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Informatii generale

Domeniul de utilizare

Testul Aptima® CMV Quant este un test in vitro de amplificare a acidului nucleic pentru
cuantificarea ADN-ului citomegalovirusului uman in plasma EDTA umana si in sénge integral
pe sistemul complet automat Panther®.

Testul Aptima CMV Quant este destinat utilizarii la diagnosticarea si la gestionarea
pacientilor cu transplant de organe solide si cu transplant de celule stem hematopoietice.

Testul Aptima CMV Quant nu este destinat utilizarii ca test de screening pentru detectarea
prezentei CMV in sange sau in produsele sanguine.

Rezumatul si explicatia testului

CMV uman este un virus raspandit ADN dublu catenar liniar, de 240 kb, care apartine familiei
herpesvirusurilor. Tn functie de populatia studiata si de regiunea geografica, seroprevalenta
CMV variaza intre 45 si 100% la nivel mondial."* La gazdele imunocompetente, infectia cu
CMV este in general asimptomatica si autolimitatd. Cu toate acestea, la persoanele
imunocompromise, cum ar fi beneficiarii de transplant si persoanele infectate cu virusul
imunodeficientei umane, CMV este o cauza importanta de morbiditate si mortalitate.

Similar altor virusuri herpetice, dupa infectia primara, CMV stabileste o infectie latenta pe tot
parcursul vietii, care se poate reactiva sporadic. La beneficiarii de transplant, transferul de
CMV latent in grefa sau reactivarea unei infectii latente cu CMV la gazda poate duce la o
replicare virala larg raspéandita si la diseminarea la mai multe organe, ceea ce, adeseori,
poate pune in pericol viata.®

Testul cantitativ de amplificare a acidului nucleic este metoda preferata pentru monitorizarea
infectiei cu CMV si a bolii la beneficiarii de transplant, deoarece este rapid si sensibil.*
Orientarile recente recomanda monitorizarea cel putin saptamanala a incarcaturii virale CMV,
pentru a sprijini deciziile de initiere a terapiei anti-CMV si pentru a monitoriza raspunsul la
terapie.**”® In general, valorile mai ridicate ale incarcaturii virale sunt corelate cu un risc
crescut de boala CMV.*® Astfel, cuantificarea ADN-ului CMV impreuna cu prezentarea clinica
si alti markeri de laborator este esentiala in gestionarea pacientilor cu infectie cu CMV.

Principiile procedurii

Testul Aptima CMV Quant este o testare de amplificare a acidului nucleic in vitro, care utilizeaza
tehnologia de amplificare mediata de transcriptie in timp real (TMA) pe sistemul Panther’ pentru a
cuantifica ADN-ul CMV, genotipurile 1, 2, 3 si 4. Designul primerului vizeaza gena UL56 extrem de
conservata, pentru a asigura cuantificarea precisa a ADN-ului CMV. Testul este standardizat pe

baza primului Standard international al OMS pentru citomegalovirus uman (cod NIBSC: 09/162).*

Testul Aptima CMV Quant implica trei etape principale, care au loc intr-un singur tub pe
sistemul Panther: captarea tintei, amplificarea tintei prin TMA si detectarea produselor de
amplificare (amplicon) de catre sondele marcate fluorescent (sonde).

In timpul captérii tintei, ADN-ul viral este izolat din esantioane. Esantionul este tratat cu un
detergent pentru a solubiliza anvelopa virala, pentru a denatura proteinele si pentru a elibera
ADN-ul genomic viral. Oligonucleotidele de captare se hibridizeaza in zonele extrem de
conservate ale ADN-ului CMV, dacéa sunt prezente, din esantionul de testare. Tinta hibridizata
este, apoi, captata in microparticule magnetice care sunt separate de esantion intr-un camp
magnetic. Pasii de spalare indeparteaza componentele straine din eprubeta de reactie.

*

Inclusiv variante ale sistemului Panther.
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Amplificarea tintei se produce prin intermediul TMA, care este o metoda de amplificare a acidului
nucleic mediata prin transcriptie, care utilizeaza doua enzime, transcriptaza inversa a virusului
leucemiei murine Moloney (MMLYV) si polimeraza T7 ARN. Transcriptaza inversa este utilizata pentru
a genera o copie ADN (care contine o secventa promotor pentru polimeraza T7 ARN) a secventei
tinta. ARN-polimeraza T7 produce copii multiple ale ampliconului ARN din sablonul copiei ADN.

Detectarea se realizeaza utilizdnd sonde de acid nucleic monocatenar, care sunt prezente in
timpul amplificarii tintei si care hibridizeaza in mod specific cu ampliconul, in timp real.
Fiecare sonda are un fluorofor si o substanta extinctoare de fluorescenta. Daca sonda nu
este hibridizata cu ampliconul, substanta extinctoare de fluorescenta se afla in imediata
apropiere a fluoroforului si suprima fluorescenta. Atunci cand sonda se leaga de amplicon,
substanta extinctoare de fluorescenta este mutatéd mai departe de fluorofor, care va emite un
semnal pe o anumita lungime de unda cand este excitatad de o sursa de lumina. Pe masura
ce mai multe sonde hibridizeaza cu ampliconul, se genereaza un semnal fluorescent mai
mare. Timpul necesar ca semnalul fluorescent sa atinga un prag specificat este proportional
cu concentratia initiala de CMV. Fiecare reactie are un calibrator intern/control intern (IC),
care controleaza variatiile Tn procesarea, amplificarea si detectarea esantioanelor.
Concentratia unei probe este determinata de software-ul sistemului Panther utilizand
semnalele CMV si Cl pentru fiecare reactie si comparandu-le cu informatiile de calibrare.

Rezultatele testului sunt convertite din copii/ml in Ul/ml, utilizdnd o ecuatie a factorului de
conversie Tncorporata in software-ul Panther. Aceeasi ecuatie a factorului de conversie este
utilizata atat pentru séngele integral, cat si pentru esantioanele de plasma. Un factor de dilutie
de 4 se aplica rezultatelor incarcaturii virale CMV pentru esantioanele de sange integral, atunci
cand factorul de conversie pentru sange integral este selectat pe sistemul Panther.

Rezumatul sigurantei si performantelor
Rezumatul sigurantei si performantelor (SSP) este disponibil in baza de date europeana privind dis-
pozitivele medicale (Eudamed), unde este asociat cu identificatorii de dispozitiv (UDI-DI de baza).
Pentru a localiza SSP pentru testul Aptima CMV Quant, consultati codul BUDI (Basic Unique
Device Identifier — Identificator unic de baza al dispozitivului): 54200455DIAGAPTCMVAP.

Avertismente si precautii
A. Pentru diagnosticare in vitro.

B. Pentru uz profesional.

C. Pentru a reduce riscul rezultatelor nevalide, cititi cu atentie intregul prospect si Manualul
operatorului pentru sistemul Panther/Panther Fusion corespunzator, inainte de efectuarea
acestui test.

in legatura cu laboratorul

D. ATENTIE: Controalele pentru acest test contin plasma umana. Plasma este negativa pentru
antigenul superficial al hepatitei B (HBsAg), anticorpii pentru HCV, anticorpii pentru HIV-1 si
HIV-2, si antigenul HIV, atunci cand este testata prin procedurile autorizate de Food and Drug
Administration din SUA. in plus, plasma nu este reactiva pentru ADN-ul CMV, ADN-ul HBV,
ARN-ul HCV si ARN-ul HIV-1 atunci cand este testata cu testari de acid nucleic licentiate
utilizédnd probe comasate. Toate materialele provenite din singe uman trebuie considerate
potential infectioase si trebuie tratate cu respectarea precautiilor universale." "

E. Numai personalul instruit corespunzator in utilizarea testului Aptima CMV Quant si in
manipularea materialelor potential infectioase trebuie sa efectueze aceasta procedura. Daca
se produce o scurgere, dezinfectati imediat in conformitate cu procedurile adecvate ale unitatii.
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Utilizati numai articolele de laborator de unica folosinta furnizate sau specificate.

Respectati precautiile de laborator obisnuite. Nu pipetati cu ajutorul gurii. Nu consumati alimente
sau bauturi si nu fumati in zonele de lucru desemnate. Purtati manusi de unica folosinta fara
pudra, ochelari de protectie si halate de laborator atunci cand manipulati esantioane si reactivi
din set. Spalati-va temeinic mainile dupa ce ati manipulat esantioane si reactivi din kit.

. Suprafetele de lucru, pipetele si alte echipamente trebuie decontaminate in mod regulat

cu solutie de hipoclorit de sodiu 2,5% — 3,5% (0,35 M — 0,5 M).

Eliminati toate materialele care au intrat in contact cu esantioanele si cu reactivii in conformitate
cu reglementarile regionale.""**** Curatati temeinic si dezinfectati toate suprafetele de lucru.

Controalele contin azida de sodiu cu rol de conservant. Nu utilizati tuburi metalice pentru
transferul reactivilor. Daca solutiile care contin compusi ai azidei de sodiu sunt eliminate
intr-un sistem de canalizare, acestea trebuie diluate si clatite cu cantitati generoase de
apa de la robinet. Aceste precautii sunt recomandate pentru a evita acumularea de
depuneri in tuburile metalice in care s-ar putea dezvolta conditii explozive.

Bunele practici standard pentru laboratoarele moleculare includ monitorizarea mediului

inconjurator. Pentru a monitoriza mediul unui laborator, se recomanda urmatoarea procedura:

Luati un betisor cu vata si asociati-l cu tubul pentru parti alicote din esantion (SAT) Aptima.

Etichetati fiecare SAT in mod corespunzator.

Umpleti fiecare SAT cu 1 ml de diluant pentru esantioane Aptima.

Pentru a recolta probele superficiale, umeziti usor un betisor cu vata in apa deionizata

fara nucleaza.

5. Tamponati suprafata de interes folosind o miscare verticala, de sus in jos. Rotiti
betisorul cu vata cu aproximativ o jumatate de tura, in timp ce tamponati locul.

6. Amplasati imediat in tub proba prelevata pe betisorul cu vata si rotiti incet betisorul cu
vata in diluant pentru a extrage potentialele materiale tamponate. Apasati betisorul cu
vata pe partea laterala a tubului de transport pentru a extrage cat mai mult lichid
posibil. Aruncati betisorul cu vata si acoperiti tubul cu un capac.

7. Repetati pasii pentru restul probelor prelevate pe betisoare cu vata.

8. Testati betisorul cu vata cu testul molecular.

rwwbd-~

in legatura cu esantioanele

L.

Esantioanele pot fi infectioase. Aplicati precautiile universale’"** la efectuarea acestui test.
Metodele adecvate de manipulare si eliminare vor fi stabilite Tn conformitate cu reglementarile
locale.” Numai personalul instruit corespunzator in utilizarea testului Aptima CMV Quant si
instruit in manipularea materialelor infectioase trebuie sa efectueze aceasta procedura.

. Mentineti conditii de pastrare adecvate in timpul expedierii esantionului pentru a asigura

integritatea acestuia. Stabilitatea esantionului in timpul expedierii in alte conditii decat
cele recomandate nu a fost evaluata.

. Evitati contaminarea incrucisata pe parcursul pasilor de manipulare a esantioanelor. Aveti

grija in special sa evitati contaminarea prin raspandirea aerosolilor, la slabirea sau
scoaterea capacelor esantioanelor. Esantioanele pot contine niveluri extrem de ridicate
de organisme. Asigurati-va ca recipientele cu esantioane nu se ating intre ele si eliminati
materialele utilizate fara a le trece pe deasupra recipientelor deschise. Schimbati
manusile daca acestea intra in contact cu esantionul.
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in legatura cu testul

0.

In cazul unui rezultat invalid cauzat de o eroare ML2, nu retestati esantionul de plasmé n
stare pura. Consultati Procedura de testare cu sistemul Panther, etapa E.5, din acest
prospect pentru instructiuni de diluare a esantionului de plasma.

Nota: Pentru eroarea ML2, consultati Manualul operatorului pentru sistemul Panther/
Panther Fusion pentru instructiuni de curétare a statiei de spéalare magnetice.

Nu utilizati kitul de reactivi, calibratorul sau controalele dupa data expirarii.

Nu interschimbati, amestecati sau combinati reactivi ai testului din truse cu numere
diferite ale lotului principal. Lichidele pentru test pot proveni din numere de lot diferite.
Controalele si calibratorul pot proveni loturi cu numere diferite.

Evitati contaminarea microbiana si cu nucleaze a reactivilor.

Acoperiti si depozitati toti reactivii testului la temperaturile specificate. Performanta
testului poate fi afectatd de utilizarea unor reactivi ai testului depozitati necorespunzator.
Pentru mai multe informatii, consultati Cerinte privind depozitarea si manipularea
reactivilor si Procedura de testare cu sistemul Panther.

Nu combinati reactivi sau lichide ale testului fara instructiuni specifice. Nu umpleti pana la
refuz cu reactivi sau lichide. Sistemul Panther verifica nivelurile reactivilor.

Evitati contactul TER cu pielea, ochii si membranele mucoase. Spalati cu apa, in cazul in
care se produce contactul cu acest reactiv. Daca au loc scurgeri ale acestui reactiv,
diluati cu apa si urmati procedurile corespunzatoare ale unitatii.

Unii reactivi din acest kit sunt etichetati cu simbolurile de risc si siguranta.

Nota: Declaratia privind pericolele reflecta clasificarile conform Fiselor cu date de
securitate (FDS) la nivelul UE. Pentru informatii privind comunicarea pericolelor specifice
regiunii dvs., consultati FDS specifica regiunii, in Biblioteca de fise cu date de securitate,
la adresa www.hologicsds.com. Pentru informatii suplimentare referitoare la simboluri,
consultati legenda simbolurilor la http://www.hologic.com/package-inserts

Informatii pericole UE

Reactiv de amplificare
Clorura de magneziu 65 - 70%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.

Reactiv enzimatic
Triton X-100 1 - 5%
HEPES 1-5%

H402 — Nociv pentru viata acvatica.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.
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Solutie de reconstituire pentru enzima
Glicerol 20-25 %

Triton x-100 5-10 %

HEPES 1-5%

H402 — Nociv pentru viata acvatica.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.

Reactiv promotor
Clorura de magneziu 55 - 60%

H412 — Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung.
P273 — Evitati eliberarea in mediu.
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.

Reactiv de captura a analitului
HEPES 15-20%

Sare lauril sulfat de litiu 5-10%
Acid succinic 1-5%
Hidroxid de litiu, monohidrat 1-5%

H402 — Nociv pentru viata acvatica.
P273 - Evitati dispersarea in mediu
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.

Target Enhancer Reagent (Reactiv de imbogatire a tintei)
Hidroxid de litiu, monohidrat 5-10%

PERICOL

H302 — Nociv In caz de inghitire

H314 — Provoaca arsuri grave ale pielii si lezarea ochilor

P264 — Spalati-va fata, mainile si orice suprafata de piele expusa bine dupa utilizare

P270 — Nu mancati, nu beti si nu fumati in timpul utilizarii produsului.

P301 + P312 - IN CAZ DE INGHITIRE: sunati la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA sau la un
medic daca nu va simtiti bine.

P330 — Clatiti gura.

P501 — Aruncati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.

P260 — Nu inspirati praful/fumul/gazul/ceata/vaporii/spray-ul.

P280 — Purtati manusi de protectie/imbracaminte de protectie/echipament de protectie a ochilor/echipament de
protectie a fetei.

P301 + P330 + P331 — IN CAZ DE INGHITIRE: cl4titi gura. NU provocati voma.

P303 + P361 + P353 - IN CAZ DE CONTACT CU PIELEA (sau cu parul): Scoateti imediat toate hainele
contaminate. Clatiti pielea cu apa [sau faceti dus].

P304 + P340 - IN CAZ DE INHALARE: transportati persoana la aer liber si mentineti-o intr-o pozitie confortabil&
pentru respiratie.

P305 + P351 + P338 - IN CAZ DE CONTACT CU OCHII: Clétiti cu atentie cu apa timp de mai multe minute.
Scoateti lentilele de contact, daca este cazul si daca acest lucru se poate face cu usurinta. Continuati sa clatiti.
P310 — Sunati imediat la un CENTRU DE INFORMARE TOXICOLOGICA/un medic.

P321 - Tratament specific (a se vedea instructiunile suplimentare de prim ajutor de pe eticheta).

P363 — Spalati imbracamintea contaminata inainte de reutilizare.

P405 — A se depozita sub cheie.

