviin lasi- tai muoviputkiin kerattyja kokoverinaytteitd voidaan kayttaa:

+ etyleenidiamiinitetraetikkahappoa (EDTA) tai happositraattidekstroosi (ACD) -
antikoagulantteja sisaltavat putket tai

+ plasman valmistusputket (PPT)
* seerumiputket
« seerumin erotusputket (SST).

Anna seerumin hyytyd ennen seerumin lisakasittelya.

A. Naytteenotto

Kokoveri voidaan sailyttda 2—-30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava 6 tunnin kuluessa
naytteenotosta. Erot plasma tai seerumi pelletdidyistd punasoluista kaytettdvan putken
valmistajan ohjeiden mukaisesti. Plasma tai seerumi voidaan testata Panther Systemissa
ensisijaisessa putkessa tai siirtda toissijaiseen putkeen, kuten Aptima-
naytealikvoottiputkeen. 500 ul:n reaktiotilavuuden saamiseksi seerumin tai plasman
vahimmaistilavuus ensisijaisissa keruuputkissa on enintaan 1200 pl ja toissijaisissa
putkissa 700 ul. Seuraavassa taulukossa on eritelty kunkin ensisijaisen ja toissijaisen
putkityypin kuolleen tilavuuden vaatimukset.

Putki (koko ja tyyppi) Kuollut tilavuus Pantherissa
Aptima-naytealikvoottiputki (SAT) 0,2ml
12X 75 mm 0,5 ml
13 x 100 mm 0,5 ml
13 x 100 mm geelin kanssa 0,3 ml
16 x 100 mm geelin kanssa 0,7 ml

Jos plasmaa ja seerumia ei testata heti, niitd voidaan sailyttaa alla esitettyjen ohjeiden
mukaisesti. Mikali plasma tai seerumi siirretdan toissijaiseen putkeen, se voidaan
pakastaa lampétilassa -20 °C. Al tee useampaa kuin kolmea jaadytys-sulatuskasittelya.
Ala jaadyta naytteitda EDTA-, ACD- tai seerumin ensisijaisissa keruuputkissa.
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B. Naytteiden sailytysolosuhteet
1. EDTA- ja ACD-plasmanaytteet

Kokoveri voidaan sailyttdd 2—30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava 6 tunnin kuluessa
naytteenotosta. Plasmaa voidaan sen jalkeen sailyttda jossain seuraavista olosuhteista:

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2-25 °C:ssa enintdan
24 tunnin ajan

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2—-8 °C:ssa enintaan
5 paivan ajan tai
» Toissijaisessa putkessa -20 °C:ssa enintdan 60 paivan ajan.

Kokoveri

30°C
2°c/ﬂ/

Sentrifugoi < 6 tuntia keruun jélkeen

Ensisijainen

/H/ZS °C
2°C

< 24 tuntia

Ensisijainen

/ﬂ/guc
2°C

<5 péivaa

Toissijainen

/H/ZE °C
2°C

< 24 tuntia

Toissijainen

/H/SOC
2°C

<5 péivaa

Toissijainen

/ﬂ/ 16 °C
356 °C

< 60 paivaa

Kuva 1. EDTA- ja ACD-putkien séilytysolosuhteet
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2. PPT-naytteet

Kokoveri voidaan sailyttdd 2—-30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava 6 tunnin kuluessa
naytteenotosta. Plasmaa voidaan sen jalkeen sailyttda jossain seuraavista
olosuhteista:

+ Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2-25 °C:ssa enintdan
24 tunnin ajan

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2—-8 °C:ssa enintaan
5 paivan ajan tai

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa -20 °C:ssa enintaan
60 paivan ajan

Kokoveri

/ﬂ/- 30°C
2°C

Sentrifugoi < 6 tuntia keruun jélkeen

Ensisijainen Ensisijainen Toissijainen Toissijainen ||Ensisijainen
tai toissijainen

szs °c /H/wc szwc J/wc 15 °C
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C /ﬂf

< 24 tuntia < 5 paivaa < 24 tuntia < 5 paivaa < 60 paivaa

Kuva 2. PPT-putkien séilytysolosuhteet

3. Seerumiputkien naytteet

Kokoveri voidaan sailyttdd 2—-30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava 6 tunnin kuluessa
naytteenotosta. Seerumia voidaan sen jalkeen sailyttaa jossain seuraavista
olosuhteista:

+ Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2-30 °C:ssa enintaan
24 tunnin ajan

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2—-8 °C:ssa enintaan
5 paivan ajan tai

» Toissijaisessa putkessa -20 °C:ssa enintdan 60 paivan ajan.

Kokoveri

30°C
2°c-/ﬂf

Sentrifugoi < 6 tuntia keruun jalkeen

Ensisijainen Ensisijainen Toissijainen Toissijainen Toissijainen

J/30°C /H/B"C J/SO“C J/8°C /ﬂ/.wec
2°C 2°C 2°C 2°C -35°C

< 24 tuntia < 5 paivaa < 24 tuntia <5 paivaa < 60 paivaa

Kuva 3. Seerumiputkien séilytysolosuhteet
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4. SST-naytteet

Kokoveri voidaan sailyttdd 2—-30 °C:ssa, ja se on sentrifugoitava 6 tunnin kuluessa
naytteenotosta. Seerumia voidaan sen jalkeen sailyttda jossain seuraavista
olosuhteista:

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2—30 °C:ssa enintdan
24 tunnin ajan

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa 2—-8 °C:ssa enintaan
5 paivan ajan tai

» Ensisijaisessa keruuputkessa tai toissijaisessa putkessa -20 °C:ssa enintaan
60 paivan ajan

Kokoveri

J/ 30°C
2°C

Sentrifugoi < 6 tuntia keruun jalkeen

<

Ensisijainen Ensisijainen Toissijainen Toissijainen || Ensisijainen
tai toissijainen

/H/w"c J/S"C J/so"c J/s“c 15°C
2°C 2°C 2°C 2°C -35 °CJ/

< 24 tuntia <5 paivaa < 24 tuntia <5 paivaa <60 paivaa

Kuva 4. SST-putkien séilytysolosuhteet

C. Pitkaaikainen sailytys jaadytettyna
Plasma- tai seeruminaytteitd voidaan sailyttda -70 °C:ssa enintdan 60 paivan ajan
SAT-putkissa.

D. Plasma- ja seeruminaytteiden laimentaminen

Plasma- ja seeruminaytteet voidaan laimentaa SAT-putkessa tai toissijaisessa putkessa
Panther Systemissa testausta varten. Katso lisatietoja alta kohdasta Panther-jarjestelmén
testausmenetelmé, vaihe E.6.

/N Plasma- ja seeruminéytteiden laimennosta saa kayttda vain kvantitatiivisten tulosten saamista varten.
Alé laimenna plasma- tai seeruminéytteité diagnostisten tulosten saamista varten.

Huomautus: Jos néyte laimennetaan, se on testattava heti laimentamisen jélkeen. Alé jaédyté
laimennettua néytetta.

Panther-jarjestelmassa sailytetyt reagenssit

Naytteet voidaan jattaa Panther-jarjestelmaan ilman korkkia enintdadn 8 tunnin ajaksi. Naytteet
voidaan poistaa Panther-jarjestelmasta ja testata, kunhan kokonaissailytysaika jarjestelmassa
ei ylitd 8 tuntia, ennen kuin Panther-jarjestelma pipetoi naytteen.

Naytteen kuljetus
Pida naytteen sailytysolosuhteet kohdassa Naéytteiden keruu ja séilytys kuvatunlaisina.

Huomautus: Néytteet on kuljetettava soveltuvien kansallisten, kansainvélisten ja alueellisten
kuljetussdénndésten mukaisesti.
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Panther-jarjestelma

Panther-jarjestelma

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin reagenssit luetellaan alla Panther-jarjestelmaa
varten. Reagenssin yksildintimerkinnat luetellaan myos reagenssin nimen vieressa.

Toimitetut reagenssit ja materiaalit

Huomautus: jos haluat tietoja kaikista vaara- ja varotoimilausekkeista, jotka saattavat
liittya reagensseihin, tutustu kayttéturvallisuustiedotekirjastoon verkko-osoitteessa
www. hologic.com/sds.

Aptima HCV Quant Dx Assay Kit -tarvikesarja, 100 testia, tuotenro PRD—-03506
(1 analyysilaatikko, 1 kalibroijatarvikesarja ja 1 verrokkitarvikesarja)
Kalibroijat ja verrokit voidaan tilata erikseen. Katso alla olevat vastaavat tuotenumerot.

Aptima HCV Quant Dx Assay -laatikko
(séilytd 2—8 °C:ssa vastaanoton jalkeen)

Merkintd Ainesosa Maara
A gHCV Amplification Reagent N
.. , e .. ] . 1 injektiopullo
Ei-infektoivat nukleiinihapot puskuriliuokseen Kkuivattuina.
E qHCV Enzyme Reagent
Kéénteistranskriptaasi ja RNA-polymeraasi kuivattuina HEPES- 1 injektiopullo
puskuroidussa liuoksessa.
PRO qHCV Promoter Reagent N
.. . s .. . . 1 injektiopullo
Ei-infektoivat nukleiinihapot puskuriliuokseen Kuivattuina.
AR qHCV Ampilification Reconstitution Solution 1x72ml
Vesiliuos, joka siséltéda glyserolia ja séilbntdaineita. ’
ER qHCV Enzyme Reconstitution Solution 1 %58 mi
HEPES-puskuroitu liuos, joka siséltdé pinta-aktiivista ainetta ja glyserolia. '
PROR qHCV Promoter Reconstitution Solution 1 x45ml
Vesiliuos, joka siséltéda glyserolia ja séilbntdaineita. ’
TCR gqHCV Target Capture Reagent
Nukleiinihapot puskuroidussa suolaliuoksessa, joka siséltaa kiintedn 1x72,0 ml
faasin ei-infektoivia nukleiinihappoja ja siséista kalibroijaa.
Liuotuskaulukset 3
Paaeran viivakoodiarkki 1 arkki
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Aptima HCV Quant Dx Calibrator Kit (tuotenro PRD—-03507)
(sailyta -15 — -35 °C:ssa vastaanoton jalkeen)

Merkinta Ainesosa Maara
PCAL qHCV Positive Calibrator 5y 25 ml
Transkripti puskuroidussa liuoksessa. ’
Kalibroijan viivakooditarra -
Aptima HCV Quant Dx Controls Kit (tuotenro PRD—-03508)
(sailyta -15 — -35 °C:ssa vastaanoton jalkeen)
Merkinta Ainesosa Maara

NC qHCV Negative Control
HCV-negatiivinen defibrinoitu ihmisen plasma, joka siséltéé 5x0,8ml
gentamysiinié ja 0,2-prosenttista natriumatsidia séiléntaaineina.

qHCV Low Positive Control
LPC Ei-infektoiva HCV:n Armored RNA defibrinoidussa ihmisen

5x0,8ml

plasmassa, joka siséltaa gentamysiiniéa ja 0,2-prosenttista xnem
natriumatsidia séilbéntéaineina.
qHCV High Positive Control

HPC Ei-infektoiva HCV:n Armored RNA defibrinoidussa ihmisen 508 ml

plasmassa, joka siséltéa gentamysiinia ja 0,2-prosenttista
natriumatsidia séilbéntaaineina.

Verrokin viivakooditarra -
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Materiaalit, jotka tarvitaan mutta jotka ovat saatavissa erikseen

Huomautus: Hologilta saatavissa oleville materiaaleille on annettu tuotenumerot, ellei toisin
ole méaritetty.

Materiaali Tuotenro

Panther-jarjestelma -
Panther Run Kit for Real Time Assay -analyysit (vain reaaliaikaiset PRD-03455 (5 000 testia)
analyysit)

Aptima Assay Fluids Kit (tunnetaan myGs nimelléd Universal Fluids Kit) 303014 (1 000 testiad)
siséltda Aptima Wash Solution -pesuliuosta, Aptima Buffer for Deactivation
Fluid -puskuria ja Aptima Oil Reagent -6ljyreagenssia

Moniputkiyksikot 104772-02
Panther-jatepussipakkaus 902731
Panther-jateastian kansi 504405

Vaihtoehtoisesti Panther Run Kit for Real Time Assays -tarvikesarja 303096 (5 000 testia)
(kun ajetaan ei-reaaliaikaisia TMA-analyysejé rinnan reaaliaikaisten TMA-
analyysien kanssa) siséltdd moniputkiyksikoita, jatepusseja, jateastian
kansia, automaattisen havaitsemisen ja analyysinesteité

Karjet, 1 000 yl, johtava, nesteen tunnistava 10612513 (Tecan)
Valkaisuaine, 5-7-prosenttinen (0,7—-1,0 M) natriumhypokloriittiliuos -

Kertakayttdiset, jauheettomat kasineet -

Vaihdettavat korkit, joita ei voi l1apaista 103036A

Reagenssin vaihtokorkit

Monistus-, entsyymi-, promootterireagenssien
liuotuspullot CL0041 (100 korkkia)
TCR-pullo CL0040 (100 korkkia)

Muovitaustaiset laboratoriopdydan suojukset -
Nukkaamattomat liinat -
Pipetoija -
Karjet -

Ensisijaisen kerdysputken vaihtoehdot:
13 mm x 100 mm -
13 mm x 75 mm -
16 mm x 100 mm -

Sentrifugi -

Vortex-sekoitin —
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Valinnaiset materiaalit

Materiaali Tuotenro

Toissijaisen putken vaihtoehdot:
12 mm x 75 mm -
13 mm x 100 mm -

16 mm x 100 mm

Aptima-néytealikvoottiputket (Specimen Aliquot Tubes, SAT:t) (100 kpl) 503762
Kuljetusputken korkki (100 kpl:n pakkaus) 504415
korkki SAT-putkea varten
Aptima Specimen Diluent -laimennin PRD-03003
Aptima Specimen Diluent Kit PRD-03478

siséltéad néytteen laimennusaineen, 100 SAT-putkea ja 100 korkkia

Siirtopipetit -

Kaupallisesti saatavissa olevat testisarjat, esim. -
HCV, joka on saatu Quality Control for Molecular Diagnosticsilta (QCMD),

tai SeraCare ACCURUN -HCV-testisarjat

Vanukarkiset puikot -

Putkiravistelija -

Panther-jarjestelman testausmenetelma

Huomautus: Katso tarkemmat tiedot menetelméstéd Panther-jarjestelmén kéyttboppaasta.

A. Tyo6skentelyalueen valmistelu

1.

2.

3.

Puhdista tydskentelypinnat, joissa reagenssit valmistetaan. Pyyhi tyéskentelypinnat
2,5-3,5-prosenttisella (0,35-0,5 M) natriumhypokloriittiliuoksella. Anna
natriumhypokloriittiliuoksen koskea pintoihin vahintddn 1 minuutin ajan ja tee sitten
huuhtelu deionisoidulla vedella. Ala anna natriumhypokloriittiliuoksen kuivua. Peita
poytapinta puhtailla, muovitaustaisilla imukykyisilla tyopdytapeitteilla.

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

Puhdista pipetoijat. Kayta edelld kuvattua puhdistusmenettelya (vaihe A.1).

B. Kalibroijan ja verrokkien valmistus

Anna kalibroijan ja verrokkien lampdtilan nousta 15-30 °C:seen ennen kasittelya
toimimalla seuraavasti:

1.

Poista kalibroija ja verrokit sailytyksesta (-15 — -35 °C) ja tuo ne 15-30 °C:n
lampdotilaan. Kaanna jokaista putkea koko sulatusprosessin ajan, jotta ne sekoittuvat
kunnolla. Varmista, etta putken sisaltdé sulaa kokonaan ennen kayttoa.

Vaihtoehto: Kalibroija- ja verrokkiputket voidaan asettaa putkiravistelijaan, jossa ne
sekoitetaan kunnolla. Varmista, etta putken sisaltd sulaa kokonaan ennen kayttoa.

Huomautus: Vélta liian voimakasta vaahdonkehitysté kdéntdessési kalibroijaa ja
verrokkeja. Vaahto estdéd Panther-jarjestelmén pinnantason havainnoinnin toiminnan.
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2. Kun putken sisaltd on sulanut, kuivaa putken ulkopinta puhtaalla, kuivalla, kertakayttoisella
pyyhkeella.

3. Al4 avaa putkia téssé vaiheessa, jotteivat ne kontaminoidu.

C. Reagenssin liuotus / uuden tarvikesarjan valmistus

Huomautus: reagenssien liuotus on tehtdvd ennen minkdan téiden aloittamista Panther-
jérjestelmélle.

1. Toimi seuraavasti Target Capture Reagent (TCR) -reagenssin suorittamista varten:
a. Poista TCR sailytyksesta (2—8 °C). Tarkista TCR-pullon erdnumero ja varmista,
ettd se vastaa paaeran viivakoodiarkin erdanumeroa.

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

Vaihtoehto: TCR-pullo voidaan valmistella putkiravistelijassa seuraavien ohjeiden
mukaisesti: Poista TCR sailytyksesta (2-8 °C) ja ravistele sitd heti voimakkaasti
10 kertaa. Aseta TCR-pullo putkiravistelijaan ja jata TCR 15-30 °C:seen lampenemaan
vahintdan 45 minuutin ajaksi.