CMV Kit Controls

Human Serum/Human Plasma 95-100%
Azida de sodiu < 1%

H412 - Nociv pentru mediul acvatic cu efecte pe termen lung
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o unitate de eliminare a deseurilor autorizata
P273 - Evitati dispersarea in mediu

Set calibratori
Sare lauril sulfat de litiu 0-10%
Acid succinic 0-10%

— H402 - Nociv pentru mediul acvatic
P273 - Evitati dispersarea in mediu
P501 — Aruncati continutul/recipientul la o statie de eliminare a deseurilor autorizata.
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Cerinte privind depozitarea si manipularea reactivilor

A. Tabelul urmator prezintd conditiile de depozitare si stabilitatea pentru reactivi, substante
de control si calibrator.

Depozitare in Kit deschis (reconstituit)

Reactiv stare
nedeschisa Depozitare Stabilitate

Reactiv de amplificare qCMV Intre 2 °C si 8 °C

Solutie de reconstituire a amplificarii intre 2 °C si 8 °C fntre 2 °C si 8 °C 30 de zile®
qCMV ’ ’

Reactiv enzimatic gCMV intre 2 °C si 8 °C

Solutie de reconstituire enzimatica gCMV Intre 2 °C si 8 °C Tntre 2 °C si 8 °C 30 de zile®
Reactiv al probei qCMV intre 2°C si 8 °C

Solutie de reconstituire a probei qCMV Tntre 2 °C si 8 °C Tntre 2°C si 8 °C 30 de zile®
Reactiv de captare a tintei qCMV Intre 2 °C si 8 °C Intre 2°C i 8°C 30 de zile®

Flacon de unica folosinta
A se utiliza in decurs de
24 de ore

qCMV PCAL (calibrator pozitiv) Intre -15 °C si -35 °C Intre 15 °C si 30 °C

Flacon de unica folosinta
A se utiliza in decurs de
24 de ore

qCMV NC CONTROL — (substanta de

- ntre -15 °C si -35 °C
control negativa) ’

Intre 15 °C si 30 °C

Flacon de unica folosinta
A se utiliza in decurs de
24 de ore

qCMV LPC CONTROL + (substanta de

SR ntre -15 °C si -35 °C
control slab pozitiva) ’

Intre 15 °C si 30 °C

Flacon de unica folosinta
A se utiliza in decurs de
24 de ore

gCMV HPC CONTROL + (substanta de

: e intre -15 °C si -35 °C
control puternic pozitiva) ’

Intre 15 °C si 30 °C

Reactiv de amplificare a tintei gqCMV Tntre 15 °C si 30 °C Intre 15 °C si 30 °C 30 de zile®

* La scoaterea reactivilor din sistemul Panther, acestia trebuie readusi imediat la temperaturile corespunzéatoare de
depozitare.

B. Eliminati orice reactivi reconstituiti, reactivul de captare a tintei (TCR) si reactivul de
amplificare a tintei (TER) nefolositi dupa 30 de zile sau dupa data de expirare a Lotului
principal, oricare dintre acestea survine mai intai.

C. Reactivii depozitati pe sistemul Panther au o stabilitate de 96 de ore in cadrul sistemului.
Reactivii pot fi incarcati in sistemul Panther de pana la 8 ori. Sistemul Panther
inregistreaza fiecare incarcare a reactivilor.

D. Dupa decongelarea calibratorului, solutia trebuie sa fie limpede, adica sa nu fie tulbure si
sa nu prezinte precipitate. Asigurati-va ca precipitatele sunt dizolvate. Nu utilizati
calibratorul in prezenta gelificarii, precipitatului sau aspectului tulbure.

E. Reactivul probei liofilizat si reactivul probei reconstituit sunt fotosensibili. Protejati acesti
reactivi impotriva luminii in timpul pastrarii si al pregatirii pentru utilizare.

F. Reactivul de amplificare a tintei qCMV trebuie sa fie la o temperatura cuprinsa intre 15 si
30 °C inainte de utilizare.
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Prelevarea si depozitarea esantioanelor

Nota: Manipulati toate esantioanele ca si cum ar contine agenti potential infectiosi. Utilizati
precautiile universale.

Nota: Evitati contaminarea incrucigatd pe parcursul etapelor de manipulare a probei. De
exemplu, eliminati materialul utilizat fara a-l trece pe deasupra tuburilor deschise.

Nota: Pentru depozitarea probelor se recomanda doar tuburi secundare din plastic.

Esantioanele de sange integral prelevate in urmatoarele tuburi de sticla sau plastic pot fi
utilizate pentru prepararea plasmei:

» Tuburi care contin anticoagulanti EDTA
» Tuburi pentru prepararea plasmei (PPT-uri)
A. Prelevarea esantioanelor

1. Plasma: Sangele integral poate fi pastrat la o temperatura cuprinsa intre 2 °C si 30 °C
si trebuie centrifugat in termen de 24 de ore de la recoltarea probei. Separati plasma
de eritrocite in conformitate cu instructiunile producatorului pentru tubul utilizat.
Plasma poate fi testata pe sistemul Panther intr-un tub primar sau transferata intr-un
tub secundar, cum ar fi tubul pentru parti alicote din esantion Aptima (SAT). Pentru a
obtine volumul probei de 500 pl, volumul minim de plasma pentru tuburile de
colectare primara este de pana la 1.200 pl. Pentru tuburile secundare, volumul minim
este de 700 pl pentru a obtine volumul probei de 500 pl. Tabelul urmator identifica
cerintele de volum mort pentru fiecare tip de tub primar si secundar.

Tub (dimensiune si tip) Volum mort pe Panther
Tub pentru parti alicote din proba (SAT) Aptima 0,2ml
12 x 75 mm 0,5ml
13 x 100 mm 0,5 ml
13 x 100 mm cu gel 0,3ml
16 x 100 mm cu gel 0,7 ml

Daca nu este testata imediat, plasma poate fi depozitata in conformitate cu
specificatiile de mai jos. Daca este transferata intr-un tub secundar, plasma poate fi
congelatd la -20 °C sau -70 °C. Nu depasiti 3 cicluri de congelare-decongelare. Nu
congelati probele de plasma in tuburi de colectare primara EDTA.

2. Tnainte de a fi testat pe sistemul Panther, sangele integral trebuie procesat cu ajutorul
tuburilor preumplute cu diluant pentru sénge integral. Nu depasiti 3 cicluri de
congelare-decongelare pentru probele de sange integral neprocesate.

B. Conditii de pastrare a esantioanelor
1. Esantioane de plasma in EDTA

Séngele integral poate fi pastrat intre 2 °C si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de
24 de ore de la prelevarea esantionului. Ulterior, plasma poate fi depozitata in una
dintre urmatoarele conditii:

« In tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperaturd cuprinsa
intre 2 °C si 30 °C timp de pana la 24 de ore,
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« In tubul de recoltare primar sau in tubul secundar la o temperaturd cuprinsa
intre 2 °C si 8 °C pentru pana la 5 zile, sau

« In tubul secundar la -20 °C pana la -70 °C timp de pané la 60 de zile.

Sange integral

30°C
2°C

< 24 de ore dupd prelevare

Primar sau Primar sau Secundar
Secundar Secundar
30°C 8°C -15°C -65 °C.
* * * = *
2°C 2°C -35°C -85 °C.
<24 ore <5 zile <60 de zile

Figura 1. Conditii de depozitare pentru tuburile cu EDTA

2. Esantioane PPT

Séngele integral poate fi pastrat intre 2 °C si 30 °C si trebuie centrifugat in decurs de
24 de ore de la prelevarea esantionului. Ulterior, plasma poate fi depozitata in una
dintre urmatoarele conditii:

« In PPT la o temperaturd cuprins intre 2 °C si 30 °C timp de pana la 24 de ore,
« Tn PPT la o temperatura cuprinsa intre 2 °C si 8 °C timp de péana la 5 zile sau

+ In PPT la o temperatura cuprinsa intre -20 °C pana la -70 °C timp de pana la 60 zile.

Sénge integral

30°C
2°C

< 24 de ore dupa prelevare

PPT PPT PPT
/ﬂfamc /H/B"c /ﬂ/-m“c J/-es"c
sau
2°C 2°C -35°C -85°C
<24 ore <5 zile <60 de zile

Figura 2. Conditii de depozitare pentru PPT

Aptima CMV Quant Assay 9 AW-27747-3101 Rev. 001



Informatii generale Aptima®

3. Diluarea esantioanelor de plasma
Un esantion de plasma poate fi diluat in SAT sau in tubul secundar pentru testare pe

sistemul Panther. Consultati Procedura de testare cu sistemul Panther, etapa E.5 de
mai jos pentru mai multe

informatii.
Nota: Daca un egantion este diluat, acesta trebuie testat imediat dupéa diluare. Nu
congelati un egantion diluat.

4. Esantioane de sange integral

Séngele integral poate fi pastrat la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C pana
la 36 de ore dupa recoltarea esantionului. Sangele integral recoltat poate fi pastrat in
una dintre urmatoarele conditii:

« In tubul de recoltare primar la o temperaturd cuprinsa intre 2 °C si 8 °C timp
de pana la 5 zile sau

« In tubul de recoltare primar la o temperaturad cuprinsa intre -20 °C si -70 °C
timp de pana la 60 zile.

Sange integral

30°C
15°C

<36 de ore dupd prelevare

Primar Primar
8°C -15°C -65 °C
* * = *
2°C 35°C -85°C
<5 zile <60 de zile

Figura 3. Conditii de depozitare a esantioanelor de sdnge integral

Probe pe sistemul Panther

Probele de plasma si de sénge integral procesat pot fi [asate pe sistemul Panther, fara
capac, timp de pana la 8 ore. Probele pot fi scoase din sistemul Panther si testate, atat timp
cat timpul total pe sistem nu depaseste 8 ore inainte de pipetarea probei prin intermediul
sistemului Panther.

Transportul esantioanelor

Mentineti conditile de pastrare a probelor descrise in Prelevarea si depozitarea
esantioanelor.

Nota: Esantioanele trebuie expediate in conformitate cu reglementéarile nationale,
internationale si regionale aplicabile privind transporturile.
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Sistemul Panther

Reactivii pentru testul Aptima CMV Quant sunt enumerati mai jos pentru sistemul Panther.
De asemenea, sunt enumerate si simbolurile de identificare a reactivilor, in dreptul numelui
reactivului.

Reactivi si materiale furnizate

Kit de teste Aptima CMV Quant, 100 de teste (Nr. cat. PRD-05074)
(1 cutie de test, 1 cutie de reactiv de amplificare a tintei, 1 kit calibrator si 1 kit de substante de
control)

Cutie teste Aptima CMV Quant
(pastrati intre 2 °C — 8 °C dupa primire)

Simbol Componenta Cantitate
A Reactiv de amplificare qCMV 1 flacon
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata.
E Reactiv enzimatic qCMV
Transcriptaza inversa si polimerazd ARN uscatd in solutie tamponaté 1 flacon
HEPES.
PRO Reactiv al probei qCMV 1 flacon
Acizi nucleici neinfectiosi uscati in solutie tamponata.
AR Solutie de reconstituire a amplificarii qCMV 1x72ml
Solutie apoasé contindnd glicerol si conservanti. '
ER Solutie de reconstituire enzimatica qCMV 1%58ml
Solutie tamponatd HEPES continand surfactant si glicerol. '
PROR Solutie de reconstituire a probei qCMV 1x4.5ml

Solutie apoaséa contindnd glicerol si conservanti.

TCR Reactiv de captare a tintei qCMV
Acizi nucleici intr-o solutie salind tamponata continand faza solidd, acizi 1x72,0 ml
nucleici neinfectiogsi si calibrator intern.

Coliere de reconstituire 3

Fisa cu codurile de bare ale lotului principal 1 pagina

Cutie de reactiv de amplificare a tintei Aptima CMV Quant
(depozitati intre 15 °C si 30 °C dupa primire)

Simbol Componenta Cantitate

TER Reactiv de amplificare a tintei qCMV

1x46,0 ml
O solutie concentrata de solutie de hidroxid de litiu. xaoum
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Kit de calibratoare Aptima CMV Quant (Nr. cat. PRD-05075)
(pastrati intre -15 °C si -35 °C dupa primire)

Simbol Componenta Cantitate
PCAL Calibrator pozitiv qCMV 5x25ml
ADN plasmidé in solutie tamponata. ’
Eticheta cu coduri de bare pentru calibrator —
Kit de substante de control Aptima CMV Quant (Nr. cat. PRD-05076)
(pastrati intre -15 °C si -35 °C dupa primire)
Simbol Componenta Cantitate
NC Substanta de control negativa qCMV
Plasma umand defibrinata negativd CMV continand gentamicing si 5x0,8 ml
0,2% azida de sodiu cu rol de conservanti.
LPC Control slab pozitiv qCMV
CMYV inactivata in plasma umand defibrinaté contindnd gentamicing 5x0,8ml
si 0,2% azida de sodiu cu rol de conservanti.
HPC Control puternic pozitiv qCMV
CMV inactivata in plasma umané defibrinatd contindnd gentamicina 5x0,8ml
si 0,2% azida de sodiu cu rol de conservanti.
Eticheta cu coduri de bare pentru substanta de control —
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Materiale necesare, dar disponibile separat

Nota: Materialele disponibile de la Hologic au numerele de catalog notate, cu exceptia cazului
in care se specifica altfel.

Material Nr. cat.
Sistem Panther® 303095
Sistem Panther Fusion® PRD-04172
Sistem Panther, Lichid continuu si reziduuri (Panther Plus) PRD-06067

Kit de procesare Panther pentru teste Tn timp real (numai pentru teste Tn timp real) PRD-03455 (5000 de teste)

Kit de lichide pentru testul Aptima® (cunoscut si drept Kit de lichide universale) 303014 (1000 de teste)
contine solutie de spélare Aptima, solutie tampon Aptima pentru lichidul de
dezactivare si reactiv ulei Aptima

Unitati multitub (MTU-uri) 104772-02
Kit de pungi pentru reziduuri Panther 902731
Capac pentru cos de reziduuri Panther 504405

Sau kit de procesare pentru sistem Panther
(la rularea testelor TMA care nu sunt in timp real in paralel cu testele TMA in
timp real)
contine MTU, pungi de reziduuri, capace pentru cosuri de reziduuri, auto detect
si lichide pentru test

303096 (5000 de teste)

Tuburi cu diluant pentru sange integral (numai pentru procesarea PRD-06783
esantioanelor de séange integral) (100 tuburi preumplute per pungd)

Varfuri, 1000 pl, cu filtru, conductive, detectoare de lichid si de unica folosinta 901121 (10612513 Tecan)
903031 (10612513 Tecan)
Este posibil ca unele produse sa nu fie disponibile in toate regiunile. Pentru MME-04134 (30180117 Tecan)
informatii specifice regiunii, contactati reprezentantul. MME-04128

Tnalbitor, solutie hipoclorit de sodiu intre 5 % si 8,25 % (intre 0,7 M si 1,16 M) —
Manusi de unica folosinta, fara pudra —
Capace nepenetrabile de schimb 103036A

Capace solide Hologic de inlocuire (capac de tub de unica folosintd pentru PRD-06720
procesarea sangelui integral)

Capace de schimb pentru reactivi
Reactiv de amplificare, enzimatic si al probei

flacoane pentru reconstituire CL0041 (100 de capace)
Flacon TCR CL0040 (100 capace)
Flacon TER 903302 (100 capace)

Huse captusite cu plastic pentru masa de lucru din laborator —
Servetele fara fibre —
Pipetor —
Varfuri —
Optiuni de tuburi de prelevare primare (EDTA si PPT): —

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

Centrifuga —

Mixer cu turbionare —
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Materiale optionale
Material Nr. cat.

Optiuni pentru tuburi secundare:
12 mm x 75 mm -
13 mm x 100 mm -
16 mm x 100 mm

Tuburi pentru pérti alicote din esantion Aptima (SAT) (pachet de 100 de bucéti) FAB-18184
Capac pentru tub de transport (pachet de 100 de bucati) 504415
capac pentru SAT
Diluant pentru esantioane Aptima PRD-03003
Kit diluant pentru esantioane Aptima PRD-03478

contine Diluant pentru esantioane Aptima, 100 SAT si 100 de capace
Pipete de transfer —
Betisoare cu varf de vata —

Agitator oscilant pentru tuburi —

Procedura de testare cu sistemul Panther

Nota: Consultati Manualul operatorului pentru sistemul Panther/Panther Fusion
corespunzator pentru informatii de procedurd suplimentare.