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

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

a. Poista kylmakuivatut reagenssit ja vastaavat liuotusliuokset sailytyksesta (2—-8 °C).
Kayta jokaista liuotusliuosta kylmakuivatun reagenssinsa kanssa.

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

i. Avaa kylmakuivattu reagenssipullo poistamalla metallitiiviste ja kumitulppa.
ii. Aseta liuotuskauluksen (musta) urallinen paa injektiopulloon (Kuva 5, vaihe 1).

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

iv. Aseta liuotusliuospullo vakaalle pinnalle (eli poydalle). K&danna sen jalkeen
kylmakuivattua reagenssia sisaltava pullo liuotusliuospullon paalle ja kiinnita
kaulus lujasti liuotusliuospulloon (Kuva 5, vaihe 2).

v. Kéaanna kootut pullot hitaasti (injektiopullo kiinnitettyna liuospulloon), jotta liuos
paasee valumaan lasiseen injektiopulloon (Kuva 5, vaihe 3).

vi. Ota kootut pullot ja ravistele koottuja pulloja vahintdan 10 sekunnin ajan
(Kuva 5, vaihe 4).

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

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

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

d. Ota liuotuskaulus ja lasinen injektiopullo varovasti pois (Kuva 5, vaihe 6).
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e. Laita korkki takaisin pulloon. Merkitse kayttajan alkukirjaimet ja liuotuspaiva
tarraan (Kuva 5, vaihe 7).

f. Havita liuotuskaulus ja lasinen injektiopullo (Kuva 5, vaihe 8).

Varoitus: Vélta liian voimakasta vaahdonkehitysta liuottaessasi reagensseja. Vaahto
estdad Panther-jarjestelmén pinnantason havainnoinnin toiminnan.

H’1 m “\3 . "\/4 ™~

7

Kuva 5. Reagenssin liuotusprosessi

D. Reagenssin valmistus aiemmin valmistettuja reagensseja varten

1.
2.

3.

Ota aiemmin valmistetut reagenssit pois sailytyksesta (2—-8 °C).

Ennalta valmistettujen monistus-, entsyymi-, promootteri- ja TCR-reagenssien
[@Bmpdtilan on noustava 15-30 °C:seen ennen analyysin aloittamista.

Ennalta valmistetun TCR:n tapauksessa suorita edelld kuvattu vaihe C.1 ennen
jarjestelmaan lisdamista.

Sekoita ja kaantele monistus-, entsyymi-, promootteri- ja TCR-reagensseja, jotta ne
sekoittuvat kunnolla, ennen kuin lisdat ne jarjestelmaan. Valta lilan voimakasta
vaahdonkehitystd kdannellessasi reagensseja.

Ala tayta vajaita reagenssipulloja. Panther System -jarjestelma tunnistaa ja hylkaa
lian taydet pullot.

E. Naytteiden kasittely

1.

Varmista, etta ensisijaisissa putkissa prosessoidut naytteet tai toissijaisissa putkissa
olevat laimentamattomat naytteet on sailytetty asianmukaisesti kohdan Naytteiden
keruu ja sailytys sivulla 7 ohjeiden mukaan.

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

Anna naytteiden lampétilan nousta 15-30 °C:seen ennen kasittelyd. Katso kohdasta
Panther-jarjestelméssa séilytetyt reagenssit lisatietoja jarjestelmassa sailytyksesta.
Varmista, ettd kussakin ensisijaisessa kerdaysputkessa on enintdan 1200 pl naytetta
tai kussakin SAT:ssa vahintdan 700 pl naytettd. Kohdan Né&ytteenotto sivulla 7
taulukossa on eritelty kunkin ensisijaisen ja toissijaisen putkityypin kuolleen tilavuuden
vaatimukset. Jos naytteen laimennus on tarpeen, katso lisétietoja alta vaiheesta E.6.
Sentrifugoi jokaista naytetta 1 000—3 000 g:n kiihtyvyydelld 10 minuutin ajan juuri
ennen naytteiden asettamista naytetelineeseen. Al3 poista korkkeja. Putkessa olevat
kuplat estavat Panther Systemin pinnantason havainnoinnin toiminnan.
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Katso alta kohdasta Jérjestelmén valmistelu, vaihe F.2 lisatietoja telineeseen asettamisesta
ja korkkien poistamisesta.

6. Laimenna plasma- tai seerumindyte 1:3 SAT:ssa tai 1:100 toissijaisessa putkessa.
Nayte voidaan laimentaa toissijaisessa putkessa testattavaksi Panther Systemissa.

/\ Naytteiden laimennosta saa kayttaa vain kvantitatiivisten tulosten saamista varten. Ala
laimenna naytteitd diagnostisten tulosten saamista varten.

Huomautus: Jos néyte laimennetaan, se on testattava heti laimentamisen jélkeen.
a. Pienien naytteiden laimentaminen

Naytteiden tilavuus voidaan kasvattaa pienimpaan sallittuun tilavuuteen (700 pl)
Aptima Specimen Diluent -laimentimella. Naytteet, joiden tilavuus on vahintaan
240 ul, voidaan laimentaa kahteen osaan naytteen laimenninta (1:3) seuraavasti:

i. Aseta 240 yl naytettd SAT-putkeen.

ii. Lisaa 480 pl Aptima-naytteenlaimenninta.

ii. Sulje putki korkilla.

iv. Kaantele putkea kevyesti viisi kertaa, jotta se sekoittuu.

Suhteessa 1:3 laimennetut naytteet voidaan testata kayttamalla Panther-jarjestelman
1:3-asetusta (katso tarkempia tietoja Panther-jérjestelméan kéyttboppaasta). Ohjelmisto
ilmoittaa automaattisesti sekoittamattoman tuloksen laimennuskerrointa kayttamalla.
Nama naytteet merkitaan laimennetuiksi naytteiksi.

b. Vakevien naytteiden laimentaminen

Jos naytteen tulos ylittdd kvantitoinnin ylarajan, se voidaan laimentaa 99 osaan
Aptima Specimen Diluent -laimenninta (1:100) seuraavasti:

i. Aseta 30 yl naytettd SAT-putkeen tai toissijaiseen putkeen.
ii. Lisda 2970 ul Aptima-naytteenlaimenninta.

iii. Sulje putki korkilla.

iv. Kaantele putkea kevyesti viisi kertaa, jotta se sekoittuu.

Suhteessa 1:100 laimennetut naytteet voidaan testata kayttamalla Panther-jarjestelman
1:100-asetusta (katso tarkempia tietoja Panther-jarjestelmén kéyttboppaasta).
Ohjelmisto ilmoittaa automaattisesti sekoittamattoman tuloksen laimennuskerrointa
kayttamalla. Nama naytteet merkitdan laimennetuiksi naytteiksi.

Huomautus: Laimennetuille néytteille, joiden sekoittamattomat pitoisuudet ylittavéat
ULOQ-arvon, tulokset ilmoitetaan tieteellista viittausta kadyttamalla.

F. Jarjestelman valmistelu

1. Valmistele jarjestelma Panther-jarjestelmén kéyttéoppaan ja kohdan Menetelméaéa
koskevia huomautuksia ohjeiden mukaisesti. Varmista, ettd kaytetyt reagenssitelineet
ja TCR-sovittimet ovat sopivankokoisia.

2. Lisaa naytteet naytetelineeseen. Suorita seuraavat vaiheet jokaiselle nayteputkelle
(nayte ja tarvittaessa kalibroija ja verrokit):

a. Avaa yhden nayteputken korkki, mutta ala ota sita viela pois.

Huomautus: Ole erityisen varovainen, jottei aerosolien levidminen aiheuta
kontaminaatiota. Avaa néytteiden korkit varovasti.

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

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

e. Kayta tarvittaessa uutta, kertakayttoista siirtopipettia mahdollisten kuplien tai vaahdon
poistamiseen.

f.  Kun viimeinen korkki on poistettu, aseta nayteteline naytelokeroon.

Huomautus: Jos ajat samaan aikaan muita analyyseja ja naytetyyppejé, kiinnita
néytteenpidin ennen néytetelineen asettamista néytelokeroon.

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

Menetelmaa koskevia huomautuksia
A. Kalibroija ja verrokit

1. qHCV-positiivinen kalibroijan, gHCV:n alarajan positiivisen verrokin, gHCV:n ylarajan
positiivisen verrokin ja qHCV-negatiivisten verrokkien putket voidaan asettaa mihin
tahansa paikkaan naytetelineeseen ja mille tahansa Panther-jarjestelman naytelokeron
kaistalle. Naytteiden pipetointi aloitetaan, kun toinen seuraavista kahdesta ehdosta on
taytetty:

a. Kalibroija ja verrokit ovat talla hetkelld jarjestelman kasiteltavina.
b. Kalibroijan ja verrokkien kelvolliset tulokset rekisterdidaan jarjestelmaan.

2. Kun kalibroija- ja verrokkiputket on pipetoitu ja niitd kasitelldan Aptima HCV Quant Dx
Assay -analyysireagenssisarjan kanssa, naytteet voidaan testata asiaankuuluvien,
liuotettujen tarvikesarjojen kanssa enintaan 24 tunnin ajan, jos

a. kalibroijan tulos tai verrokkitulokset eivat ole virheellisia
b. asiaankuuluvaa analyysireagenssisarjaa ei ole poistettu jarjestelmasta
c. asiaankuuluvan analyysireagenssisarjan sailyvyysaika ei ole ylittynyt.
3. Kalibroija- ja jokaista verrokkiputkea voidaan kayttaa vain kerran. Jos putkea yritetdan
kayttdad useammin kuin kerran, kasittelyssa voi tapahtua virhe.
B. Kéasineiden jauhe

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

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

Analyysin kalibrointi

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

Kasittelyn aikana Panther-jarjestelman ohjelmisto tarkistaa automaattisesti kalibroijan
hyvaksyntaehdot. Jos alle kaksi kalibroijan ajoista on kelvollisia, ohjelmisto hylkaa ajon
automaattisesti. Virheelliseksi maaritetyn ajon naytteet on testattava uudelleen kayttamalla
juuri valmistettua kalibroijaa ja juuri valmistettuja verrokkeja.

Negatiiviset ja positiiviset verrokit

Analyysin verrokkien sarja on testattava, jotta voidaan saada kelvollisia tuloksia. Negatiivisen
verrokin, alarajan positiivisen verrokin ja ylarajan positiivisen verrokin yksi ajo on testattava
joka kerta, kun reagenssisarja asetetaan Panther-jarjestelmaan. Kun testaus on tehty,
verrokkeja voi kayttéa enintdan 24 tunnin ajan. Panther-jarjestelman ohjelmisto kertoo
kayttajalle, milloin verrokkeja tarvitaan.

Kasittelyn aikana Panther-jarjestelman ohjelmisto tarkistaa automaattisesti verrokkien
hyvaksyntaehdot. Jotta tuloksista tulee kelvollisia, negatiivisen verrokin on annettava

"Ei havaittu” -tulos ja positiivisen verrokin tuloksen on oltava ennalta maaritettyjen
parametrien rajoissa. Jos jokin verrokeista saa epakelvon tuloksen, ohjelmisto hylkda ajon
automaattisesti. Virheelliseksi maaritetyn ajon naytteet on testattava uudelleen kayttamalla
juuri valmistettua kalibroijaa ja juuri valmistettuja verrokkeja.

Sisdinen kalibroija / sisdinen verrokki

Jokainen nayte sisaltaa sisaista kalibroijaa / sisaista verrokkia (IC). Kasittelyn aikana
Panther-jarjestelman ohjelmisto tarkistaa automaattisesti IC-hyvaksyntaehdot. Jos 1C-tulos on
epakelpo, naytteen tulos hylatdan. Jokainen epakelvon IC-tuloksen saanut ndyte on
testattava uudelleen, jotta sille saadaan kelvollinen tulos.

Panther-jarjestelman ohjelmisto on suunniteltu tarkistamaan tarkasti prosessit, kun menetelmat
tehdaan tassa pakkausselosteessa ja Panther-jéarjestelmén kéyttboppaassa olevien ohjeiden
mukaisesti.
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Tulosten tulkitseminen

Panther-jarjestelma maarittdd automaattisesti HCV:n RNA-pitoisuuden naytteista ja
verrokeista vertaamalla tuloksia kalibrointikayraan. HCV:n RNA-pitoisuudet ilmoitetaan
yksikbissa IU/ml ja log,o IU/ml. Tulosten tulkinta esitetdan kohdassa Taulukko 1. Jos
laimennetuille naytteille kaytetdan 1:3- tai 1:100-laimennosta, Panther-jarjestelma laskee
automaattisesti HCV-pitoisuuden sekoittamattomalle naytteelle kertomalla pitoisuustulokset
laimennuskertoimella.

Huomautus: Laimennettujen néytteiden tapauksessa "Ei havaittu™ tai "< 10 havaittu” -ilmoitus
voi aiheutua laimennettaessa néyte, jonka pitoisuus on yli mutta silti 1dhelld LOD
(havaitsemisraja)- tai LLOQ (kvantitoinnin alaraja) -raja-arvoja. On suositeltavaa kerété ja
testata toinen sekoittaman néyte, jos kvantitatiivista tulosta ei saada.

Panther-jarjestelma ei anna kvalitatiivista tulosta (eli "Reaktiivinen” tai "Ei-reaktiivinen”)
diagnostista kaytt6a varten. Kayttajan on tulkittava ilmoitettu HCV:n RNA-pitoisuus
kvalitatiiviseksi tulokseksi (Taulukko 1). Nayteet, joiden tuloksena mainitaan "Ei havaittu”,
eivat reagoi HCV:n RNA:n suhteen. Naytteet, joiden tulokseksi on ilmoitettu "< 10 havaittu”
tuloksen ollessa lineaarisella alueella, ja > 100 000 000 (kvantitoinnin ylaraja) -tulos ilmaisevat,
ettd HCV:n RNA:ta havaittiin ja ettd naytteet reagoivat HCV:n RNA:n suhteen.

Taulukko 1: Tuloksen tulkitseminen

limoitettu Aptima HCV Quant Kayttajan diagnostinen
Dx Assay -analyysin tulos HCV:n RNA-pitoisuuden kvalitatiivinen tulkitseminen®
IU/ml Log,g-arvo® tulkitseminen
Ei havaittu Ei havaittu HCV:n RNA:ta ei havaittu. Ei-reaktiivinen HCV:n RNA:n suhteen
< 10 havaittu <1,00 HCV:n RNA havaitaan, mutta sen gy tivinen HCV:n RNA:N suhteen

pitoisuus on alle LLOQ:n

HCV:n RNA:n pitoisuus on lineaarisella

10-100 000 000 1,00-8,00 alueella 10100 000 000 1U/ml Reaktiivinen HCV:n RNA:n suhteen

> 100 000 000 > 8,00 HCV:n RNA:n pitoisuus on yli ULOQ:n Reaktiivinen HCV:n RNA:n suhteen

Tuloksen muodostuksessa tapahtui

virhe. Nayte on testattava uudelleen Epakelpo

Epakelpo® Epakelpo®

? Diagnostinen tulkinta voidaan tehda joko seerumi- tai plasmanaytteista, joita ei ole laimennettu.
® Arvo typistetdan kahteen desimaalipilkkuun.
° Epéakelvot tulokset naytetdan sinisella kirjasinlajilla.

Rajoitukset

A. Tata analyysia saavat kayttaa vain toimenpiteen suorittamisesta opastusta saaneet henkil6t.
Tassa pakkausselosteessa annettujen ohjeiden noudattamattomuus saattaa aiheuttaa
virheellisia tuloksia.

B. Luotettavat tulokset maaraytyvat riittdvan naytteen keruun, kuljetuksen, sailytyksen ja
kasittelyn mukaan.
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Suorituskyky

Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD) kaytettaessa WHO:n 2. kansainvalista
standardia

Analyysin havaitsemisraja maaritetaan siksi HCV:n RNA-pitoisuudeksi, joka havaitaan 95 %:n
tai suuremmalla todennakaoisyydella CLSI EP17-A2:n mukaisesti."

LOD maaritettiin testaamalla WHO:n toisen kansainvalisen hepatiitti C -viruksen RNA:n
standardin (NIBSC 96/798 -genotyyppi 1) testisarjat laimennettuina HCV-negatiiviseen
ihmisen plasmaan ja seerumiin. Jokaiselle laimennokselle testattiin 36 replikaattia jokaisella
kolmesta reagenssierasta, jolloin saatiin vahintaan 108 replikaattia laimennosta kohti.
Probittianalyysi suoritettiin ennakoitujen havaitsemisrajojen luomiseksi. Kohdassa Taulukko 2
esitetyt LOD-arvot ovat tuloksia reagenssierasta, jolla on korkein ennakoitu havaitsemisraja.
Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin LOD WHO:n toisen kansainvalisen standardin
mukaisesti maaritettyna on 4,3 IU/ml plasman osalta ja 3,9 IlU/ml seerumin osalta.