A. Pregatirea zonei de lucru

1. Curatati suprafetele de lucru unde vor fi preparati reactivii. Stergeti suprafetele de lucru cu
solutie de hipoclorit de sodiu 2,5% pana la 3,5% (0,35 M — 0,5 M). Lasati solutia de
hipoclorit de sodiu sa intre in contact cu suprafetele timp de cel putin 1 minut, iar apoi clatiti
cu apa deionizata (DI). Nu lasati solutia de hipoclorit de sodiu sa se usuce. Acoperiti
suprafata mesei de lucru din laborator cu huse curate, absorbante, captusite cu plastic.

2. Curatati o suprafata de lucru separata, unde vor fi preparate probele. Utilizati procedura
descrisa mai sus (Pasul A.1).

3. Curatati toate pipetoarele. Utilizati procedura de curatare descrisa mai sus (Pasul A.1).

B. Prepararea calibratorului si a substantelor de control

Lasati calibratorul si controlul sa ajunga la o temperaturad cuprinsa intre 15 °C si 30 °C
inainte de procesare, dupa cum urmeaza:

1. Scoateti calibratorul si substantele de control din locul de depozitare (intre -15 °C si
-35 °C) si amplasati-le la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C. Pe tot parcursul
procesului de decongelare, rasturnati usor fiecare tub pentru o amestecare temeinica.
Asigurati-va ca intregul continut al tubului este decongelat inainte de utilizare.

Optiune. Tuburile pentru calibrator si substantele de control pot fi plasate pe un
agitator oscilant pentru tuburi, pentru o amestecare temeinica. Asigurati-va ca intregul
continut al tubului este decongelat inainte de utilizare.

Nota: Evitati crearea de spuma excesiva la rasturnarea calibratorului si a substantelor
de control. Spuma compromite functia de detectare a nivelului la sistemul Panther.

2. Dupa ce continutul tubului s-a decongelat, uscati exteriorul tubului cu un servetel de
unica folosinta, curat si uscat.

3. Pentru a preveni contaminarea, nu deschideti tuburile in acest moment.
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C. Reconstituirea/pregatirea reactivului dintr-un kit nou

Nota: Reconstituirea reactivilor trebuie efectuatéd inainte de inceperea oricaror activitati
pe sistemul Panther.

1. Pentru pregatirea reactivului de capturare a analitului (TCR), efectuati urmatoarele
actiuni:
a. Scoateti TCR din locul de depozitare (2 °C — 8 °C). Verificati numarul de lot de pe
flaconul cu TCR, pentru a va asigura ca acesta se potriveste cu numarul de lot de
pe fisa cu codurile de bare ale lotului principal.

b. Agitati imediat flaconul cu TCR de 10 ori, viguros. Lasati flaconul cu TCR sa se
incalzeasca timp de minimum 45 de minute, pentru a ramane la o temperatura
cuprinsa intre 15 °C si 30 °C. in aceastd perioada, rotiti si rasturnati flaconul cu
TCR timp de cel putin 10 minute.

Optiune. Flaconul TCR poate fi pregatit pe un agitator oscilant pentru tuburi, urmand
instructiunile de mai jos: indepartati TCR din locul de depozitare (intre 2 °C si 8 °C)
si agitati imediat ferm de 10 ori. Amplasati flaconul cu TCR pe un agitator oscilant
pentru tuburi si lasati TCR sa se incalzeasca timp de minimum 45 de minute, la o
temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C.

c. Asigurati-va ca tot precipitatul este in solutie si ca particulele magnetice sunt
suspendate Tnainte de utilizare.

2. Pentru reconstituirea reactivilor de amplificare, enzimatici si promotori, efectuati
urmatoarele actiuni:
a. Scoateti reactivii liofilizati si solutiile de reconstituire corespunzatoare din locul de
depozitare (intre 2 °C si 8 °C). Corelati fiecare solutie de reconstituire cu reactivul
liofilizat al acesteia.

b. Asigurati-va ca solutia de reconstituire si reactivul liofilizat au etichete de aceeasi
culoare. Verificati numerele de lot de pe fisa cu coduri de bare a lotului principal
pentru a va asigura ca reactivii corespunzatori au fost corelati.

i. Deschideti flaconul de reactiv liofilizat scotand garnitura metalica si dopul din
cauciuc.

ii. Introduceti cu fermitate capatul crestat al colierului de reconstituire (negru) pe
flacon (Figura 4, Pasul 1).

iii. Deschideti sticla cu solutie de reconstituire ce ii corespunde si asezati capacul
pe o suprafatad de lucru curata si protejata.

iv. Amplasati flaconul cu solutie de reconstituire pe o suprafata stabila (de
exemplu, masa de lucru). Apoi rasturnati flaconul de reactiv liofilizat peste
flaconul cu solutie de reconstituire si fixati bine colierul pe flaconul cu solutie
de reconstituire (Figura 4, Pasul 2).

v. Rasturnati lent flacoanele ansamblate (flacon atasat la flaconul cu solutie)
pentru a permite scurgerea solutiei in flaconul din sticla (Figura 4, Pasul 3).

vi. Ridicati flacoanele asamblate si rotiti-le timp de minimum 10 secunde
(Figura 4, Pasul 4).

vii. Asteptati cel putin 30 de minute pentru ca reactivul liofilizat s& patrunda in
solutie.

viii. Dupa patrunderea reactivului liofilizat in solutie, rotiti ansamblul de flacoane
timp de cel putin 10 secunde si apoi oscilati usor solutia in flaconul din sticla
inainte si inapoi, pentru o amestecare temeinica.
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c. inclina’;i lent, din nou, ansamblul de flacoane, pentru a permite ca toata solutia sa
se scurga Tnapoi in flaconul cu solutie de reconstituire (Figura 4, Pasul 5).

d. Scoateti cu atentie colierul de reconstituire si flaconul din sticla (Figura 4, Pasul 6).

e. Puneti la loc capacul pe flacon. inregistrati initialele operatorului si data
reconstituirii pe eticheta (Figura 4, Pasul 7).

f.  Aruncati mansonul pentru reconstituire si flaconul de sticla (Figura 4, Pasul 8).

Avertisment: Evitati crearea de spuméa excesiva in timpul reconstituirii reactivilor.
Spuma compromite functia de detectare a nivelului la sistemul Panther.

H’1 m ™ 3 . '\/4 N

y/
7

Figura 4. Procesul de reconstituire a reactivilor

3. Scoateti reactivul de amplificare a tintei qCMV din locul de depozitare (intre 15 °C si
30 °C). Inregistrati initialele operatorului si data deschiderii pe eticheta. Verificati
numarul de lot de pe flaconul TER, pentru a va asigura ca se potriveste cu numarul
de lot de pe fisa cu codurile de bare ale lotului principal.

D. Prepararea reactivului pentru reactivi preparati anterior

1. Scoateti reactivii preparati anterior din locul de depozitare (2 °C — 8 °C). Reactivii de
amplificare, enzimatici si ai probei, precum si TCR preparati anterior trebuie sa atinga
15 °C péna la 30 °C Tnainte de inceperea testului.

2. Scoateti TER din locul de depozitare (intre 15 si 30 °C).

3. Pentru TCR preparat anterior, parcurgeti etapa C.1 de mai sus, inainte de incarcarea
pe sistem.

4. Rotiti si rasturnati reactivii de amplificare, enzimatici si promotori pentru o amestecare
temeinica, inainte de incarcarea acestora pe sistem. Evitati crearea de spuma
excesiva in timpul rasturnarii reactivilor.

Optiune. Reactivii preparati anterior pot fi pregatiti pe un agitator oscilant pentru tuburi,
urmand instructiunile de mai jos: Scoateti reactivii din locul de depozitare (2 °C — 8 °C).
Amplasati reactivii pe un agitator oscilant pentru tuburi si lasati sa se incalzeasca timp
de minimum 30 de minute, la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C.

5. Nu umpleti sticlele cu reactiv pana la refuz. Sistemul Panther va recunoaste si
respinge sticlele care au fost umplute complet.
E. Manipularea esantioanelor de plasma

1. Asigurati-va ca esantioanele prelucrate in tuburi primare sau esantioanele nediluate
in tuburi secundare sunt pastrate corespunzator in conformitate cu Prelevarea si
depozitarea esantioanelor.
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2. Asigurati-va ca esantioanele congelate sunt decongelate complet. Turbionati
esantioanele decongelate timp de 3 pana la 5 secunde, pentru ca acestea sa fie
amestecate temeinic.

3. Lasati esantioanele sa ajunga la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C, inainte
de procesare. Consultati Probe pe sistemul Panther pentru informatii suplimentare de
incarcare pe sistem.

4. Asigurati-va ca fiecare tub de recoltare primara contine pana la 1.200 pl de esantion
sau ca fiecare tub secundar contine cel putin 700 pl de esantion. Consultati tabelul
furnizat in Prelevarea esantioanelor pentru a identifica cerintele de volum mort pentru
fiecare tip de tub primar si secundar. Daca este necesara diluarea esantionului de
plasma, in cazul unui volum redus al esantionului si/sau in cazul celor care necesita
repetarea testarii, consultati etapa E.5 de mai jos pentru informatii suplimentare.

5. Diluarea esantionului de plasma

Un esantion de plasma poate fi diluat 1:3 intr-un SAT sau intr-un tub secundar,
pentru testare pe sistemul Panther.

a. Decongelati controlul negativ Aptima CMV

i. Scoateti un tub de control negativ din locul de depozitare (intre -15 °C si -35 °C)
si amplasati-I la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C. Pe tot parcursul
procesului de decongelare, rasturnati usor tubul pentru o amestecare temeinica.
Asigurati-va ca intregul continut al tubului este decongelat inainte de utilizare.

Optiune: Tubul cu substanta de control poate fi plasat pe un agitator oscilant
pentru tuburi, pentru o amestecare temeinica. Asigurati-va ca intregul continut
al tubului este decongelat Tnainte de utilizare.

ii. Dupa ce continutul tubului s-a decongelat, uscati exteriorul tubului cu un
servetel de unica folosinta, curat si uscat.

iii. Pentru a preveni contaminarea, nu deschideti tubul in acest moment.
b. Diluarea esantionului de plasma
Nota: Daca un egantion este diluat, acesta trebuie testat imediat dupa pregétirea
dilutiei.
i. Amplasati 240 ul de esantion Tn SAT.
ii. Adaugati 480 ul de substanta de control negativa.
iii. Acoperiti tubul cu un capac.
iv. Rasturnati usor de 5 ori pentru amestecare.

Esantioanele diluate 1:3 pot fi testate utilizand optiunea 1:3 pe sistemul Panther
(consultati Manualul operatorului pentru sistemul Panther/Panther Fusion pentru mai
multe informatii). Software-ul va raporta automat un rezultat pur, prin aplicarea
factorului de dilutie. Aceste esantioane vor fi marcate ca esantioane diluate.

6. Chiar inainte de incarcarea esantioanelor intr-un stativ pentru probe, centrifugati fiecare
esantion la 1000-3000g timp de 10 minute. Nu indepartati capacele la acest pas.

Consultati Pasul G.2 de mai jos pentru informatii despre incarcarea stativului si
indepartarea capacelor.
F. Manipularea esantioanelor de sénge integral

1. Asigurati-va ca esantioanele neprocesate din tuburile primare sunt depozitate in mod
corespunzator, conform Prelevarea si depozitarea esantioanelor.
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2. Asigurati-va ca esantioanele congelate sunt decongelate complet. Lasati esantioanele sa
ajunga la o temperatura cuprinsa intre 15 °C si 30 °C, inainte de procesare. Consultati
Probe pe sistemul Panther pentru informatii suplimentare de incarcare pe sistem.

3. Rasturnati usor tuburile cu sange integral de cel putin 3 ori sau agitati usor intr-un
oscilator, pana cand sangele este omogen.
4. Tnainte de procesarea mostrelor, efectuati urméatoarea procedura pentru fiecare esantion.
a. Sangele din tuburile primare trebuie amestecat bine prin rasturnare, iar mostra
trebuie transferata imediat in tubul care contine diluant pentru sange integral.

b. Adaugati 500 pl de esantion de sange integral in tubul de diluant pentru sange
integral preumplut.

c. Inchideti din nou capacul si amestecati bine esantionul timp de cel putin 5 secunde.
Consultati Pasul G.2 de mai jos pentru informatii despre incarcarea stativului si
indepartarea capacelor.

G. Pregatirea sistemului

1. Configurati sistemul conform instructiunilor din Manualul operatorului pentru sistemul
Panther/Panther Fusion si Note procedurale. Asigurati-va ca sunt utilizate stative de
reactivi si adaptoare TCR de dimensiuni adecvate.

2. Tncérca’;i probele in stativul pentru probe. Parcurgeti etapele urmatoare pentru fiecare
tub pentru probe (esantion si, daca este necesar, calibrator si controale):

a. Desfaceti capacul unui tub pentru probe, dar inca nu il scoateti.

Nota: Aveli grijé in special sa evitati contaminarea prin raspandirea aerosolilor.
Desfaceti usor capacele de pe probe.

b. Incarcati tubul pentru probe in stativul pentru probe.
Repetati pasii 2.a si 2.b pentru fiecare proba ramasa.

Dupa incarcarea probelor in stativul pentru probe, scoateti si aruncati capacul fiecarui
tub pentru probe dintr-un stativ pentru probe. Pentru a evita contaminarea, nu treceti
niciun capac pe deasupra altor stative pentru probe sau tuburi pentru probe.

e. Daca este necesar, utilizati o pipeté de transfer de unica folosintd noua, pentru
eliminarea oricaror bule sau a spumei. Bulele din tub compromit functia de
detectare a nivelului la sistemul Panther.

f. Dupa eliminarea ultimului capac, incarcati stativul pentru probe in compartimentul
de probe.

Nota: Daca rulati simultan teste si tipuri de probe diferite, securizati dispozitivul de
fixare a probelor inainte de incarcarea stativului pentru probe in compartimentul
de probe.

g. Repetati etapele de la 2.a pana la 2.f pentru urmatorul stativ pentru probe.

H. Pregatirea sistemului — Aplicarea factorului de conversie pentru esantionul de sange integral.

1. Configurati sistemul conform instructiunilor din Panther/Panther Fusion System
Operator’s Manual (Manualul operatorului pentru sistemul Panther/Panther).

2. ncércati stativul pentru esantioane.

3. Aplicati factorul de conversie pentru sangele integral la comenzile de teste de analiza
pentru esantioane de sange integral.

Nota: Factorul de conversie pentru sange integral poate fi aplicat unui intreg stativ
sau unei singure comenzi de testare.
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Pentru a aplica factorul de conversie pentru sénge integral la un intreg stativ cu
esantioane de sange integral:

a. Din ecranul Sample Rack Bay (Compartiment stative probe), apasati de doua ori
pe stativul incarcat vizat. Apare ecranul Sample Rack Loading (Incarcare stativ
probe) pentru stativul selectat.

b. Selectati Dilute All (Diluare tot).

Apare fereastra Dilution Factor (Factor de dilutie).

s -3

Incarcare stativ probe

Factor de dilutie

Selectare factor de dilutie

/\ Factor de dilutie Marcaj dilutie

1:100

EE

Factor conversie sdnge integral

Personalizat

4 inregistrari totale

Figura 5. Fereastra Dilution Factor (Factor de dilutie) din ecranul Sample Rack Loading (Incarcare
stativ egantioane) (exemplu)
Selectati Whole Blood Conversion Factor (Factor conversie sange integral).
Selectati OK.
Apare fereastra Set Dilution Factor for Rack (Setare factor de dilutie pentru stativ).
e. Selectati Yes (Da) pentru a aplica marcajul factorului de conversie pentru sange
integral la intregul stativ de esantioane de sange integral.
Pentru a aplica factorul de conversie pentru sange integral la o singura comanda de
testare (a se vedea ilustratia de mai jos):

a. Din ecranul Sample Rack Bay (incarcare stativ probe), faceti dublu clic pe stativul
incarcat cu esantionul (esantioanele) de interes.
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Apare ecranul Sample Rack Loading (Incarcare stativ probe) pentru stativul pentru
probe selectat.

b. Din ecranul Sample Rack Loading (incarcare stative probe), apasati de doud ori
pe esantionul vizat.

Apare ecranul Sample Details (Detalii proba) cu ordinele de testare curente pentru
esantionul selectat.

c. Selectati comenzile de testare vizate din panoul Test Orders (Comenzi de testare).
d. Selectati Apply Dilution (Aplicare dilutie)

o o SN ) e 0

Pozitie proba: 1

ID proba: 10001

Factor de dilutie

Selectare factor de dilutie

/', Factor de dilutie Marcaj dilutie

Factor conversie sange integral

Personalizat

4 inregistrari totale

Figura 6. Fereastra Dilution Factor (Factor de dilutie) din ecranul Sample Details (Detalii proba) (exemplu)

e. Selectati Whole Blood Conversion Factor (Factor conversie sange integral).

f. Selectati OK pentru a aplica marcajul factor de conversie pentru sange integral la
toate comenzile de testare selectate.

4. Daca este necesar, factorul de conversie pentru sange integral poate fi eliminat din
comenzile de testare inainte de inceperea procesarii.

Pentru a sterge factorul de conversie pentru sange integral la un intreg stativ:

1. Din ecranul Sample Rack Bay (Compartiment stative probe), apasati de doua ori pe
stativul Tncarcat vizat.

Apare ecranul Sample Rack Loading (Incarcare stativ probe) pentru stativul selectat.

2. Selectati Dilute All (Diluare tot).
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3. Din fereastra Dilution Factor (Factor de dilutie), debifati Whole Blood Conversion
Factor (Factor conversie sange integral).

4. Selectati OK.
Apare o fereastra Set Dilution Factor for Rack (Setare factor de dilutie pentru stativ).
5. Selectati Yes (Da) pentru a sterge factorul de conversie pentru sange integral la un
intreg stativ.
Pentru a sterge comenzile de testare pentru factorul de conversie pentru sénge integral:

1. Din ecranul Sample Rack Bay (incarcare stativ probe), faceti dublu clic pe stativul
incarcat cu esantionul (esantioanele) de interes.

Apare ecranul Sample Rack Loading (Incarcare stativ probe) pentru stativul pentru
probe selectat.

2. Din ecranul Sample Rack Loading (incarcare stative probe), apasati de doua ori pe
esantionul vizat.

Apare ecranul Sample Details (Detalii proba) cu ordinele de testare curente pentru
esantionul selectat.

Selectati comenzile de testare vizate din panoul Test Orders (Comenzi de testare).
Selectati Apply Dilution (Aplicare dilutie)

Din fereastra Dilution Factor (Factor de dilutie) debifati Whole Blood Conversion
Factor (Factor conversie sange integral).

6. Pentru a sterge Factorul de conversie pentru sange integral din comanda de testare,
selectati OK.

Note procedurale
A. Calibrator si substante de control

1. Calibratorul pozitiv gqCMV, substanta de control slab pozitiva gqCMV, substanta de
control puternic pozitivda qCMV si tuburile de substanta de control negativa qCMV pot
fi incarcate Tn orice pozitie din stativul pentru probe si in orice compartiment de
turbioprobe pe sistemul Panther. Pipetarea esantionului va incepe in momentul in
care este indeplinita una dintre cele doua conditii de mai jos:

a. Calibratorul si controalele sunt procesate in prezent de catre sistem.
b. Pe sistem sunt inregistrate rezultate valide pentru calibrator si control.

2. De indata ce tuburile pentru calibrator si tuburile pentru substanta de control au fost
pipetate si sunt in curs de procesare pentru un anumit kit de reactivi al testului
Aptima CMV Quant, esantioanele pot fi testate cu kitul asociat si reconstituit timp de
maxim 24 de ore, cu exceptia cazului in care:

a. Rezultatele calibratorului sau ale controalelor sunt nevalide.
b. Trusa de reactivi de testare asociata este indepartata din sistem.
c. Trusa cu reactivi de testare asociata a depasit limitele de stabilitate.
3. Calibratorul si fiecare tub de control pot fi utilizate o singura data. incercarile de a
folosi tubul de mai multe ori pot genera erori de procesare.
B. Pudrarea manusilor

Ca in orice sistem cu reactivi, pudra in exces pe anumite manusi poate cauza
contaminarea tuburilor deschise. Sunt recomandate manusile nepudrate.
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Controlul calitatii

O procesare sau un rezultat al esantionului poate fi invalidat(a) de catre un operator daca
sunt observate si documentate dificultati de ordin tehnic, legate de operator sau instrument
pe parcursul efectuarii testului. In acest caz, esantioanele trebuie retestate.

Esantioanele cu rezultate nevalide trebuie retestate pentru a obtine un rezultat valid.

In cazul unui rezultat invalid cauzat de o eroare ML2, nu retestati esantionul de plasma in
stare pura. Consultati Procedura de testare cu sistemul Panther, etapa E.5, din acest
prospect pentru instructiuni de diluare a esantionului.

Nota: Pentru eroarea ML2, consultati Manualul operatorului pentru sistemul Panther/Panther
Fusion pentru instructiuni de curétare a statiei de spalare magnetice.

Calibrarea testului

Pentru generarea unor rezultate valide, trebuie finalizata o calibrare a testului. Un singur
calibrator pozitiv este procesat in triplicat, de fiecare data cand un kit de reactivi este
incarcat pe sistemul Panther. Odata stabilita, calibrarea este valabila pana la 24 de ore.
Software-ul sistemului Panther alerteaza operatorul atunci cand este necesara o calibrare.
Operatorul scaneaza un coeficient de calibrare gasit in fisa cu codurile de bare ale lotului
principal, furnizata cu fiecare kit de reactivi.

In timpul procesarii, criteriile de acceptare a calibratorului sunt verificate automat de
software-ul sistemului Panther. Daca sunt valabile mai putin de doua replicate ale
calibratorului, software-ul invalideaza automat rularea. Probele din orice procesare invalidata
trebuie retestate folosind un calibrator proaspat preparat si controale proaspat preparate.

Substante de control negative si pozitive

Pentru generarea unor rezultate valide, trebuie testat un set de controale ale testului. O
replicare a controlului negativ, a controlului slab pozitiv si a controlului puternic pozitiv trebuie
testate de fiecare data cand un kit de reactivi este incarcat pe sistemul Panther. Odata
stabilite, controalele sunt valabile pana la 24 de ore. Software-ul sistemului Panther alerteaza
operatorul atunci cand sunt necesare controale.

In timpul procesérii, criteriile de acceptare a controalelor sunt verificate automat de software-ul
sistemului Panther. Pentru a genera rezultate valide, substanta de control negativa trebuie sa
obtina un rezultat ,Not Detected” (,Nedetectat”), iar substantele de control pozitive trebuie sa
obtina rezultate care sa se incadreze in parametrii predefiniti. Daca oricare dintre controale are un
rezultat nevalid, software-ul invalideaza automat procesarea. Probele din orice procesare invalidata
trebuie retestate folosind un calibrator proaspat preparat si controale proaspat preparate.

Calibrator intern/Substanta de control interna

Fiecare proba contine un calibrator intern/un control intern (IC). In timpul procesdrii, criteriile
de acceptabilitate IC sunt verificate automat de software-ul sistemului Panther. Daca un
rezultat IC este nevalid, rezultatul probei este invalidat. Fiecare proba cu un rezultat IC
nevalid trebuie retestata pentru a se obtine un rezultat valid.

Software-ul sistemului Panther este conceput pentru a verifica cu exactitate procesele, atunci
cand procedurile sunt efectuate in conformitate cu instructiunile din acest prospect si din
Manualul operatorului pentru sistemul Panther/Panther Fusion.
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Interpretarea rezultatelor

Sistemul Panther determind automat concentratia de ADN CMV pentru esantioane si controale,
prin compararea rezultatelor cu o curba de calibrare. Concentratile de ADN CMV sunt raportate
in Ul/ml si log4g Ul/ml. Interpretarea rezultatelor este prezentata in Tabelul 1 si Tabelul 2. Daca
optiunea de diluare a sangelui integral sau a plasmei este utilizata pe sistemul Panther, software-
ul calculeaza automat concentratia de ADN CMV pentru esantionul pur, prin inmultirea
concentratiei diluate cu factorul de dilutie, iar rezultatele probei vor fi marcate.

Nota: Pentru esantioanele de plasma diluate, rezultatele enumerate ca ,Not Detected”
(,Nedetectat”) sau ,<53 detected” (,Detectat <563”) pot fi generate prin diluarea unui esantion
cu o concentratie mai mare, dar apropiatd de LoD (limita de detectie) sau de LLoQ (limita
inferioard de cuantificare). Se recomanda recoltarea si testarea unui alt esantion pur, daca
nu se obtine un rezultat cantitativ.

Tabelul 1: Interpretarea rezultatelor pentru plasméa

Rezultat raportat test Aptima CMV Quant

Interpretare
Ul/ml Valoare Log,,
Nedetectat Nedetectat ADN CMV nedetectat.
<53 detectate <1,72 ADN-ul CMV este detectat, dar la un nivel
sub limita inferioara de cuantificare (LLoQ).
dela53la dela1,721a 7,00 Concentratia de ADN CMV se incadreaza in intervalul
10.000.000 liniar cantitativ LLoQ si ULoQ Ul/ml.
>10.000.000 >7,00 Concentratia de ADN CMV este peste limita
superioara de cuantificare (ULoQ).
Nevalid® Nevalid? A aparut o eroare la generarea rezultatului.

Esantionul trebuie retestat.

®Rezultatele nevalide sunt afisate cu font de culoare albastra.

Tabelul 2: Interpretarea rezultatelor pentru sédnge integral

Rezultat raportat test Aptima CMV Quant

Interpretare
Ul/ml Valoare Log,,
Nedetectat Nedetectat ADN CMV nedetectat.
Detectat <176 <2,24 ADN-ul CMV este detectat, dar la un nivel
sub limita inferioara de cuantificare (LLoQ).
176 la 10.000.000 2,241a 7,00 Concentratia de ADN CMV se incadreaza in intervalul
liniar cantitativ LLoQ si ULoQ Ul/ml.
>10.000.000 >7,00 Concentratia de ADN CMV este peste limita
superioara de cuantificare (ULoQ).
Nevalid® Nevalid? A aparut o eroare la generarea rezultatului.

Esantionul trebuie retestat.

®Rezultatele nevalide sunt afisate cu font de culoare albastra.

Aptima CMV Quant Assay 23 AW-27747-3101 Rev. 001



Interpretarea rezultatelor Aptima®

Nota: Pentru esantioanele de plasma diluata, sistemul Panther va raporta rezultate mai mari
decat ULoQ (limita superioard de cuantificare) utilizdnd notatia stiintificd daca rezultatul
esantionului diluat se afla in intervalul de analiza inainte de aplicarea factorului de dilutie.

Criteriile de acceptare pentru fiecare dintre controalele testului Aptima CMV Quant sunt
prezentate in Tabelul 3.

Nota: Intervalul de recuperare enumerat mai jos se modifica in functie de valoarea atribuita
fiecarui lot specific. Consultati concentratia atribuita listata pe fisa de coduri de bare pentru
controale furnizata cu fiecare cutie de controale.

Tabelul 3: Criterii de acceptare pentru intervalul de recuperare al testului Aptima CMV Quant

Interval de recuperare pentru

Componenta procesari valide
Control negativ n/a
Control slab pozitiv +/- 0,6 log copii/ml
Control puternic pozitiv +/- 0,5 logo copii/ml

Aptima CMV Quant Assay 24 AW-27747-3101 Rev. 001



Aptima® Limitari

Limitari

A. Utilizarea acestui test este limitata la personalul care a fost instruit in vederea procedurii.
Nerespectarea instructiunilor furnizate in prospectul din ambalaj poate conduce la
rezultate eronate.

B. Rezultatele sigure depind de recoltarea, transportul, depozitarea si procesarea adecvata
a esantioanelor.

C. Desi rare, mutatiile din regiunile extrem de conservate ale genomului viral acoperite de
primeri si/sau de sondele din testul Aptima CMV Quant pot determina cuantificarea
insuficienta sau nedetectarea virusului.
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Performante analitice

Limita de detectie utilizdnd primul Standard international al OMS

Limita de detectie (LoD) a testului este definita ca fiind concentratia de ADN CMV care este
detectata la o probabilitate de minimum 95 %, in conformitate cu CLSI EP17-A2."

Limita de detectie utilizand primul Standard international al OMS pentru plasma

LoD a fost determinata prin testarea panelurilor din cadrul primului Standard international al
OMS (cod NIBSC 09/162)* pentru CMV diluat in plasma umana negativa la CMV. 60 de
replicate din fiecare dilutie au fost testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un
total de 180 de replicate per dilutie. Analiza probit a fost efectuata pentru a genera limitele
de detectie previzionate. Valorile LoD prezentate in Tabelul 4 sunt rezultatele lotului de
reactivi cu limita de detectie previzionata maxima. LoD pentru testul Aptima CMV Quant
utilizdnd primul Standard international OMS este 40,7 Ul/ml pentru plasma.

Tabelul 4: Limita de detectie pentru plasma utilizand primul Standard international al OMS pentru CMV

Limita de detef:t,ie Concentratie (Ul/ml)

previzionata ;
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

Limita de detectie utilizdnd primul Standard international al OMS pentru séange integral

LoD a fost determinata prin testarea panelurilor din cadrul primului Standard international al
OMS pentru CMV diluat in plasma umana negativa la CMV. 60 de replicate din fiecare dilutie
au fost testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un total de 180 de replicate per
dilutie. Analiza probit a fost efectuata pentru a genera limitele de detectie previzionate.
Valorile LoD prezentate in Tabelul 5 sunt rezultatele lotului de reactivi cu limita de detectie
previzionata maxima. LoD pentru testul Aptima CMV Quant utilizand primul Standard
international al OMS este de 131,0 Ul/ml pentru sange integral.
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Tabelul 5: Limita de detectie pentru sénge integral utilizadnd primul Standard international al OMS pentru CMV

Limita de detectie previzionata Concentratie (Ul/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

Limita de detectie a genotipurilor CMV si a variantelor mutante rezistente la medicamente

Limita de detectie a genotipurilor CMV si a variantelor mutante rezistente la medicamente
in plasma

LoD a fost verificata pentru trei genotipuri diferite bazate pe secventa glicoproteinei B (gB-2,
gB-3, gB-4) si pentru variante mutante rezistente la medicamente, prin testarea diferitelor
concentratii de CMV aflate in apropierea LoD stabilite pentru plasma folosind primul Standard
international OMS (genotipul gB-1). Testarea a fost efectuata cu 30 de replicate per membru
al panelului per lot de reactivi, utilizdnd doua loturi de reactivi Aptima CMV Quant. Cea mai
mare LoD verificatd pentru toate cele trei genotipuri si variante mutante rezistente la
medicamente a fost de 40 Ul/ml, folosind ambele loturi de reactivi.

Nota: Performanta testului Aptima CMV Quant in cazul variantelor mutante CMV
rezistente la medicamente a fost evaluatd numai in esantioane de plasma.

Tabelul 6: Limita de detectie a genotipurilor CMV si a variantelor mutante rezistente la medicamente in plasma

Genotipuri/Variante mutante Concentratie (Ul/ml)
gB-2 40
gB-3 40
gB-4 35
Variante mutante UL54 si UL97* rezistente la medicamente 35
Variantd mutanta UL56** rezistenta la medicamente 35

*Mutatiile genei UL54 pot duce la rezistenta incrucisata la mai multe antivirale folosite pentru tratamentul
infectiei cu CMV, cum ar fi ganciclovir (GCV), cidofovir (CDV) si foscarnet (PFA). De asemenea, mutatiile
genei UL97 au drept rezultat rezistenta la ganciclovir (GCV).

**Mutatiile genei UL56 au drept rezultat rezistenta la letermovir (LET).
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LoD globala in plasma este de 40,7 Ul/ml.

Limita de detectie pentru toate genotipurile CMV in sange integral

LoD a fost verificata pentru trei genotipuri diferite bazate pe glicoproteina B (gB-2, gB-3 si
gB-4), prin testarea a diferite concentratii de CMV apropiate de LoD stabilitd pentru sédnge
integral, utilizdnd primul Standard international OMS pentru CMV (genotipul gB-1). Testarea
a fost efectuata cu 30 de replicate per membru al panelului per lot de reactivi, utilizand doua
loturi de reactivi Aptima CMV Quant. Cea mai mare LoD verificata pentru toate cele trei
genotipuri a fost de 150 Ul/ml, utilizand ambele loturi de reactivi.

Tabelul 7: Limita de detectie pentru toate genotipurile CMV in sénge integral

Genotip Concentratie (Ul/ml)
gB-2 150
gB-3 150
gB-4 130

LoD globala in sange integral este de 150 Ul/ml.

Aptima CMV Quant Assay 28 AW-27747-3101 Rev. 001



Aptima® Performante analitice

Intervalul liniar

Intervalul liniar in plasma

Intervalul liniar a fost stabilit prin testarea panelurilor de CMV diluate in plasma umana
negativa la CMV, in conformitate cu CLSI EP06-A.” Panelurile s-au incadrat intr-un interval
de concentratii intre 1,62 log4g Ul/ml si 7,30 log4g Ul/ml. Testul Aptima CMV Quant a
demonstrat liniaritatea in intervalul testat. Limita superioara de cuantificare (ULoQ) a testului
este de 7 Log4g Ul/ml, dupa cum se arata in Figura 7.