Taulukko 2: Havaitsemisraja kdytettdessd WHO:n 2. kansainvélista standardia

Pitoisuus (IU/ml)
Ennakoitu havaitsemisraja

Plasma Seerumi
10 % 0,3 0,3
20 % 04 0,5
30 % 0,5 0,6
40 % 0,7 0,8
50 % 0,9 1,0
60 % 1,1 1,2
70 % 1,5 1,5
80 % 2,0 2,0
90 % 3,0 2,9
95 % 4,3 3,9
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Havaitsemisraja HCV-genotyyppien kesken

Havaitsemisraja (Limit of Detection, LOD) maaritettiin testaamalla HCV-positiivisten kliinisten
naytteiden laimennokset genotyypeille 1, 2, 3, 4, 5 ja 6 HCV-negatiivisessa ihmisen plasmasta
ja seerumista. Pitoisuudet maaritettiin kayttamalla CE-merkittya vertailuanalyysia. Jokaiselle
testisarjan jasenelle testattiin vahintaan 20 replikaattia jokaisella kolmesta reagenssierasta,
jolloin saatiin vahintaan 60 replikaattia testisarjan jasenta kohti. Probittianalyysi suoritettiin

50 %:n ja 95 %:n ennakoitujen havaitsemisrajojen luomiseksi. Kohdassa Taulukko 3 esitetyt
LOD-arvot ovat tuloksia reagenssierasta, jolla on korkein ennakoitu havaitsemisraja.

Taulukko 3: Havaitsemisraja HCV-genotyyppien kesken kéytettdesséa kliinisié néaytteitéa

Genotyyppi Ennakoitu Pitoisuus (IU/ml) -
havaitsemisraja Plasma Seerumi
1 50 % 08 13
95 % 3.8 51
2 50 % 10 11
95 % 2.8 40
50 % 1,1 1.0
’ 95 % 43 34
4 50 % 13 0.7
95 % 4.8 23
50 % 0,8 09
° 95 % 2.1 3.2
50 % 0,6 0.9
° 95 % 3.9 3.9
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Lineaarinen alue

Lineaarinen alue maaritettiin testaamalla testisarjat, jotka koostuivat HCV Armored RNA:sta
laimennettuna HCV-negatiiviseen ihmisen plasmaan ja seerumiin CLSI EP06-A:n mukaisesti.
Testisarjojen pitoisuusalue oli 1,0-8,2 log IU/ml. Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysi
osoittautui lineaariseksi testatulla alueella, ja sen kvantitoinnin ylaraja (Upper Limit of
Quantitation, ULOQ) oli 8,0 log IU/ml, kuten kohdasta Kuva 6 nahdaan.

10,00

A

o

400 y\ Plasma R?=0,9984
“ o Seerumi R2 =0,9985

3,00 &

Aptima HCV Quant Dx Assay (log 1U/ml)
D}

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00
Tavoitepitoisuus (log IU/ml)

Kuva 6. Lineaarisuus plasmassa ja seerumissa
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Lineaarisuus HCV-genotyyppien kesken

Lineaarinen vaste genotyypeille 1, 2, 3, 4, 5 ja 6 vahvistettiin testaamalla testisarjat, joissa oli
HCV-transkriptia laimennettuna puskuriin pitoisuuksilla 1,36 log lU/ml - 7,36 log IU/ml. Testaus
suoritettiin kolmella Panther-jarjestelmalla kayttamalla kolmea reagenssieraa. Lineaarisuus

osoitettiin testatulla alueella kaikille testatuille genotyypeille, kuten kohdasta Kuva 7 nahdaan.
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Kuva 7. Lineaarisuus HCV-genotyyppien 1-6 kesken

Kvantitoinnin alaraja (Lower Limit of Quantitation) kaytettaessa WHO:n
2. kansainvalista standardia

Kvantitoinnin alaraja (LLOQ) maaritetdan alimmaksi pitoisuudeksi, jolla HCV:n RNA kvantitoidaan
luotettavasti kokonaisvirheen rajoissa CLSI EP17-A2:n mukaisesti.” Kokonaisvirhe arvioitiin
kahdella menetelmalla: Analyysin kokonaisvirhe (Total Analytical Error, TAE) = poikkeama +
2 keskihajontaa; ja kokonaisvirhe (Total Error, TE) = nelidjuuri(2) x 2 keskihajontaa. Mittausten
tarkkuuden ja tdsmallisyyden varmistamista varten Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin
kokonaisvirheeksi maaritettiin 1 log IlU/ml (eli LLOQ-rajalla kahden mittauksen valinen ero, joka on
yli 1 log IU/ml, on tilastollisesti merkitseva).
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LLOQ maaritettiin testaamalla WHO:n toisen kansainvalisen hepatiitti C -viruksen RNA:n
standardin (NIBSC 96/798 -genotyyppi 1) testisarjat laimennettuina HCV-negatiiviseen ihmisen
plasmaan ja seerumiin. Jokaiselle laimennokselle testattiin 36 replikaattia jokaisella kolmesta
reagenssierasta, jolloin saatiin vahintdan 108 replikaattia laimennosta kohti. Reagenssieran,
jonka pitoisuus on suurin ja on yhta suuri tai suurempi kuin havaitsemisraja (LOD) ja joka
tayttda TE- ja TAE-vaatimukset, tulokset esitetdan kohdassa Taulukko 4 plasmalle ja
kohdassa Taulukko 5 seerumille. WHO:n toisen kansainvalisen standardin mukaisesti
maaritetty LLOQ on 7 IU/ml (0,82 log IU/ml) plasmalle ja 9 IU/ml (0,93 log IU/ml) seerumille,
kuten kohtaan Taulukko 6 on koottu. LLOQ maaritettiin genotyyppien kesken (ks. seuraava
osa, "Kvantitoinnin alarajan (LLOQ) maaritys HCV-genotyyppien kesken”). Nama
genotyyppitiedot maarittavat analyysin kokonais-LLOQ:ksi 10 1U/ml.

Taulukko 4: LLOQ kéytettdessd WHO:n 2. kansainvélisté standardia plasmaan laimennetulle HCV:lle

Reagenssieré Tavoitepitoisuus  Tavoitepitoisuus A(gt:.:.:t ';gv SD |Poikkeama] Laskettu TE Laskettu TAE
(IU/ml) (log IU/ml) (log IU/mI) (log IU/ml)  (log IU/mI) (log IU/ml) (log 1U/mI)
3 0,48 0,53 0,30 0,05 0,85 0,65
1 6 0,78 0,73 0,31 -0,04 0,88 0,67
8 0,90 1,08 0,23 0,18 0,65 0,64
3 0,48 0,37 0,32 -0,11 0,92 0,75
2 6 0,78 0,82 0,27 0,04 0,78 0,59
8 0,90 0,96 0,26 0,06 0,74 0,58
3 0,48 0,46 0,25 -0,01 0,71 0,52
3 6 0,78 0,76 0,34 -0,02 0,95 0,69
8 0,90 0,89 0,26 -0,01 0,73 0,53

SD = keskihajonta

Taulukko 5: LLOQ kéytettdessd WHO:n 2. kansainvélisté standardia seerumiin laimennetulle HCV:lle

Aptima HCV

Tavoitepitoisuus Tavoitepitoisuus SD Poikkeama  Laskettu TE Laskettu TAE
Reagenssiera s
(IU/ml) (log IU/mI) (log IU/ml) (log lU/ml)  (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/ml)
3 0,48 0,65 0,33 0,17 0,94 0,84
1 6 0,78 0,93 0,32 0,15 0,90 0,79
8 0,90 1,08 0,28 0,18 0,80 0,74
3 0,48 0,52 0,36 0,04 1,02 0,76
2 6 0,78 0,89 0,32 0,11 0,90 0,75
8 0,90 1,01 0,21 0,11 0,60 0,53
3 0,48 0,47 0,39 -0,01 1,11 0,79
3 6 0,78 0,71 0,30 -0,06 0,86 0,67
8 0,90 0,95 0,29 0,05 0,83 0,63

SD = keskihajonta
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Taulukko 6: LLOQ-arvojen yhteenveto kdytettdessd WHO:n 2. kansainvélistd standardia HCV:lle

Plasman LLOQ Seerumin LLOQ
Reagenssiera

(log lU/mI)  (WU/ml)  (log IU/ml)  (IU/ml)

1 0,73 5 0,93 9
2 0,82 7 0,89 8
3 0,76 6 0,71 5

Kvantitoinnin alarajan (LLOQ) maaritys HCV-genotyyppien kesken

Kvantitoinnin alaraja (Lower Limit of Quantitation, LLOQ) maaritettiin testaamalla HCV-
positiivisten kliinisten naytteiden laimennokset genotyypeille 1, 2, 3, 4, 5 ja 6 HCV-
negatiivisessa ihmisenplasmasta ja seerumista. Kliinisten naytteiden pitoisuuden maaritys
tehtiin kayttamalla CE-merkittya vertailuanalyysia. Jokaiselle testisarjan jasenelle testattiin
vahintaan 36 replikaattia jokaisella kolmesta reagenssierasta, jolloin saatiin vahintaan

108 replikaattia testisarjan jasenta kohti. Reagenssieran, jonka pitoisuus on suurin ja yhta suuri
tai suurempi kuin havaitsemisraja (LOD) ja joka tayttda TE- ja TAE-vaatimukset, tulokset
esitetdan Taulukko 7 plasmalle ja Taulukko 8 seerumille. Genotyyppien 1-6 LLOQ-arvo seka
plasman ettd seerumin osalta on koottu kohtaan Taulukko 9. Nain analyysin kokonais-
LLOQ:ksi maaritettiin 10 1U/ml.