10,00
9,00
8,00
7.00 .....-A
0 R2=0,9996

6,00
5,00

4,00 A . .
A Plasma - in afara intervalului de

. analizd
® Plasma —in intervalul de analiza

Rezultat raportat test Aptima CMV Quant (Log,, Ul/ml)
= N w
o o o
o o o
[

o
o
S

0,00 1,00 200 300 400 500 600 700 800 9,00 10,00
Concentratie tinta CMV (Log,, Ul/ml)

Figura 7. Liniaritatea in plasma
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Intervalul liniar in sangele integral

Intervalul liniar a fost stabilit prin testarea panelurilor de CMV diluate in sange integral uman
negativ la CMV, in conformitate cu CLSI EP06-A.” Panelurile s-au incadrat intr-un interval de
concentratii intre 2,15 logqg Ul/ml si 7,3 log4g Ul/ml pentru sange integral. Testul Aptima
CMV Quant a demonstrat liniaritatea in intervalul testat. Limita superioara de cuantificare
(ULoQ) a testului este de 7 logqg Ul/ml, dupd cum se arata in Figura 8.
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Figura 8. Liniaritatea in sdnge integral
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Liniaritatea la nivelul genotipurilor de CMV
Liniaritatea la nivelul genotipurilor de CMV in plasma
Liniaritatea pentru genotipurile bazate pe glicoproteina, gB-2, gB-3 si gB-4, fost stabilita prin
testarea panelurilor de CMV diluate in plasma umana negativa la CMV, la concentratii situate

intre 1,72 log4o Ul/ml si 7,00 logqo Ul/ml. Liniaritatea a fost demonstrata pe tot intervalul
testat, pentru toate genotipurile testate, asa cum se arata in Figura 9.
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Figura 9. Liniaritatea la nivelul genotipurilor CMV gB-2, gB-3 si gB-4 in plasma
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Liniaritate la nivelul genotipurilor CMV in sange integral

Raspunsul liniar pentru genotipurile bazate pe glicoproteina, gB-2, gB-3 si gB-4, a fost
verificat prin testarea panelurilor de CMV diluate in sange integral negativ la CMV, la
concentratii situate intre 2,25 logqg IU/ml — 7,00 log4q IU/ml. Liniaritatea a fost demonstrata
pe tot intervalul, pentru toate cele trei genotipuri testate, asa cum se arata in Figura 10.
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Figura 10. Liniaritatea la nivelul genotipurilor CMV gB-2, gB-3 si gB-4 in sdnge integral
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Limita inferioara de cuantificare utilizdnd primul Standard international al OMS

Limita inferioara de cuantificare (LLoQ) este definita drept cea mai scazuta concentratie la

care ADN-ul CMV este cuantificat in mod fiabil cu o eroare totald, conform CLSI EP17-A2.*
Eroarea totala a fost estimata utilizand modelul Westgard: Eroare totala (TE) = |abatere| +

28D. Pentru a asigura acuratetea si precizia masuratorilor, eroarea totala a testului Aptima

CMV Quant a fost setata la 1 logqg Ul/ml (adica, la LLoQ, diferenta dintre doua masuratori

mai mare de 1 logqg Ul/ml este semnificativa din punct de vedere statistic).

Limita inferioara de cuantificare utilizand primul Standard international al OMS
pentru plasma

LoD a fost determinata prin testarea panelurilor din cadrul primului Standard international al
OMS (cod NIBSC 09/162, genotip gB-1)*' pentru ADN-ul CMV diluat in plasma umana
negativa la CMV. 60 de replicate din fiecare dilutie au fost testate cu fiecare din cele trei
loturi de reactivi pentru un total de 180 de replicate per dilutie. Rezultatele LLoQ pentru cele
trei loturi de reactivi sunt prezentate in Tabelul 8. Rezultatele obtinute din lotul de reactivi cu
cea mai mare concentratie, care indeplinesc cerintele TE si detectia 2 95%, sunt prezentate
in Tabelul 9. LLoQ generat cu Primul standard international OMS pentru CMV in plasma este
de 53 Ul/ml.

Tabelul 8: Determinarea LLoQ utilizand primul Standard international al OMS pentru CMV diluat in plasmé

Lot d_e N N detectat Conc_enfrat,le Aptima CMV SD |Abatere] Calculat
reactiv tinta Quant TE

(logqo Ul/ml)  (logqq Ul/ml) (logqo Ul/ml) (logqo Ul/ml) (logqq Ul/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 = deviatie standard
Membrii panelului care au indeplinit obiectivul de acuratete (TE <= 1) si 2 95% detectie pentru Loturile de reactivi 1, 2
si 3 sunt evidentiati.
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Tabelul 9: Rezumatul LLoQ pentru plasma utilizdnd primul standard international OMS pentru CMV

Lot de reactiv (Ul/ml) (log4g Ul/iml)
1 53 1,72
2 41 1,61
3 47 1,67

Limita inferioara de cuantificare utilizdnd primul Standard international al OMS pentru
sange integral

LLoQ a fost determinata prin testarea panelurilor din cadrul primului Standard international al
OMS pentru ADN CMV diluat in plasma umana CMV-negativa. 60 de replicate din fiecare
dilutie au fost testate cu fiecare din cele trei loturi de reactivi pentru un total de 180 de
replicate per dilutie. Rezultatele pentru cele trei loturi de reactivi sunt prezentate in

Tabelul 10. Rezultatele obtinute din lotul de reactivi cu cea mai mare concentratie, care
indeplinesc cerintele TE si detectia 2 95%, sunt prezentate in Tabelul 11. LLoQ generat cu
Primul standard international OMS pentru CMV in sange integral este de 176 Ul/ml.

Tabelul 10: Determinarea LLoQ utilizdnd primul Standard international al OMS pentru CMV diluat in sénge
integral

Concentratie AptimaCMV

Lot de N N detectat tinta Quant

SD |Abatere| TE calculat

reactiv
(log4g Ul/iml) (log1o Ul/iml)  (logqo Ul/ml)  (logqq Ul/ml) (log4o Ul/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 = deviatie standard
Membrii panelului care au Tndeplinit obiectivul de acuratete (TE < 1) si = 95% detectie pentru Loturile de reactivi 1, 2 si 3 sunt
evidentiati.
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Tabelul 11: Rezumatul LLoQ pentru sénge integral utilizdnd primul standard international OMS pentru CMV

Lot de reactiv (Ul/ml) (log4o Ul/ml)
1 138 2,14
2 106 2,02
3 176 2,25

Determinarea limitei inferioare de cuantificare la nivelul genotipurilor de CMV si al
variantelor mutante rezistente la medicamente

Limita inferioara de cuantificare la nivelul genotipurilor si al variantelor mutante
rezistente la medicamente in plasma

LLoQ stabilita utilizdnd primul Standard international al OMS a fost verificatd prin testarea
dilutiilor genotipurilor de CMV gB-2, gB-3, gB-4 si ale variantelor mutante rezistente la
medicamente in plasma umana negativa la CMV. 60 de replicate pentru fiecare membru al
panelului au fost testate cu un lot de reactiv. Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 12. LLoQ
calculata pentru genotipurile gB-2, gB-3, gB-4 si variantele mutante rezistente la
medicamente obtinutd din lotul de reactivi cu cea mai mare concentratie, care indeplineste
cerintele TE si detectia 2 95%, este prezentata in Tabelul 13. In cadrul acestui test, LLoQ
global pentru plasma este de 53 Ul/ml.

Nota: Performanta testului Aptima CMV Quant in cazul variantelor mutante CMV
rezistente la medicamente a fost evaluatd numai in esantioane de plasma.

Tabelul 12: Determinarea LLoQ la nivelul genotipurilor si al variantelor mutante rezistente la medicamente in
plasma

Concentratie = Aptima CMV

Geno_tipuril tints Quant SD |Abatere| TE calculat
Variante N % detectat ’
mutante (log1o Uliml)  (logqg Ulml) (logsq UlimI) (logqo Ul/ml)  (logqe Uiml)
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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Tabelul 12: Determinarea LLoQ la nivelul genotipurilor si al variantelor mutante rezistente la medicamente in
plasma (continuare)

Concentratie = Aptima CMV

Genotipuri/ tints Quant SD |Abatere| TE calculat
Variante N % detectat ’
mutante
(log4o Ul/ml) (log4o Ul/ml) (logqg Ul/ml) (logqg Ul/ml)  (logqq Ul/ml)
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
Varianta
mutants 60 98,3 1,54 1,58 0,32 0,04 0,68
rezistenta la
medicamente 60 98,3 1,60 1,72 0,33 0,12 0,79
(UL54 si
uL97) 60 100,0 1,65 1,74 0,22 0,08 0,51
60 100,0 1,70 1,83 0,24 0,14 0,61
60 95,0 1,48 1,54 0,28 0,07 0,64
Varianta 60 96,7 1,54 1,60 0,30 0,06 0,65
mutanta
rezistenta la 60 100,0 1,60 1,69 0,26 0,08 0,60
medicamente
(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 = deviatie standard
Membrii panelului care au indeplinit obiectivul de acuratete (TE < 1) si 2 95% detectie pentru Loturile de reactivi 1, 2 si
3 sunt evidentiati.

Tabelul 13: Rezumatul LLoQ la nivelul genotipurilor si al variantelor mutante rezistente la medicamente in plasmé

Genotipuri/Variante mutante LLoQ
(Ul/ml) (log4o Ul/ml)
gB-2 50 1,70
gB-3 35 1,55
gB-4 24 1,38
Varianta mutanta rezistenta la medicamente 38 1,57

UL54 si UL97*

Variantd mutanta rezistenta la medicamente 35 1,54
uL56**

*Mutatiile genei UL54 pot duce la rezistenta incrucisata la mai multe antivirale folosite pentru tratamentul
infectiei cu CMV, cum ar fi ganciclovir (GCV), cidofovir (CDV) si foscarnet (PFA). De asemenea, mutatiile
genei UL97 au drept rezultat rezistenta la ganciclovir (GCV).

**Mutatiile genei UL56 au drept rezultat rezistenta la letermovir (LET).
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Limita inferioara de cuantificare la nivelul genotipurilor in sange integral

LLoQ stabilitd utilizadnd primul Standard international al OMS a fost verificata prin testarea
dilutiilor genotipurilor de CMV gB-2, gB-3 si gB-4 in sange integral uman negativ la CMV. 60
de replicate pentru fiecare membru al panelului au fost testate cu un lot de reactiv.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul 14. LLoQ pentru genotipurile gB-2, gB-3 si gB-4
obtinuta din lotul de reactivi cu cea mai mare concentratie, care indeplineste cerintele TE si
detectie = 95%, este prezentatd in Tabelul 15. In cadrul acestui test, LLoQ global pentru
sange integral este de 176 Ul/ml.

Tabelul 14: Determinarea LLoQ la nivelul genotipurilor in sénge integral

Con::itra‘r:;ra;ie Aptg:::tMV SD |Abatere| TE calculat
Genotip N N detectat ’
(logqo Ul/ml) (logqg Ul/ml) (logqe Ul/ml) (logqo Ul/ml)  (logqg Ul/iml)

60 56 2,08 1,77 0,43 0,30 1,16

60 56 2,15 1,87 0,39 0,27 1,06

60 56 2,20 1,80 0,59 0,40 1,58

60 58 2,26 1,97 0,41 0,28 1,11
gB-2

60 59 2,30 2,06 0,50 0,24 1,24

60 57 2,34 2,01 0,52 0,33 1,38

60 59 2,38 2,11 0,36 0,27 1,00

60 60 2,41 2,19 0,30 0,23 0,84

60 46 2,08 1,73 0,59 0,35 1,53

60 54 2,15 1,78 0,50 0,36 1,37
gB-3 60 54 2,20 1,87 0,50 0,33 1,34

60 58 2,26 2,02 0,52 0,23 1,27

60 58 2,30 2,02 0,32 0,28 0,92

60 55 2,08 1,78 0,53 0,30 1,37
gB-4 60 57 2,15 1,97 0,40 0,18 0,97

60 58 2,20 2,09 0,39 0,12 0,89

SD = deviatie standard

Tabelul 15: Rezumatul LLoQ la nivelul genotipurilor in sdnge integral

Genotip LLoQ
(Ul/ml) (log4g Ul/iml)
gB-2 129 2,11
gB-3 104 2,02
gB-4 93 1,97
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Trasabilitate la primul Standard international al OMS

O serie de standarde secundare cu concentratii cunoscute au fost utilizate pe intreg
parcursul dezvoltarii si fabricarii produsului, pentru stabilirea trasabilitatii la primul Standard
international al OMS. Primul Standard international al OMS pentru CMV a fost diluat si testat
impreuna cu standardele secundare, precum si substantele de control si calibratorii utilizati in
testul Aptima CMV Quant pentru a evalua trasabilitatea conform CLSI EP32-R.* Standardele
secundare au inclus concentratii cuprinse intre 1,80 si 6,60 logqg Ul/ml.

Trasabilitate la primul Standard international al OMS folosind plasma

Concentratiile testate pentru primul Standard international al OMS pentru CMV au fost
cuprinse intre 2,18 si 4,70 logqg Ul/ml. Panelurile OMS pentru plasma, standardele
secundare, controalele testului si calibratoarele testului s-au recuperat conform asteptarilor in
intervalul liniar al testului, dupa cum se poate observa din Figura 11.
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Figura 11. Trasabilitate intre concentratiile tinta ale primului Standard international al OMS pentru CMV
si concentratiile raportate in testul Aptima CMV Quant (standard OMS diluat in plasma)
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Trasabilitate la primul Standard international al OMS folosind sénge integral

Concentratiile testate pentru primul Standard international al OMS pentru CMV in séange
integral au fost cuprinse intre 2,70 si 4,70 log4g Ul/ml. Panelurile de sénge integral cu
standardele OMS, standardele secundare, substantele de control ale testului si calibratorii
testului au fost recuperate conform asteptarilor, in intervalul liniar al testului, dupd cum se
poate vedea pe Figura 12.
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Figura 12. Trasabilitate intre concentratiile tinta ale primului Standard international al OMS pentru CMV
si concentratiile raportate in testul Aptima CMV Quant (standard OMS diluat in sdnge integral)
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Precizie

Plasma

Pentru evaluarea preciziei, a fost realizat un panel cu 6 membri prin diluarea esantioanelor
clinice pozitive la CMV sau cu CMV de cultura, in plasma negativa la CMV. Panelul a fost
testat de trei operatori, utilizand trei loturi de reactivi pe trei sisteme Panther, in decurs de 20
de zile de testare sau mai multe. Fiecare operator a efectuat doua rulari pe zi si fiecare
membru al panelului a fost testat in duplicat in fiecare rulare. Studiul a fost conceput si
analizat in conformitate cu recomandarile CLSI EP-05-A3."

Tabelul 16 arata precizia rezultatelor testului (exprimata in log4g Ul/ml) intre instrumente,
intre operatori, intre loturi de reactivi, intre executii, intre zile, in cadrul executiilor si per total.
Variabilitatea totala s-a datorat in principal variabilitatii din cadrul rularii (adica datorita erorii
aleatorii).

Tabelul 16: Precizia testului Aptima CMV Quant in plasma

Concentratie intre intre intre intre intre in cadrul

N medie loturi instrumente operatori zile executii  executiei Total
(log4o Ul/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 = deviatie standard
Nota: Variabilitatea pentru unii factori poate fi negativa din punct de vedere numeric, lucru valabil daca variabilitatea este
foarte scazuta din cauza factorilor respectivi. Cand se intampla acest lucru, SD este afisata ca 0.

Sange integral

Pentru evaluarea preciziei, a fost realizat un panel cu 6 membri prin diluarea esantioanelor
clinice pozitive la CMV sau imbogatite cu CMV de cultura in sange integral negativ la CMV.
Panelul a fost testat de trei operatori, utilizand trei loturi de reactivi pe trei sisteme Panther,
in decurs de 20 de zile de testare sau mai multe. Fiecare operator a efectuat doua rulari pe
zi si fiecare membru al panelului a fost testat in duplicat in fiecare rulare.

Tabelul 17 arata precizia rezultatelor testului (exprimata in log4g Ul/ml) intre instrumente,
intre operatori, intre loturi, intre executii, intre zile, in cadrul executiilor si per total.
Variabilitatea totala s-a datorat in principal variabilitatii din cadrul rularii (adica datorita erorii
aleatorii).
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Tabelul 17: Precizia testului Aptima CMV Quant in sdnge integral

Concentratie intre intre intre intre intre in cadrul
N medie loturi instrumente  operatori zile executii  executiei Total
(logq Ul/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 = deviatie standard
Nota: Variabilitatea pentru unii factori poate fi negativa din punct de vedere numeric, lucru valabil daca variabilitatea este
foarte scazuta din cauza factorilor respectivi. Cand se intdmpla acest lucru, SD este afisata ca 0.

Substante cu potential de interferenta

A fost evaluata sensibilitatea testului Aptima CMV Quant la interferenta generata de nivelurile
ridicate de substante endogene, de anticoagulante si de medicamente prescrise in mod
obisnuit pacientilor cu transplant. Concentratiile de testare pentru fiecare dintre substantele
de interferenta au fost selectate pe baza referintelor bibliografice disponibile si a orientarilor
furnizate de CLSI EPO7* si EP37". Au fost testate probele de plasma negative la CMV si
probele Tmbogatite cu CMV la o concentratie de 2,22 logqq Ul/ml si 3,30 log4g Ul/ml. Probele
de sange integral negative la CMV si probele imbogatite cu CMV la o concentratie de 2,72 si
4,00 log4g UI/ml de ADN CMV au fost testate pentru hemoglobina

Nu s-a observat nicio interferenta in performanta testului in probele de plasma in prezenta
albuminei (60 mg/ml), a hemoglobinei (10 mg/ml), a trigliceridelor (15 mg/ml), a bilirubinei
neconjugate (0,4 mg/ml) sau a ADN-ului genomic uman (2 pyg/ml). Nu s-a observat nicio
interferenta in performanta testului in probele de sénge integral imbogatite cu 100 mg/ml de
hemoglobina.

Esantioanele clinice de plasma de la pacientii cu niveluri ridicate de substante specificate
sau de la pacientii cu afectiunile enumerate in Tabelul 18 au fost testate cu testul Aptima
CMV Quant. Nu s-a observat nicio interferenta in performanta testului.

Tabelul 18: Tipuri de esantioane clinice testate

Tipuri de esantioane clinice Numarul de esantioane clinice testate
1 Anticorp antinuclear (ANA) 10
2 Lupus eritematos sistemic (LES) 10

Rheumatoid arthritis (RA) [Artrita

reumatoida (AR)] 10
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Nu s-a observat nicio interferenta in performanta testului in prezenta substantelor exogene
enumerate in Tabelul 19 la concentratii de cel putin trei ori mai mari decat C, 5, a
medicamentelor in plasma umana.

Tabelul 19: Substante exogene

Grup de
substante Substante exogene testate
exogene
1 Cefotetan, clavulanat de potasiu, ticarcilina disodica, vancomicina
2 Piperacillin
3 Sulfametoxazol
4 Tazobactam sodic, trimetoprim, fluconazol
5 Ganciclovir, valganciclovir, cidofovir, foscarnet, valaciclovir, aciclovir,
letermovir
6 Azatioprina, ciclosporina, micofenolat mofetil, acid micofenolic
Sirolimus, tacrolimus, prednison, everolimus
8 Citrat de sodiu, EDTA, heparina
Specificitate

Specificitatea a fost determinata prin testarea a 780 de esantioane clinice negative la CMV,
congelate. Specificitatea a fost calculata ca procentaj al probelor negative la CMV cu
rezultatele ,Not Detected” (,Nedetectat”) versus numarul total de probe testate pentru fiecare
tip de proba.

ADN-ul CMV nu a fost detectat in 389 de probe pentru plasma si in 390 de probe pentru
sange integral. Specificitatea a fost de 99,7% (389/390, Cl 95%: 98,6-100%) pentru plasma
si 100% (390/390, 95% CI: 99,3-100%). Specificitatea combinata a testului Aptima CMV
Quant pentru plasma si sange integral a fost de 99,9% (779/780, 95% CI: 99,3-100%).

Tabelul 20: Specificitate in esantioane de plasma si sénge integral

Plasma si sange

Plasma Sange integral integral
Replicari valide (n) 390 390 780
Nedetectat 389 390 779
Specificitate 99,7% 100% 99,9%
(95% Cl) (98,6-100) (99,3-100) (99,3-100)

ClI = interval de incredere
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Specificitatea analitica

Potentiala reactivitate incrucisata la agentii patogeni enumerati in Tabelul 21 a fost evaluata
in plasma umana negativa la CMV in prezenta sau in absenta a 2,2 logqg Ul/ml si

3,3 log4g Ul/ml de CMV. Trei paraziti sanguini gasiti in probe de sange integral au fost, de
asemenea, evaluati in sange integral negativ la CMV, in prezenta sau in absenta a 2,7 log4q
Ul/ml si 4,0 logqo Ul/ml de CMV. Agentii patogeni au fost testati la cea mai mare concentratie
disponibila. Nu a fost observata nicio reactivitate incrucisata sau interferenta.

Tabelul 21: Agenti patogeni testati pentru specificitatea analitica

Microorganism/Agent Microorganism/Agent

Concentratie Concentratie

patogen patogen
Adenovirus tip 4 1.886 TCID50/mP Mycobacterium intracellulare 1.000.000 CFU/ml
Poliomavirus BK 1.000.000 cp/ml® Mycoplasma genitalium 1.000.000 CFU/ml
Virusul Epstein-Barr 1.000.000 cp/ml Mycoplasma pneumoniae 1.000.000 CFU/ml
Virusul hepatitei B 1.000.000 IU/ml ¢ Neisseria gonorrhoeae 1.000.000 CFU/ml
Virusul hepatitei C 1.000.000 cp/ml Propionibacterium acnes 1.000.000 CFU/ml
Virusul Herpes simplex de tip 1 1.428.571 TCID50/m Salmonella enterica serovar 1.000.000  CFU/mI
Typhimurium
Virusul Herpes simplex de tip 2 147.143 TCID50/ml Staphylococcus aureus 1.000.000 CFU/ml
HIV-1 subtip B 1.000.000 cp/ml Staphylococcus epidermidis 1.000.000 CFU/ml
Virusul herpetic uman 6A 1.000.000 cp/ml Streptococcus agalactiae 1.000.000 CFU/ml
Virusul herpetic uman 7 1.428.571 TCID50/ml Streptococcus pneumoniae 1.000.000 CFU/ml
Virusul herpetic uman 8 1.000.000 cp/ml Streptococcus pyogenes 1.000.000 CFU/ml
Metapneumovirus uman 192.857 TCID50/mlI Aspergillus niger 485.000 CFU/ml
Papilomavirus uman de tip 18 1.000.000 cp/ml Candida albicans 1.000.000 CFU/ml
Virusul paragripal uman 944 TCID50/ml Cryptococcus neoformans 1.000.000 CFU/ml
Virusul gripei 3.857 TCID50/mlI Trichomonas vaginalis 1.000.000 celule/ml
Rinovirus 7.257 TCID50/mlI Leishmania major* 1.000.000 celule/ml
Virusul varicelo-zosterian 1.000.000 cp/ml Babesia microti* 1.000.000 celule/ml
Virusul Zika 29.286 TCID50/ml Plasmodium falciparum* 1.000.000 celule/ml
Chlamydia trachomatis 1.000.000 CFU/ml ¢
Clostridium perfringens 1.000.000 CFU/ml
Corynebacterium diphtheriae 1.000.000 CFU/ml
Enterococcus faecalis 1.000.000 CFU/mI
Escherichia coli 1.000.000 CFU/mlI
Klebsiella pneumoniae 1.000.000 CFU/ml
Listeria monocytogenes 1.000.000 CFU/ml

*TCID50/ml = unitati cultura tisulara doza infectioasa per ml
°cp/ml = copii virale pe ml

°lU/ml = unitati internationale per ml

YCFU/ml = unitati formatoare de colonii per ml

*Testat cu tipul de proba de sange integral
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Diluarea probei de plasma utilizand controlul negativ Aptima CMV (1:3)

Pentru a evalua acuratetea cuantificarii ADN-ului CMV in probele de plasma diluate cu
controlul negativ Aptima CMV, probele cu concentratii distribuite n intervalul liniar au fost
diluate 1:3 cu controlul negativ Aptima CMV (240 ul de proba combinata cu 480 ul de control
negativ Aptima CMV). Esantioanele pure si diluate au fost testate in triplicat. Testarea a fost
efectuata utilizdnd un singur lot de reactivi pe un sistem Panther cu doua loturi de control
negativ Aptima CMV. Diferenta dintre rezultatele testului pur si ale celui diluat a fost calculata
pentru fiecare set de probe, dupa cum se arata in Tabelul 22. Concentratiile probelor au fost
recuperate cu precizie in probele diluate, dupa incorporarea factorului de dilutie.

Tabelul 22: Repetabilitatea esantioanelor clinice de plasma diluate in control negativ

Esantion de Plasmé_ in stare pyré Esantion c!e plasrné diluatév Diferents
Concentratie medie r_aportata Concentratie medie r_aportata (logp Ul I’m )
(logqg Ul/ml) n=3 (logqg U/ml) n=6
2,30 2,42 0,12
2,50 2,60 0,11
3,03 3,02 0,01
3,46 3,45 -0,01
3,29 3,29 0,00
4,64 4,43 -0,21
5,32 5,31 -0,01
6,43 6,44 0,01
6,91° 6,95 0,05
>ULoQ* 7,41° n/a

*Rezultat obtinut din doua replicari. Patru rezultate au fost ,Detectate”, dar nu a fost cuantificate.
°Rezultat obtinut din doua replicari. Un rezultat a fost ,Detectat”, dar nu a fost cuantificat deoarece era >ULoQ.
°Trei rezultate au fost ,Detectate”, dar nu cuantificate deoarece erau >ULoQ.

‘Rezultat obtinut din patru replicari. Doua rezultate au fost ,Detectate”, dar nu au fost cuantificate deoarece
erau >ULoQ.
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Confirmarea LoD si LLoQ utilizdnd primul Standard international al OMS pentru
CMV diluat in substanta de control negativa Aptima CMV

LoD si LLoQ ale testului Aptima CMV Quant au fost confirmate utilizadnd primul Standard
international al OMS pentru CMV (Cod NIBSC 09/162) in plasma, diluat 1:3 folosind controlul
negativ Aptima CMV. Probele au fost preparate din plasma umana negativa la CMV, cu
concentratii CMV de 90, 105, 120, 135, 150 si 165 Ul/ml. Fiecare panou a fost diluat 1:3 in
controlul negativ Aptima CMV chiar Tnhainte de testare, la concentratii finale de aproximativ
30, 35, 40, 45, 50 si 55 Ul/ml. Un total de 60 de replicari pentru fiecare membru al panelului
au fost testate cu un lot de reactiv pe parcursul a trei zile. Eroarea totala a fost estimata
utilizand modelul Westgard: Eroare totala (TE) = |abatere| + 2SD. Toate probele cu o
concentratie de 245 Ul/ml au avut 295% detectie si eroare totala (ET) de <1 log4g Ul/ml,
dupa cum se arata in Tabelul 23. Acest lucru confirma LLoQ pentru CMV cu probe diluate cu
control negativ.

Tabelul 23: LoD si LLoQ ale probelor de plasma diluate 1:3 folosind controlul negativ

Concentratia Aptima
tinta dupa CMV Quant pentru SD |Abatere| TE calculat
diluarea 1:3 esantionul diluat

% Concentratia tinta
Detectat dupa diluarea 1:3

(Ul/ml) (log4o Uml) (logsoUUml)  (log4o Uiml) (logqo UUml)  (logyo Uliml)

60 98,3% 45 1,65 1,73 0,22 0,08 0,53

Transferul

Contaminarea la transfer a fost evaluata pentru sistemul Panther folosind plasma ca tip de
proba, utilizand alte teste cu incarcatura virala (testul Aptima HIV-1 Quant Dx, testul Aptima
HCV Quant, testul Aptima HBV Quant). Nu a fost observata nicio contaminare la transfer in
testele anterioare. Pentru a stabili daca sistemul Panther minimizeaza riscul rezultatelor fals
pozitive provenite din contaminarea la transfer pentru tipul de probe cu sange integral, a fost
efectuat un studiu folosind paneluri imbogatite pe trei sisteme Panther. Transferul a fost evaluat
utilizand probe de sénge integral imbogatite cu ADN CMV de titru ridicat (6 log4g Ul/ml),
intercalate intre probe negative la CMV, intr-un model de tabla de sah. Testele au fost efectuate
pe parcursul a douasprezece cicluri. Rata globala de transfer a fost de 0,24 % (1/423).
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Corelatia metodelor
Acest studiu a fost conceput in conformitate cu CLSI EP09c."*

Corelatia metodelor pentru plasma

Performanta testului Aptima CMV Quant a fost evaluata in raport cu testul de comparatie
CMV, prin testarea esantioanelor clinice nediluate de la pacienti pozitivi la CMV si a
esantioanelor pretestate realizate din diverse tulpini de virus de cultura, apartinand tuturor
celor patru genotipuri, imbogatite in plasma EDTA negativa a donatorului individual. Un total
de 160 esantioane clinice si 115 esantioane pretestate din intervalul liniar comun pentru
ambele teste a fost utilizat pentru regresia Deming, asa cum se arata in Figura 13.
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6.0 y=0,20 + 0,99x

R2=0,992
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4,0

3,0

Test Aptima CMV Quant (Log,, Ul/ml)

2,0
1,0

0,0
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0

Test comparator CMV (Log,, Ul/ml)

Figura 13. Corelatia dintre incarcatura virala CMV in testul Aptima CMV Quant si un test comparator
CMV pe probe de plasma de testare
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Corelatia metodelor pentru sange integral

Performanta testului Aptima CMV Quant a fost evaluata in raport cu testul de comparatie
CMYV, prin testarea esantioanelor clinice nediluate de la pacienti pozitivi la CMV si a
esantioanelor pretestate realizate din diversi virusi de cultura, imbogatiti in plasma EDTA
negativa a donatorului individual. Un total de 159 esantioane clinice si 83 esantioane
pretestate din intervalul liniar comun pentru ambele teste a fost utilizat pentru regresia
Deming, asa cum se arata in Figura 14.
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Figura 14. Corelatia dintre incarcatura virald CMV in testul Aptima CMV Quant si un test comparator
CMV pe probe de sédnge integral de testare
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Reproductibilitate

Reproductibilitatea in esantioane de plasma

Reproductibilitatea testului Aptima CMV Quant in plasma a fost evaluata in trei centre
externe. Doi operatori au efectuat testarea la fiecare centru. Fiecare operator a efectuat o
procesare pe zi pe parcursul a 5 zile, folosind un lot de reactivi pe parcursul testarii. Fiecare
rulare a avut trei replicari ale fiecarui membru al panelului.

Reproductibilitatea a fost testata utilizand membri ai panelului pregatiti prin diluarea
esantioanelor clinice pozitive la CMV sau cu CMV de cultura in plasma EDTA negativa la
CMV. Concentratiile de ADN CMV s-au inscris in intervalul liniar al testului.

Tabelul 24 prezinta reproductibilitatea si precizia rezultatelor testelor pentru fiecare membru
pozitiv al panelului, intre centre, intre operatori, intre zile, intre executii, in cadrul executiilor
si per total. Coeficientul de variatie a fost calculat folosind urmatoarea ecuatie, unde o’ este
varianta de referintd a datelor dupa transformarea log¢q

%CV = 100 x /10°° %13 (10) _ 1

Tabelul 24: Reproductibilitatea nivelului ADN-ului CMV pentru testul Aptima CMV Quant pe sistemul Panther
pentru membrii pozitivi ai panelului in plasma

Media observati Contributia la variatia totala

SD (%CV?) Variatia
N — ~ ~ — — totala
Ul/ml Logqo Ul/ml Intre Intre . In.tre Intre ) In cad'l:ul SD (%CV)
centre operatori zile executii executiilor

0,05 0,00 0,06 0,00 0,17 0,18

9% 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

90 603,27 2,76 (3.99) (2,22) (15,68)  (10.25)  (27.04)  (33.67)
0,06 0,00 0,09 0,06 0,11 0,16

9% 2.428,54 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) ©) (21.66)  (28,90)
0,08 0,00 0,06 0,02 0,08 0,13

9 3.821.364,62 6.57 (19,12) 0) (14,22) (4,02) (17,45) (30,25)

%CV = coeficient de variatie log-normal, SD = deviatie standard (log4g Ul/ml)

Nota: Variabilitatea unor factori poate fi negativa numeric. Acest lucru se poate intampla daca
variabilitatea acelor factori este foarte mica. in aceste cazuri, SD si %CV sunt afisate ca 0.