Taulukko 7: LLOQ:n médritys genotyyppien kesken plasmasta

Aptima HCV

Tavoitepitoisuus Tavoitepitoisuus SD Poikkeama Laskettu TE Laskettu TAE
Genotyyppi Quant Dx
(IU/mi) (log IU/ml) (log IU/mlI) (log IU/mlI) (log IU/ml) (log 1U/ml) (log 1U/mlI)
3 0,48 0,65 0,38 0,17 1,08 0,94
1 6 0,78 0,88 0,35 0,11 1,00 0,82
8 0,90 0,99 0,24 0,09 0,68 0,56
3 0,48 0,63 0,40 0,16 1,13 0,95
2 4 0,60 0,76 0,29 0,15 0,81 0,73
6 0,78 1,12 0,30 0,34 0,86 0,94
6 0,78 0,52 0,30 -0,26 0,85 0,86
3 10 1,00 0,80 0,21 -0,20 0,59 0,62
12 1,08 0,89 0,26 -0,19 0,74 0,71
8 0,90 0,61 0,39 -0,29 1,11 1,07
4 10 1,00 0,82 0,31 -0,18 0,87 0,80
12 1,08 1,01 0,29 -0,07 0,83 0,65
3 0,48 0,57 0,37 0,10 1,06 0,85
5 6 0,78 0,87 0,31 0,09 0,89 0,72
10 1,00 1,15 0,16 0,15 0,44 0,46
2 0,30 0,66 0,36 0,36 1,02 1,08
6 3 0,48 0,79 0,28 0,31 0,80 0,87
6 0,78 1,14 0,26 0,36 0,74 0,89

SD = keskihajonta

Aptima HCV Quant Dx Assay 26 AW-13249-1701 versio 005



Aptima-

Suorituskyky

Taulukko 8: LLOQ:n médritys genotyyppien kesken seerumista

Genotyyppi Tavoitepitoisuus Tavoitepitoisuus Agtlilran:tl-tl)?(v SD Poikkeama Laskettu TE Laskettu TAE
(IU/ml) (log IU/mlI) (log IU/ml) (log lU/ml)  (log IU/ml) (log IU/ml) (log IU/mlI)
6 0,78 0,75 0,36 -0,03 1,02 0,75
1 8 0,90 0,88 0,32 -0,02 0,89 0,65
10 1,00 1,04 0,29 0,04 0,81 0,61
3 0,48 0,48 0,35 0,00 0,99 0,70
2 6 0,78 0,80 0,31 0,02 0,86 0,63
10 1,00 1,04 0,25 0,04 0,72 0,54
6 0,78 0,45 0,25 -0,33 0,72 0,84
3 10 1,00 0,67 0,22 -0,33 0,63 0,78
12 1,08 0,92 0,19 -0,16 0,54 0,54
1 0,00 0,19 0,27 0,19 0,77 0,73
4 2 0,30 0,65 0,32 0,35 0,91 0,99
3 0,48 0,65 0,34 0,17 0,96 0,85
3 0,46 0,48 0,37 0,02 1,04 0,76
5 6 0,76 0,72 0,29 -0,04 0,81 0,61
9 0,94 1,04 0,27 0,10 0,77 0,65
3 0,48 0,58 0,37 0,11 1,04 0,84
6 6 0,78 0,99 0,22 0,21 0,61 0,64
10 1,00 1,25 0,22 0,25 0,63 0,70

SD = keskihajonta

Taulukko 9: LLOQ:n yhteenveto genotyyppien kesken plasman ja seerumin osalta

Plasman LLOQ

Seerumin LLOQ

HCV-genotyyppi
(log IU/ml) (IU/ml) (log IU/ml) (IU/ml)
1 0,88 8 0,88 8
2 0,76 6 0,80 6
3 0,80 6 0,67 5
4 0,82 7 0,65 4
5 0,87 7 0,72 5
6 0,79 6 0,99 10
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Tarkkuus

Tarkkuuden maarittamistd varten valmistettiin 10-jaseninen testisarja laimentamalla
HCV-positiiviset kliiniset naytteet tai lisdamalla kylmakuivattua RNA:ta (engl. armored RNA)
HCV-negatiiviseen plasmaan ja seerumiin. Testisarjan testasi kolme kayttajaa, jotka kayttavat
kolmea reagenssieraa kolmella Panther-jarjestelmalla 21 paivan kuluessa.

Taulukko 10 esittda analyysin tulosten tarkkuuden (yksikdissa log 1U/ml) laitteiden valilla,
kayttajien valilla, erien valilla, ajojen valilla, ajojen siséalla ja kokonaisuudessaan. Kokonaisvaihtelu
oli 13,31 % kaikkien testisarjan jasenten kesken, paaasiassa ajon sisaisen vaihtelun

(eli satunnaisvirheen) vuoksi.

Taulukko 10: Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin tarkkuus

Matritsi Keskipitoisuus Laitteiden vélilla Kayttajien valilla Erien vililla Ajojen valilla Ajon sisalla Yhteensa
(log IU/ml) SD CV(%) SD CV(%) SD CV(% SD CV(%) SD CV(%) SD CV(%)
Plasma 9g? 1,23 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 3,35 0,06 4,54 0,12 9,84 0,14 11,34
Plasma 162 2,06 0,05 2,23 0,00 0,00 0,07 3,20 0,03 1,47 0,10 4,91 0,14 6,88
Plasma 162 3,02 0,03 0,89 0,01 0,24 0,04 1,47 0,01 0,33 0,09 3,08 0,11 3,77
Plasma 162 4,87 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,60 0,04 0,86 0,06 1,13 0,10 2,04
Plasma 162 7,16 0,02 0,21 0,01 0,20 0,04 0,52 0,00 0,00 0,05 0,75 0,09 1,27
Seerumi  132° 1,27 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 5,16 0,00 0,00 0,15 12,17 0,17 13,31
Seerumi 162 2,17 0,02 0,99 0,04 1,71 0,07 3,01 0,05 2,15 0,08 3,53 0,12 5,61
Seerumi 162 3,09 0,02 0,67 0,00 0,00 0,06 1,79 0,03 0,90 0,07 2,26 0,11 3,44
Seerumi 161 4,86 0,00 0,00 0,04 0,78 0,08 1,67 0,00 0,00 0,08 1,72 0,13 2,65
Seerumi 162 7,16 0,00 0,00 0,05 0,70 0,05 0,73 0,02 0,31 0,04 0,55 0,10 1,35

CV = variaatiokerroin, SD = keskihajonta
? Kelvollisten tulosten maara analyysin lineaarisella alueella.

Huomautus: Joidenkin tekijéiden aiheuttama vaihtelu voi olla numeerisesti negatiivista, mika voi tapahtua, jos naiden tekijéiden
aiheuttama vaihtelu on erittain pientd. Kun nain tapahtuu, keskihajonnan ja variaatiokertoimen arvoina esitetaan 0.

Mahdollisesti hairitsevat aineet

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin herkkyys endogeenisten aineiden tai HCV-infektion
saaneille potilaille yleisesti maarattyjen ladkkeiden pitoisuuden kohoamisen aiheuttamille
hairidille arvioitiin. Sellaiset HCV-negatiiviset plasmanaytteet ja naytteet testattiin, joihin on
lisatty HCV:ta pitoisuudella 3,3 log IU/ml HCV:n RNA:ta.

Analyysin suorittamisessa ei havaittu mitdan hairiéita albumiinin (90 mg/ml), hemoglobiinin
(5 mg/ml), triglyserideihin (30 mg/ml) tai konjugoitumattoman bilirubiinin (0,2 mg/ml) lasna
ollessa.
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Sellaisten potilaiden, joilla maaritettyjen aineiden pitoisuudet olivat koholla, tai sellaisten
potilaiden, joilla on kohdassa Taulukko 11 mainittu sairaus, kliiniset plasmanaytteet testattiin
Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysilla. Analyysin toiminnassa ei havaittu mitadan hairidita.