Reproductibilitatea in probele de sange integral

Reproductibilitatea testului Aptima CMV Quant in sénge integral a fost evaluata in trei centre
externe. Doi operatori au efectuat testarea la fiecare centru. Fiecare operator a efectuat o
procesare pe zi pe parcursul a 5 zile, folosind un lot de reactivi pe parcursul testarii. Fiecare
rulare a avut trei replicari ale fiecarui membru al panelului.
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Reproductibilitatea a fost testata utilizand membri ai panelului pregatiti prin diluarea
esantioanelor clinice pozitive la CMV sau cu CMV de cultura in sange integral EDTA negativ
la CMV. Concentratiile de ADN CMV s-au inscris in intervalul liniar al testului.

Tabelul 25 prezinta reproductibilitatea si precizia rezultatelor testelor pentru fiecare membru
pozitiv al panelului intre centre, intre operatori, intre zile, intre executii, in cadrul executiilor si
per total, excluzdnd un rezultat cu deviatie extrema (0,2%, 1/533). Coeficientul de variatie a
fost calculat folosind urmatoarea ecuatie, unde o’ este varianta de referintd a datelor dupa
transformarea logqq.

0% CV = 100 x  10°° *In (10) _ 1

Pentru toti membrii panelului pozitivi la CMV si negativi la CMV, valorile concordantei au fost
de 100%.

Tabelul 25: Reproductibilitatea nivelului ADN-ului CMV pentru testul Aptima CMV Quant pe sistemul Panther
pentru membrii pozitivi ai panelului in sénge integral

Media observati Contributia la variatia totala

SD (%CV?) Variatia
N ~ ~ ~ ~ ~ totala
Uliml Log4o Ul/mli Intre Intre Intre Intre In cadrul  sp (%CV)
centre operatori zile executii executiilor
0,00 0,00 0,00 0,11 0,18 0,21
9 0% 273 (0) (0) 0 (2539 (4323 (5132
<0,01 0,00 0,00 0,07 0,11 0,13
9 218859 %92 (0) (0) 0) (1525  (2534) (29,89
0,04 0,04 0,00 0,08 0,13 0,16
89 7830384 3.87 (8.75) (8.16) 0) (17.71)  (30,28)  (37.70)
0,03 0,00 0,00 0,10 0,1 0,15
88 4889712 4,66 (7.11) 0) ) (22.47)  (2499)  (34.89)
0,04 0,04 0,00 0,05 0,09 0,12
88 37562691 5,56 (9,59) (9,96) 0) (12,04)  (21,18)  (28,34)
0,08 0,00 0,05 0,10 0,14
89 4.609.046,44 6,64 (18,15) 0) (11,42) 0,03 (6,32) (22,74) (32,39)

%CV = coeficient de variatie log-normal, SD = deviatie standard (logg Ul/ml)

Nota: Variabilitatea unor factori poate fi negativa numeric. Acest lucru se poate intdmpla daca
variabilitatea acelor factori este foarte mica. In aceste cazuri, SD si %CV sunt afisate ca 0.
*Rezultatul variatiei totale excluzand deviatia extrema care ar putea fi rezultatul unei probleme de
pregatire a probei.
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Performanta clinica

Concordanta clinica

Studiul de performanta clinica a fost conceput pentru a evalua concordanta clinica dintre
testul Aptima CMV Quant si un test comparator aprobat. Tn timpul studiului prospectiv
desfasurat in cadrul a opt centre clinice, au fost colectate esantioane de plasma de la
beneficiarii de transplant de organe solide (SOTR) si de la beneficiarii de transplant de celule
stem hematopoietice (HSCTR) supusi monitorizarii CMV in practica clinica de rutina. in plus,
au fost obtinute probe reziduale congelate de la SOTR si HSCTR, de la furnizori de
esantioane clinice.

Dintre cei 88 de subiecti care au fost inscrisi in studiul prospectiv, sase subiecti nu au putut
fi evaluati din cauza retragerii (n = 5) sau a faptului ca nu au avut rezultate valide ale probei
cu testul Aptima CMV Quant si testul aprobat (n = 1). Tabelul 26 prezinta caracteristicile
demografice si clinice de referinta ale celor 82 de subiecti evaluabili.

Tabelul 26: Demografia si caracteristicile clinice de referinta ale subiectilor evaluabili, per total si in functie de
tipul de transplant

Caracteristici SOTR HSCTR Toti
Total, N 62 20 82
Sex, n (%) Barbati 28 (45,2) 14 (70,0) 42 (51,2)

Femei 34 (54,8) 6 (30,0) 40 (48,8)
Varsta (ani) Medie * (SD) 52,1 +£(12,93) 51,9+ (14,60) 52,1+ (13,27)
Median 53,0 54,5 54,0
Minim 20 22 20
Maxim 81 69 81
Etnie, n (%) Hispanici sau latino-americani 2(3,2) 3(15,0) 5(6,1)
Altii decat hispanici sau latino- 41 (66,1) 17 (85,0) 58 (70,7)
Necunoscut 19 (30,6) 0 (0) 19 (23,2)
Rasa, n (%) Amerindieni sau nativi din Alaska 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Asiatice 1(1,6) 1(5,0) 2(2,4)
De culoare sau afro-americani 17 (27,4) 0(0) 17 (20,7)
Nativi din Hawaii/insulele 0 (0) 0(0) 0 (0)
Alb 37 (59,7) 18 (90,0) 55 (67,1)
Altele 0(0) 1(5,0) 1(1,2)
Necunoscut 7(11,3) 0(0) 7 (8,5)
Tipul de organ, n (%) Rinichi 25 (40,3) - -
Ficat 15 (24,2) - -
Plaman 10 (16,1) - -
Inima 12 (19,4) - -
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Tabelul 26: Demografia si caracteristicile clinice de referinta ale subiectilor evaluabili, per total si in functie de

tipul de transplant (continuare)

Caracteristici SOTR HSCTR Toti
Tipul de celule stem, n (%) Alogen - 18 (90,0) -
Autolog - 2(10,0) —
Donator pozitiv/Beneficiar negativ 34 (54,8) 3(15,0) 37 (45,1)
Statut serologie CMV, n (%)
Donator negativ/Beneficiar pozitiv 6(9,7) 8 (40,0) 14 (17,1)
Donator pozitiv/Beneficiar pozitiv 22 (35,5) 9 (45,0) 31 (37,8)
Cu terapie antivirala CMV, n 50 (80,6) 13 (65,0) 63 (76.,8)
Zile cu terapie antivirala CMV pana la inscriere
n 41 12 53
Medie 13,6 13,3 13,5
Median 11 9,5 11
Minim 1 1 1
Maxim 47 45 47

HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, SD = deviatie standard, SOTR = beneficiari de

transplant de organe solide

In cadrul studiului prospectiv, au fost recoltate 365 de probe de plasma de la 82 de subiecti
evaluabili. In plus, au fost obtinute 261 de probe reziduale congelate de la furnizori de
esantioane clinice. Din cele 626 de probe clinice de plasma (si anume, probele colectate in
cadrul studiului prospectiv si probele reziduale congelate combinate), 597 de probe clinice de
plasma asociate (si anume, cu un rezultat valid atat la testul Aptima CMV Quant, cét si la
testul aprobat) au fost incluse in analizele de concordanta. Din cele 597 de probe clinice
asociate, 339 de probe au fost colectate in cadrul studiului prospectiv, iar 258 au fost probe
reziduale congelate. Separat, au fost efectuate analize de concordanta pe 181 de probe
asociate recoltate de la subiecti dupa ce acestia au initiat terapia antivirala CMV ca parte a

Tabelul 27 prezinta analiza concordantei si procentul de concordanta intre testul Aptima CMV
Quant si testul aprobat la diferite praguri (global si in functie de grupul de transplant). Analiza
concordantei la diferite intervale de incarcare virala (global si in functie de grupul de
transplant) este prezentata in Tabelul 28. Au fost observate discrepante pentru patru dintre
cele 597 rezultate globale, vizdnd mai mult decét categoria imediat adiacenta, dintre aceste
3 provenind de la HSCTR.
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Tabelul 27: Analiza concordantei si procentul de concordanta la diferite praguri (global si in functie de grupul
de transplant)

Transplant N° Rezultate comparator® si Aptima CMV Quant PPA NPA
Prag grup Compz Comp< Comp< Compz %(nIN) [95% CII* % (n/N) [95% CI]°
ACMV2 ACMVz ACMV< ACMV<
Global
TND 597 407 13 136 21 95,3 (427/448) 91,3 (136/149)
[92,9, 96,9] (85,6, 94,8]
Detectat, 99,2 (252/254) 86,0 (295/343)
<2,1log1o Uliml 597 252 48 295 2 97,2, 99,8] 81,9, 89,3]
(137 Ul/mly?
(500 Ul/ml) [93,0, 98,7] (88,5, 93,8]
(1.800 Ul/ml) [94,2, 99,8] [93,9, 97,4]
(7.943,3 Ul/ml) [92,1, 100] [96,2, 98,8]
SOTR
TND 203 295 9 85 14 95,5 (295/309) 90,4 (85/94)
[92,5, 97,3] (82,8, 94,9]
Detectat, 99,0 (197/199) 87,3 (178/204)
<2,1 logyo Ul/ml 403 2 26 178 2 96,4, 99.7] (82,0, 91,2]
(137 Ul/ml)®
(500 Ul/ml) [92,5, 98,8] (86,7, 93,6]
(1.800 Ul/ml) [93,2, 99,8] [92,1, 96,9]
(7.943,3 Ul/iml) [91,4, 100] [95,0, 98,5]
HSCTR
TND 194 132 4 51 7 95,0 (132/139) 92,7 (51/55)
[90,0, 97,5] [82,7,97,1]
Detectat, 194 55 2 17 0 100 (55/55) 84,2 (117/139)
<2,1 logqo Ul/ml [93,5, 100] [77,2, 89,3]
(137 Uliml)*
(500 Ul/ml) [83,3, 99,4] [87.6, 95,8]
3,3 logg Ul/mI 194 15 4 175 0 100 (15/15) 97,8 (175/179)
(1.800 Ul/ml) [79,6, 100] [94,4,99,1]
3,9 logyg Ul/ml 194 4 2 188 0 100 (4/4) 98,9 (188/190)
(7.943,3 Ul/iml) [51,0, 100] [96,2, 99,7]

ACMYV = test Aptima CMV Quant, Cl = interval de incredere, Comp = test comparator, HSCTR = beneficiari de
transplant de celule stem hematopoietice, NPA = concordanta procentuala negativa, PPA = concordanta procentuala

pozitivd, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide, TND = tinta nedetectata

Note:

2: Rezultatul este mai mare sau egal cu valoarea pragului dat

<: Rezultatul este mai mic decét valoarea pragului dat

PPA rezuma rezultatele mai mari sau egale cu pragul dat; NPA rezuma rezultatele mai mici decat pragul dat.

*Numarul de probe clinice asociate (probe colectate in cadrul studiului prospectiv si probe congelate reziduale obtinute
de la furnizorii de esantioane clinice, combinate).

"test aprobat

°Scor Cl

‘LLoQ al unui test alternativ aprobat
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Tabelul 28: Analiza concordantei la diferite intervale de incarcare virala (global si in functie de grupul de
transplant)

Rezultat test comparator® (log4 Ul/ml)
Grupul de transplant

Rezultatul testului Aptima CMV ... N TND  Detectat <21 221 Panala 22,7panala 23,3 panala

<2,7 <3,3 <3,9 239

Global

Numarul total de probe asociate, N 597 149 194 91 69 49 45
TND 157 136 21 0 0 0 0
Detectat, <2,1 log4g Ul/ml° 140 13 125 2 0 0 0
22,1 pana la <2,7 logqq Ul/ml 105 0 46 54 5 0 0
22,7 pana la <3,3 logqq Ul/ml 82 0 2¢ 34 45 1 0
23,3 pana la <3,9 logqq Ul/ml 56 0 0 1° 18 37 0
23,9 logqq Ul/ml 57 0 0 0 1¢ 11 45

SOTR

Numarul total de probe asociate, N 403 94 110 66 54 38 41
TND 99 85 14 0 0 0 0
Detectat, <2,1 log4g Ul/ml° 81 9 70 2 0 0 0
22,1 pana la <2,7 logqo Ul/ml 69 0 26 39 4 0 0
22,7 pana la <3,3 logqq Ul/ml 60 0 0 25 34 1 0
23,3 pana la <3,9 logqq Ul/ml 43 0 0 0 15 28 0
23,9 logqq Ul/ml 51 0 0 0 1¢ 9 41

HSCTR

Numarul total de probe asociate, N 194 55 84 25 15 1 4
TND 58 51 7 0 0 0 0
Detectat, <2,1 log4g Ul/ml° 59 4 55 0 0 0 0
22,1 pana la <2,7 logqq Ul/ml 36 0 20 15 1 0 0
22,7 pana la <3,3 logqq Ul/ml 22 0 2¢ 9 1 0 0
23,3 pana la <3,9 logqq Ul/ml 13 0 0 19 3 9 0
23,9 logqq Ul/ml 6 0 0 0 0 2 4

HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide, TND = tintd nedetectata
*Numarul de probe clinice asociate (probe recoltate in cadrul studiului prospectiv si probe reziduale congelate obtinute de la furnizorii de
esantioane clinice, combinate).

® Test aprobat

°LLoQ al unui test alternativ aprobat

4 din cele 597 de rezultate globale au fost observate ca fiind discrepante in mai mult decéat categoria imediat adiacenta; 1 din cele 4 a provenit
de la SOTR, iar 3 din cele 4 au provenit de la HSCTR. Din cele 2 HSCTR care au fost supuse testarii cu un NAAT alternativ, 1 a fost in
concordanta cu rezultatele testului Aptima CMV Quant.
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Tabelul 29 prezinta analiza concordantei si procentul de concordanta la diferite praguri
(global si in functie de grupul de transplant) pentru probele colectate de la subiecti dupa ce

prospectiv. Analiza concordantei la diferite intervale de incarcatura virala, utilizand toate
punctele de timp dupa initierea tratamentului combinate (global si in functie de grupul de
transplant) este prezentata in Tabelul 30. Unul din 181 de rezultate globale au fost observate
ca fiind discordante Tn mai multe categorii decat cele imediat adiacente, rezultatul observat
apartinand grupului SOTR.

Tabelul 29: Analiza concordantei si procentul de concordanta la diferite praguri, utilizand toate punctele de
timp dupa initierea tratamentului combinate (global si in functie de grupul de transplant)

Rezultate comparator® si Aptima CMV Quant PPA NPA
Transplant
Prag ;rup N Comp2 Comp< Comp< Comp2 % (n/N) % (n/N)
ACMVZ  ACMVZ  ACMV< ACMV< [95% CIF* [95% CII*
Global
93,1 (121/130) 92,2 (47/51)
TND 181 121 4 47 9 874961 a1 960l
Detectat,
<2,1 loggo Ul/mi 181 69 15 o 0 94, 100] Tor o1
(137 Ul/ml)y* B Y
2,7 logsg Ul/ml 97,7 (42/43) 93,5 (129/138)
(500 Uliml) 181 42 9 129 1 87,9, 99,6] 88,1, 96,5]
3,3 logo Ul/ml 100 (23/23) 96,8 (153/158)
(1.800 Ul/ml) 181 2 5 153 0 85,7, 100] 92,8, 98,6]
3,9 logo Ul/ml 100 (12/12) 98,2 (166/169)
(7.943,3 Ul/ml) 181 12 8 166 0 [75.8, 100] 94,9, 99,4]
SOTR
94,4 (102/108) 92,9 (26/28)
TND 136 102 2 26 6 454, o741 74 080l
Detectat
: 100 (57/57) 81,0 (64/79)
<2,1logqo Ul/ml 136 57 15 64 0 93,7, 100] 71,0, 88,1]
(137 Ul/mly’
2,7 logsg Ul/ml 97,1 (34/35) 92,1 (93/101)
(500 Uliml) 136 34 8 93 1 85,5, 99,5] 85,1, 95,9]
3,3 logyo Ul 100 (18/18) 95,8 (113/118)
(1.800 Ul/ml) 136 18 5 13 0 (82,4, 100] 90,5, 98,2]
3,9 logyo Uliml 100 (10/10) 97,6 (123/126)
(7.943,3 Ul/ml) 136 10 3 123 0 [72,2, 100] 93,2, 99,2]
HSCTR
86,4 (19/22) 91,3 (21/23)
TND 45 19 2 21 3 66,7, 95,3] 73,2, 97.6]
Detectat, 100 (12112 100 (33/33
<2,1logyo Ul/ml 45 12 0 33 0 [75,é, 100]) [89,E(‘>, 100])
2,7 logsq Ul/ml 100 (8/8) 97,3 (36/37)
(500 Ul/ml) 45 8 1 36 0 67,6, 100] 86,2, 99,5]
3,3 logyo Uliml 100 (5/5) 100 (40/40)
(1.800 Ul/ml) 45 5 0 40 0 56,6, 100] 91,2, 100]
3,9 logyo Uliml 100 (2/2) 100 (43/43)
(7.943,3 Ul/ml) 45 2 0 43 0 34,2, 100] [91,8, 100]

ACMV = test Aptima CMV Quant, CI = interval de incredere, Comp = test comparator, HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem
hematopoietice, NPA = concordanta procentuald negativa, PPA = concordanta procentualé pozitiva, SOTR = beneficiari de transplant de organe
solide, TND = tinta nedetectata

Note:

» 2: Rezultatul este mai mare sau egal cu valoarea pragului dat
* <: Rezultatul este mai mic decét valoarea pragului dat
PPA rezuma rezultatele mai mari sau egale cu pragul dat; NPA rezuma rezultatele mai mici decat pragul dat.