Taulukko 11: Testattujen kliinisten néytteiden tyypit

Kliinisten naytteiden tyypit

1 Reumatoiditekija (RF)

2 Tumavasta-aine (ANA)

3 Jo-1:n vasta-aine (JO-1)

4 Systeeminen lupus erythematosus (SLE)

5 Nivelreuma (RA)

6 Multippeliskleroosi (MS)

7 Hyperglobulinemia

8 Kohonnut alaniiniaminotransferaasipitoisuus (ALT)
9 Kohonnut aspartaattiaminotransferaasipitoisuus (AST)
10 Alcoholin aiheuttama kirroosi (AC)

11 Multippeli myelooma (MM)

12 Lipemia (kohonnut lipidipitoisuus)

13 Keltatauti (kohonnut bilirubiinipitoisuus)

14 Hemolysoitu (kohonnut hemoglobiinipitoisuus)

15 Kohonnut albumiiniproteiinipitoisuus

16 HBV-vasta-aineet

17 HIV-1-vasta-aineet

18 HIV-2-vasta-aineet
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Analyysin suorittamisessa ei havaittu mitdan hairiéita, kun kohdassa Taulukko 12 mainittuja
eksogeenisia aineita oli pitoisuuksilla, jotka olivat vahintéan kolme kertaa C, 54 (ihmisen plasma).

Taulukko 12: Eksogeeniset aineet

Eksogeeniset aineet
yhdistettyina

Testatut eksogeeniset aineet

1 Telapreviiri, klaritromysiini, interferoni alfa-2a, dolutegraviiri, atsitromysiini
2 Simepreviiri, sofosbuviiri
3 Efavire_nfcs_i_, l_)osepreviiri, pegyloitu interferoni alfa-2b, emtrisitabiini, raltegraviiri,
amoksisilliini
4 Abakaviirisulfaatti, ribaviriini, dasabuuviiri, rilpiviriini, rifampiini/rifampisiini
5 Lopinaviiri, tenofoviiri, lamivudiini, valgansikloviiri
6 Hepariini, EDTA, natriumsitraatti
Spesifisyys

Spesifisyys maaritettiin kayttamalla 198 tuoretta ja 538 jaadytettyd HCV-negatiivista kliinista
naytettad. Testattuja plasmanaytteitad oli 370 ja vastaavasti seeruminaytteitd 366. Spesifisyys
laskettiin sellaisten HCV-negatiivisten naytteiden prosenttiosuutena, joiden tulos oli "Ei

havaittu”. HCV:n RNA:ta ei havaittu mistdan 736 naytteesta. Spesifisyys oli 100 % (736/736,

95 %:n luottamusvali: 99,6—-100 %).

Taulukko 13: Spesifisyys plasman ja seerumin kliinisissé néytteissé

Tuore Jaadytetty Kokonaispla Tuore Jaadytetty Kokonais- .
. i X Yhdistetty
plasma plasma sma seerumi seerumi seerumi
Kelvolliset monikerrat (n) 100 270 370 98 268 366 736
Ei havaittu 100 270 370 98 268 366 736
100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
Spesifisyys (95 %:n Cl)
(97,1-100) (98,9-100) (99,2-100) (97,0-100) (98,9-100) (99,2-100)  (99,6-100)

Cl = luottamusvali
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Analyyttinen spesifisyys

Mahdollinen ristireaktiivisuus kohdassa Taulukko 14 mainittujen patogeenien kanssa arviointiin
HCV-negatiivisella ihmisen plasmalla HCV:n ollessa lasna pitoisuudella 3,3 log IlU/ml HCV:ta
tai HCV:n puuttuessa. Ristireaktiivisuutta ei havaittu. Patogeenien lasna ollessa ei havaittu
mitdan hairigita.

Taulukko 14: Analyyttisen spesifisyyden suhteen testatut patogeenit

Patogeeni Pitoisuus Patogeeni Pitoisuus
Hepatiitti A -virus 100 000 kopiota/ml Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/mIf
Hepatiitti B -virus (HBV) 100 000 IU/ml? Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Hepatiitti G -virus 1470 PFU/mIP Staphylococcus aureus 1000 000 CFU/ml
HIV-1 100 000 kopiota/ml Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/ml
HIV-2 100 000 PFU/mi Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Herpes simplex -virus 1 (HSV-1) 100 000 PFU/ml Candida albicans 1 000 000 CFU/ml
Herpes simplex -virus 2 (HSV-2) 100 000 PFU/ml Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/ml
Ihmisen herpesvirus 6B 100 000 kopiota/ml Chlamydia trachomatis 1 000 000 IFU/mI®
Ihmisen herpesvirus 8 2 667 TCID50 U/mI® Trichomonas vaginalis 1 000 000 solua/ml

Ihmisen T-solujen
lymfotrooppinen virus, 100 000 vp/ml°
tyyppi 1 (HTLV-1)

®lU/ml = kansainvaliset yksikot millilitrassa

Ihmisen T-solujen PPFU/mI = plakin muodostavat yksikét millilitrassa

lymfotrooppinen virus, 100 000 vp/ml . o o I
tyyppi 2 (HTLV-2) TCID50 U/ml = kudosvilielman infektiiviset annosyksikot
millilitrassa

Parvovirus B19 100000 IU/mi %vp/ml = viruspartikkelit milliitrassa

West Nile -virus 100 000 PFU/m °LD/ml = tappava annos millilitrassa

Denguevirus 1 100 000 PFU/mI 'CFUImI = pesakkeen muodostavat yksikét millilitrassa

Denguevirus 2 100 000 PFU/mI 9IFU/mI = inkluusion muodostavat yksikét millilitrassa

Denguevirus 3 100 000 PFU/mI

Denguevirus 4 100 000 PFU/mI

Sytomegalovirus 100 000 PFU/mI

Epstein-Barr-virus 100 000 kopiota/ml

Vihurirokkovirus 100 000 PFU/mI

Ihmisen papilloomavirus 100 000 solua/ml

Adenovirus, tyyppi 5 100 000 TCID50 U/ml

Influenssa A -virus 100 000 TCID50 U/ml

Japanilainen aivokuumevirus Ei mitédan Ei mitaan

St. Louisin aivokuumevirus Ei mitéan Ei mitdan

Murray Valleyn aivokuumevirus 2643 LD/ml®

Keltakuumevirus 100 000 solua/ml
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Kliiniset naytteet, jotka sisaltavat muita viruksia kuin HCV:ta

Kohdassa Taulukko 15 mainitut patogeenit arvioitiin hankkimalla yksil6lliset luonnostaan
infektoituneet kliiniset naytteet. Ne testattiin HCV:n ollessa lasna pitoisuudella 3,3 log IU/ml
HCV:ta tai HCV:n puuttuessa. Ristireaktiivisuutta ei havaittu. Mitdan hairiéita ei havaittu.

Taulukko 15: Analyyttisen spesifisyyden suhteen testatut kliiniset ndytteet

Pienelio Matriisi N (luovuttajat)
HBV seerumi 5
HBV plasma 5
Denguevirus plasma 10
Hepatiitti A -virus plasma 10
HTLV-1 plasma 10
HTLV-2 plasma 10
HIV-1 plasma 10
West Nile -virus plasma 10

Kliinisten naytteiden toistettavuus

Toistettavuus arvioitiin testaamalla luonnostaan infektoituneiden HCV-positiivisten kliinisten
plasma- ja seeruminaytteiden kolme replikaattia. Testattujen plasma- ja seeruminaytteiden
keskipitoisuus ja keskihajonta esitetdan kohdissa Taulukot 16 ja 17.

Taulukko 16: Kliinisten plasmandytteiden toistettavuus Taulukko 17: Kliinisten seeruminéytteiden toistettavuus

Plasmanaytteen Keskipitoisuus SD Seerumindytteen Keskipitoisuus SD
tunnus (log IU/ml) tunnus (log IU/ml)
1 1,68 0,05 1 1,67 0,07
2 1,69 0,17 2 1,74 0,10
3 1,73 0,06 3 1,86 0,15
4 1,73 0,06 4 1,67 0,07
5 1,84 0,05 5 2,00 0,07
6 2,30 0,10 6 2,51 0,08
7 2,71 0,09 7 3,12 0,23
8 2,80 0,06 8 3,29 0,02
9 3,22 0,04 9 3,70 0,18
10 3,80 0,05 10 3,99° 0,13
11 4,12 0,08 11 4,35 0,05
12 4,21 0,11 12 5,48 0,12
13 4,90 0,14 13 5,74 0,07
14 6,94 0,11 14 5,80 0,13
15 7,05 0,04 15 7,15 0,10

*Tulos kahdesta kolmesta testatusta replikaatista. Yksi
replikaatti, jonka tulos oli muista poikkeava, poistettiin
tuloksista.
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Naytteen laimentaminen naytteen laimentimella

Jotta saatiin arvioitua HCV:n RNA:n talteenotto naytteista, jotka oli laimennettu Aptima
Specimen Diluent -laimentimella (eli naytteen laimentimella), lineaarisella alueella olevat
plasma- ja seeruminaytteet laimennettiin 1:3 Aptima Specimen Diluent -laimentimella. Lisaksi
vakevat luonnostaan infektoituneet kliiniset naytteet ja naytteet, joihin oli lisatty Armored
RNA:ta pitoisuuksilla, jotka olivat yli ULOQ-raja-arvon, laimennettiin 1:100 Aptima Specimen
Diluent -laimentimella. Jokainen nayte testattiin sekoittamattomana ja laimennettuna (1:3 tai
1:100) kolmena replikaattina. Keskimaaraisen ilmoitetun pitoisuuden (laimennuskerrointa
kaytetty laimennetun naytteen tulokseen) ja keskimaaraisen sekoittamattoman pitoisuuden
erot ilmoitetaan kohdassa Taulukko 18 plasmalle ja kohdassa Taulukko 19 seerumille.
Naytepitoisuudet saatiin tarkasti talteen laimennetuista naytteista.