*Numarul de probe asociate care au fost recoltate de la subiecti care se aflau sub tratament antiviral CMV la inscriere sau care au initiat

tratamentul antiviral CMV in timpul studiului prospectiv.

® Test aprobat
°Scor Cl

‘LLoQ al unui test alternativ aprobat
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Tabelul 30: Analiza concordantei la diferite intervale de incarcatura virala, utilizand toate punctele de timp
dupa initierea tratamentului combinate (global si in functie de grupul de transplant)

Rezultat test comparator® (log4o Ul/ml)

Grupul de transplant
Rezultat Aptima CMV Quant  1ota0 N TND Detectat, 22,1 pana 22,7 pana 23,3 pana >3.9

<2, la<2,7 la <3,3 la <3,9

Global
Numarul total de probe asociate, N 181 51 61 26 20 1 12
TND 56 47 9 0 0 0 0
Detectat, <2,1 log4g Ul/ml° 41 4 37 0 0 0 0
22,1 pana la <2,7 logqq Ul/ml 33 0 15 17 1 0 0
22,7 pana la <3,3 logqq Ul/ml 23 0 0 9 14 0 0
23,3 pana la <3,9 logqq Ul/ml 13 0 0 0 4 9 0
23,9 logqq Ul/ml 15 0 0 0 19 2 12

SOTR
Numarul total de probe asociate, N 136 28 51 22 17 8 10
TND 32 26 6 0 0 0 0
Detectat, <2,1 log4g Ul/ml° 32 2 30 0 0 0 0
22,1 pana la <2,7 logqq Ul/ml 30 0 15 14 1 0 0
22,7 pana la <3,3 logqq Ul/ml 19 0 0 8 11 0 0
23,3 pana la <3,9 logqg Ul/ml 10 0 0 0 4 6 0
23,9 logqg Ul/ml 13 0 0 0 19 2 10

HSCTR
Numarul total de probe asociate, N 45 23 10 4 3 3 2
TND 24 21 3 0 0 0 0
Detectat, <2,1 log4g Ul/ml° 9 2 7 0 0 0 0
22,1 pana la <2,7 logqq Ul/ml 3 0 0 3 0 0 0
22,7 pana la <3,3 logqg Ul/ml 4 0 0 1 3 0 0
23,3 pana la <3,9 logqg Ul/ml 3 0 0 0 0 3 0
23,9 logqg Ul/ml 2 0 0 0 0 0 2

HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide,
TND = tinta nedetectata

*Numarul de probe asociate care au fost recoltate de la subiecti care se aflau sub tratament antiviral CMV la inscriere
sau care au initiat tratamentul antiviral CMV in timpul studiului prospectiv.

® Test aprobat

°LLoQ al unui test alternativ aprobat

1 din 181 de rezultate globale au fost observate ca fiind discordante in mai multe categorii decat cele imediat adiacente.
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®

Compararea metodelor

Studiul de comparare a metodelor a fost efectuat pentru a evalua performanta testului
Aptima CMV Quant in comparatie cu un test aprobat. In analizele de comparare a metodelor
a fost inclus un total de 309 probe clinice CMV pozitive asociate, constand in 165 de probe
recoltate in studiul prospectiv si 144 de probe reziduale congelate cu rezultate in intervalul
liniar comun pentru ambele teste. In plus, un total de 105 probe pretestate au fost pregétite
prin imbogatirea cu virus CMV de cultura a plasmei EDTA negative la CMV-. Dintre acestea,
103 au fost in intervalul liniar comun pentru ambele teste. Probele pretestate au fost
analizate separat.

Tabelul 31 prezintd estimarile parametrilor regresiei Deming (log4g Ul/ml). Figura 15 pana la
Figura 18 prezinta regresia Deming a rezultatelor incarcaturii virale (log4g Ul/ml) obtinute din
testul Aptima CMV Quant si testul aprobat.

Tabelul 31: Estimari ale parametrilor regresiei Deming in functie de tipul de esantion si de grupul de transplant

Tipul Unitatea de Metoda Jackknife® Metoda Bootstrap®
probei Grupul de incarcatura Parametru N* Estimat [ [ r
transplant e SE 95 % ClI SE 95 % ClI
virala

Clinic Global log1p Ul/ml  Interceptare 309 0,20 0,038 (0,12,0,27) 0,021 (0,15, 0,24)
0,97

Panta 1,00 0,011 (0,98, 1,03) 0,007 (0,99, 1,02)

SOTR logqo Ul/ml  Interceptare 227 0,17 0,043 (0,09, 0,26) 0,025 (0,12, 0,22)
0,98

Panta 1,01 0,012 (0,98, 1,03) 0,008 (0,99, 1,02)

HSCTR logqo Ul/ml  Interceptare 82 0,16 0,101 (-0,04, 0,36) 0,048 (0,07, 0,26)
0,95

Panta 1,03 0,037 (0,96, 1,11) 0,017 (1,00, 1,07)

Pretestate n/a logqoUl/ml Interceptare 103 0,06 0,058 (-0,05,0,18) 0,059 (-0,05,0,18)
1,00

Panta 1,01 0,011 (0,98, 1,03) 0,012 (0,98, 1,03)

Cl = interval de incredere, HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, r = coeficient de corelatie,
SE = eroare standard, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide

*Numarul de probe asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.

®Independenta presupusa intre toate probele; metoda jackknife utilizata pentru a estima SE si CI.

°Probele clinice au fost ajustate pentru corelatia in cadrul subiectului, utilizand metoda de reesantionare bootstrap cu
500 de iteratii; aceastd metoda a fost utilizata si pentru probele pretestate, dar fara stratificare in functie de subiect.
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S 2 3 Regresie Deming (N=309) Y =0,20 + 1,00X

S ' R 0,97

o Cl-uri interceptare 95% (0,12, 0,27)
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— I I I I I I I
1 2 3 4 5 6 7

Incércare virala test comparator (Log,, Ul/ml)

Figura 15. Diagrama de regresie liniard Deming (probe clinice: SOTR si HSCTR combinate)

Cl = interval de incredere, HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, R = coeficient de corelatie, SOTR =
beneficiari de transplant de organe solide

Note:
* Suntincluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
* Modelul de regresie Deming presupune independenta intre toate probele; metoda jackknife este utilizata pentru
estimarea Cl.

Aptima CMV Quant Assay 57 AW-27747-3101 Rev. 001



Performanta clinica Aptima®

Incércare virala test Aptima CMV Quant (Log,, Ul/ml)
N
|

3 —]
2 8 Regresie Deming (N=227) Y=0,17 +1,01X
R 0,98
Cl-uri interceptare 95% (0,09, 0,26)
- Cl-uri pant3 95% (0,98, 1,03)
T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Incércare virala test comparator (Log,, Ul/ml)

Figura 16. Diagrama de regresie liniara Deming a incarcaturii virale (probe clinice: numai SOTR)

Cl = interval de incredere, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide, R = coeficient de corelatie
Note:

* Suntincluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
* Modelul de regresie Deming presupune independenta intre toate probele; metoda jackknife este utilizata pentru
estimarea Cl.
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Incércare virala test Aptima CMV Quant (Log,, Ul/ml)
N
|

3 —]

o
2 - X Regresie Deming (N=82) Y =0,16 + 1,03X
R 0,95
Cl-uri interceptare 95% (-0,04, 0,36)
1 - Cl-uri panta 95% (0,96, 1,11)
T | T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

Incarcare virala test comparator (Log,, Ul/ml)

Figura 17. Diagrama de regresie liniara Deming a incarcaturii virale (probe clinice: numai HSCTR)

CI = interval de incredere, HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, R = coeficient de corelatie
Note:

* Suntincluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
» Modelul de regresie Deming presupune independenta intre toate probele; metoda jackknife este utilizata pentru
estimarea ClI.
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Incarcare virala test Aptima CMV Quant (Log,, Ul/ml)
N
|

3 —
2 — Regresie Deming (N=103) Y =0,06 +1,01X
R 1,00
Cl-uri interceptare 95% (-0,05, 0,18)
1 Cl-uri panta 95% (0,98, 1,03)
| T T | T | |
1 2 3 4 5 6 7

Incarcare virala test comparator (Log,, Ul/ml)

Figura 18. Diagrama de regresie liniara Deming a incarcaturii virale (probe pretestate)

Cl = interval de incredere, R = coeficient de corelatie
Note:

* Suntincluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
* Modelul de regresie Deming presupune independenta intre toate probele; metoda jackknife este utilizata pentru
estimarea Cl.
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Diferenta medie a probelor asociate

Tabelul 32 de mai jos prezinta diferenta medie a probelor asociate intre testul Aptima CMV
Quant si testul aprobat, la intervale de decizie reprezentative.

Tabelul 32: Media diferentelor asociate de incarcatura virala la intervalele de decizie reprezentative, in functie
de tipul de proba si de grupul de transplant

Intervale de decizie
Grupul de Numarul total de

Tipul probei transplant re(r::;::r&tla;;:\ll;aa probe asociate® (N) Medie (SE) 95 % CI
Clinic Global Toate 254 0,20 (0,012) (0,17, 0,22)
22,1 pana la <3,0 129 0,21 (0,018) (0,18, 0,25)
>3,0 pana la <4,0 87 0,19 (0,021) (0,15, 0,23)
24,0 pana la <5,0 24 0,17 (0,039) (0,09, 0,25)
25,0 14 0,18 (0,037) (0,10, 0,26)
SOTR Toate 199 0,18 (0,014) (0,16, 0,21)
22,1 panala <3,0 95 0,19 (0,021) (0,14, 0,23)
23,0 pana la <4,0 69 0,18 (0,024) (0,13, 0,23)
24,0 pana la <5,0 21 0,17 (0,038) (0,09, 0,25)
250 14 0,18 (0,037) (0,10, 0,26)
HSCTR Toate 55 0,26 (0,026) (0,20, 0,31)
22,1 pana la <3,0 34 0,29 (0,034) (0,22, 0,36)
23,0 pana la <4,0 18 0,22 (0,039) (0,13, 0,30)
24,0 pana la <5,0 3 0,16 (0,188) (-0,65, 0,97)
25,0 0 NC (NC) NC
Pretestate n/a Toate 100 0,08 (0,014) (0,05, 0,11)
>2,1 pana la <3,0 20 0,07 (0,037) (0,00, 0,15)
23,0 pana la <4,0 21 0,05 (0,036) (-0,03, 0,12)
24,0 pana la <5,0 20 0,10 (0,025) (0,04, 0,15)
25,0 39 0,10 (0,022) (0,06, 0,14)

ClI = interval de incredere, HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, NC = nu se poate
calcula, SE = eroare standard, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide

*Probele asociate sunt alocate in intervale de decizie pe baza rezultatului testului aprobat.

®Numarul de probe asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
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Abatere la anumite niveluri ale incarcaturii virale

Tabelul 33 de mai jos prezinta abaterea medie intre testul Aptima CMV Quant si testul
aprobat, la cinci niveluri selectate de incarcatura virala intre 2,1 log4g Ul/ml si 7,0 log4g Ul/ml,

cu echivalenti netransformati asociati.

Tabelul 33: Abatere/diferenta sistematica la anumite niveluri ale incarcéaturii virale, in functie de tipul de proba

si de grupul de transplant

Nivelurile selectate ale incarcaturii virale

Diferenta sistemica®

Tipul probei Grupul de transplant logso Ul/mi (Ul/mi) log1o Ul (Ul/ml)
Clinic Global 2,1(137) 0,20 (1.797,1)

2,7 (500) 0,20 (1.948,2)

3,3 (1.800) 0,21 (2.489,1)

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 (2.251,8)

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)
Pretestate n/a 2,1(137) 0,07 (33.420,4)

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 = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide
*Diferenta sistematica este diferenta dintre variabila de rezultat (Y) si incarcatura virala (X) obtinuta la fiecare dintre
nivelurile de incarcatura virala selectate, utilizand estimarile de regresie Deming pentru panta si interceptare.
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Diferenta totala admisibila (ATD)

Tabelul 34 impreuna cu Figura 19, pana la Figura 22 de mai jos prezinta rezultatele ATD
utilizand diferentele asociate intre testul Aptima CMV Quant si testul aprobat versus media
acestora la pragurile reprezentative si procentul de rezultate asociate in zona ATD.

Tabelul 34: Procentul diferentelor probelor asociate din zona diferentei totale admisibile (ATD) la diferite
intervale de incarcéturé virala, in functie de tipul de probéa si de grupul de transplant

Tipul Grupul de ) [nte;val:.a d.e . Diferente probe asociate in .z?na ATD
probei  transplant incarcatura virala N® o %) Percentila
(logso Ul/mi) 2,5% 5% 95% 97,5%
Clinic Global Toate 271 234 (86,3) -0,19 -0,14 0,40 0,42
Scazut (22,1 pana la <3,3) 171 147 (86,0) -0,24 -0,16 0,41 0,44
Mediu (23,3 pana la <3,9) 52 48 (92,3) -0,08 -0,08 0,38 0,38
Ridicat (23,9 pana la <7) 48 39 (81,3) -0,18 -0,18 0,37 0,40
SOTR Toate 207 183 (88,4) -0,19 -0,14 0,40 0,42
Scazut (22,1 pana la <3,3) 123 109 (88,6) -0,26 -0,18 0,41 0,44
Mediu (23,3 pana la <3,9) 40 38 (95,0) 0,16 -0,08 0,38 0,40
Ridicat (23,9 pana la <7) 44 36 (81,8) -0,18 -0,14 0,37 0,40
HSCTR Toate 64 51 (79,7) -0,18 0,01 0,38 0,41
Scazut (22,1 pana la <3,3) 48 38 (79,2) -0,19 0,01 0,41 0,45
Mediu (23,3 pana la <3,9) 12 10 (83,3) 0,09 0,09 0,32 0,32
Ridicat (23,9 pana la <7) 4 3(75,0) -0,18 -0,18 0,31 0,31
Pretestate n/a Toate 99 96 (97,0) -0,19 -0,14 0,29 0,34
Scazut (22,1 pana la <3,3) 20 20 (100) -0,14 -0,13 0,35 0,35
Mediu (23,3 pana la <3,9) 14 13 (92,9) 0,32 0,32 0,27 0,27
Ridicat (23,9 pana la <7) 65 63 (96,9) -0,19 -0,11 0,24 0,29

HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide
*Probele asociate sunt alocate in intervale de decizie pe baza rezultatului testului aprobat.
®Numarul de probe asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
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Figura 19. Diagrama diferentelor pentru probele asociate si zona ATD (probe clinice: SOTR si HSCTR
combinate)

ATD = diferenta totala admisibila, HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice, SOTR = beneficiari de
transplant de organe solide

Nota: Sunt incluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
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Figura 20. Diagrama diferentelor pentru probele asociate si zona ATD (probe clinice: numai SOTR)

ATD = diferenta totala admisibila, SOTR = beneficiari de transplant de organe solide

Nota: Sunt incluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
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Figura 21. Diagrama diferentelor pentru probele asociate si zona ATD (probe clinice: numai HSCTR)

ATD = diferenta totala admisibila, HSCTR = beneficiari de transplant de celule stem hematopoietice

Nota: Sunt incluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
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Performanta clinica
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g Interval scazut 20/20 (100%)

= Interval mediu 13/14 (92,9%)
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Media incarcaturilor virale test Aptima CMV Quant si comparator (Log,, Ul/ml)

Figura 22. Diagrama diferentelor pentru probele asociate si zona ATD (probe pretestate)

ATD = diferenta totala admisibila

Nota: Sunt incluse probele asociate cu rezultate in intervalul liniar comun pentru ambele teste.
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