Taulukko 18: Néytteen laimentaminen Aptima Specimen Diluent -laimentimella — plasma

Sekoittamaton limoitettu
Laimennos keskipitoisuus keskipitoisuus® Ero
(log IU/mI) (log IU/ml)
1,68 1,89 -0,21
1,69 1,69 0,00
1,73 2,11 -0,38
1,73 1,78 -0,05
1,84 1,80 0,04
2,30 2,23 0,07
2,71 2,76 -0,05
1:3 2,80 2,76 0,04
3,22 3,28 -0,06
3,80 3,71 0,09
4,12 4,06 0,06
4,21 4,07 0,14
4,90 4,68 0,22
6,94 6,72 0,22
7,05 6,91 0,14
7,05 6,59 0,46
1:100
> 8,00 (8,45)° 8,38 0,07

®limoitettu pitoisuus on arvo, joka on laskettu laimennuskertoimen kayttamisen jalkeen.

®Nayte, johon on lisatty HCV:ta.

Huomautus: kaikki tulokset, jotka olivat yli > 8,00 log 1U/ml arvioitiin kayttamalla lisdanalyysia.
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Taulukko 19: Néytteen laimentaminen Aptima Specimen Diluent -laimentimella — seerumi

Laimennuskerroin Sekoittamaton limoitettu Ero
keskipitoisuus keskipitoisuus®
(log IU/ml) (log IU/ml)
1,67 1,85 -0,18
1,74 1,72 0,02
1,86 1,66 0,20
1,67 1,85 -0,18
2,00 1,91 0,09
2,51 2,37 0,14
3,12 3,01 0,11
1:3 3,29 3,35 -0,06
3,70 3,53 0,17
3,99° 3,87 0,12
4,35 4,30 0,05
5,48 5,25 0,23
5,74 5,62 0,12
5,80 5,50 0,30
7,15 6,86 0,29
7,15 6,65 0,50
1:100
> 8,00 (8,44) 8,46 -0,02

?limoitettu pitoisuus on arvo, joka on laskettu laimennuskertoimen kayttamisen jalkeen.

°®Nayte, johon on lisatty HCV:ta.

‘Tulos kahdesta kolmesta testatusta replikaatista. Yksi replikaatti, jonka tulos oli muista poikkeava, poistettiin
tuloksista.

Huomautus: kaikki tulokset, jotka olivat yli > 8,00 log IU/ml arvioitiin k&yttdmalla lisdanalyysia.
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Menetelman korrelaatio

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin toimintakyky arvioitiin verrattuna CE-merkittyyn
vertailuanalyysiin testaamalla laimentamattomat kliiniset naytteet, jotka oli saatu HCV-
infektoiduilta potilailta kolmella Panther-jarjestelmalla kayttamalla neljaa reagenssieraa.
Lineaariseen regressioon kaytettiin yhteensa 1 058 plasma- ja seeruminaytettad (872 plasma,
186 seerumi) kaikkien HCV-genotyyppien kesken lineaarisella alueella, joka oli sama
kummassakin analyysissa, kuten Kuva 8 esittaa.

8,00 -

7.00 A y=1,06X+0,08
R2=0,97

6,00 -

5,00 -

4,00 -

3,00 -~

Aptima HCV Quant Dx Assay (log IU/ml)

2,00

1,00 - -

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
Vertailuanalyysi (log IU/ml)

Kuva 8. Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin ja vertailuanalyysin vélinen korrelaatio

Diagnostinen yhteensopivuus

Diagnostisen yhteensopivuuden arviointia varten 227 plasma- ja seeruminaytettd HCV-
positiivisilta henkiloita testattiin kayttamalla Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysia ja
vertailevaa CE-merkittya kvalitatiivistd analyysia. Kaikki kvantifioitavan tai havaittavan
tuloksen antaneet tulokset luokiteltiin "Havaittu-tyyppisiksi. Kaikki tulokset, joissa kohdetta ei
havaittu, luokiteltiin "Kohdetta ei havaittu” -tyyppisiksi. Diagnostinen yhteensopivuus
analyysien valilla oli 100 %, kuten Taulukko 20 nahdaan.

Taulukko 20: Diagnostinen yhteensopivuus Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysin ja vertailuanalyysin vélill&

Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysi

Havaittu Kohdetta ei havaittu
Havaittu 99 0
Vertailuanalyysi Kohdetta ei 0 128
havaittu
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Naytteiden valinen kontaminaatio

Kayttamalla kolmea Panther-jarjestelmaa ja testisarjoja, joihin oli lisatty HCV:ta, maaritettiin,
ettd Panther-jarjestelma vahentaa naytteiden valisen kontaminaation aiheuttamien epakelpojen
positiivisten tulosten riskia. Naytteiden valinen kontaminaatio arvioitiin kayttamalla vakevia
plasmanaytteita, joihin oli lisatty Armored RNA:ta (7 log IU/ml), HCV-negatiivisten naytteiden
joukkoon shakkilautakuvion tavoin siroteltuina. Testaus suoritettiin viidellatoista ajolla.
Naytteiden valisen kontaminaation kokonaisosuus oli 0,14 % (1/704).

Serokonversion testisarja

Yksitoista HCV:n serokonversion testisarjaa, joissa oli yhteensa 72 naytetta, testattiin. Aptima
HCV Quant Dx Assay -analyysin tuloksia verrattiin HCV-vasta-aineen testituloksiin.
Ensimmaisen reaktiivisen tuloksen saamiseen kuluneiden paivien maarat luetellaan kohdassa
Taulukko 21. Aptima HCV Quant Dx Assay -analyysissa havaittin HCV keskimaarin

20 paivaa vasta-ainetesteja aiemmin.

Taulukko 21: Serokonversion testisarjan tietojen yhteenveto

Ero paivissa ensimmaiseen
Reaktiivisten testisarjan jasenten Paivia ensimmaiseen reaktiiviseen  reaktiiviseen tulokseen

maara tulokseen (verindytteen ottamispaivan
Testattujen perusteella)
Testisarjan testisarjan
tunnus jasenten Paivii Piivii
maara Aptima HCV HCV-vasta- HCV-vasta- AptimaHCV HCV-vasta- HCV-vasta- aiemmin kuin aiemmin kuin
Quant Dx ainetesti 1 ainetesti2 Quant Dx ainetesti 1 ainetesti2 HCV:n vasta- HCV:n vasta-
ainetesti 1 ainetesti 2
PHV911 4 4 3 3 32 14 14 11 11
PHV913 4 4 0 2 0 9° 7 9 7
PH919 7 4 3 3 25 28 28 3 3
PH920 9 9 7 6 0°¢ 13 16 13 16
PH921 11 11 9 7 0 7 18 7 18
PH923 6 6 2 2 0 21 21 21 21
PH924 6 6 3 3 0 59 59 59 59
PH925 5 5 1 1 0 27 27 27 27
PH926 5 5 1 0 0 14 14° 14 14
6227 7 4 2 2 42 74 74 32 32
6229 8 8 4 3 0 17 20 17 20
Yhteensa 72 66 35 32 Keskiarvo 19,36 20,73

Mediaani 14 18

HCV-vasta-ainetesti 1 suoritettiin kayttamalla Abbot Prismin HCV-analyysia.

HCV:n vasta-ainetesti 2 suoritettiin Ortho Enhanced SAVE -analyysilla seuraavin poikkeuksin:

testisarjat 6 227 ja 6 229, jotka testattiin kumpikin Ortho ELISA Anti-HCV 3.0 -analyysilla.

*Ensimmaista verinaytetta ei testattu, koska toimittajalta ei saatu naytetta.

°Kaikki taman testisarjan verindytteet olivat ei-reaktiivisia HCV-vasta-aineen suhteen. Viimeisen verindytteen paivaa kaytettiin
"Paivia ensimmaiseen reaktiiviseen tulokseen” -arvon maaritykseen.

“Toista verinaytetta ei testattu, koska toimittajalta ei saatu naytetta.
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