HOLOGIC Aptima®

Aptima® CMV Quant Assay

Instrukcja uzycia
Do zastosowania w diagnostyce in vitro
Tylko na eksport poza USA

Informacje ogolne ............ i i e 2
Przeznaczenie . ... ... ... e 2
Podsumowanie i objasnienie testu . .. ... . .. 2
Zasady ProCedUrY . . . ...ttt e e 2
Podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci . ........ ... ... .. ... 3
Ostrzezenia i Srodki OSIrOZNOSCI . . . . . . ..o 3
Wymagania dotyczace przechowywania odczynnikoéw i postepowaniaznimi ................. 8
Pobieranie i przechowywanie prébek . . .. ... ... . 9
Probki w systemie Panther System . ... ... .. 12
Transport probek . . ... . e 12

Panther System ... ....... ... i i i it et et 12
Dostarczone odczynnikii materialy . .......... . ... 12
Materiaty wymagane, ale dostepne 0sobno . . ... ... . e 14
Materiaty opcjonalne . ... .. ... e 15
Procedura testu w systemie Panther System . . .. ... .. ... . 15
Uwagi dotyCzgCe ProCedUry . . ... ..ottt e e 23

Kontrola jJakosSci ........ .. it i ittt r et 24
Kalibracja testu . . ... e 24
Kontrole ujemne idodatnie . . . ... e 24
Kalibrator wewnetrzny / kontrola wewnetrzna . ....... ... ... .. .. ... ... 24

Interpretacja wynikOw . ... ... i i i et 25

OgraniCZenia .. ... .ottt e e e 27

Skutecznos€ analityczna .......... ... i e e 28
Granica wykrywalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorcaWHO ............. 28
Granica wykrywalnosci genotypdw i lekoopornych mutantéw wirusaCMV . ................. 29
ZaKres liNOWY . . . ..ot e 31
Liniowos¢ wedtug genotypow wirusa CMV . .. ... 33
Dolna granica oznaczalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO .. ... .. .. 35
Okreslenie dolnej granicy oznaczalnosci genotypow i lekoopornych mutantéw wirusa CMV . ... 37
Identyfikowalnos¢ wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca WHO . ....................... 40
Precyzia ... 42
Potencjalne substancje zaktécajgce . . . ... ... e 43
SWOISIOSC . . . . e 44
SwoistoSC analityCzna . . ... ... 45
Rozcienczanie probki osocza przy uzyciu kontroli ujemnej CMV Aptima (1:3) ............... 46
Potwierdzenie granic LoD i LLoQ przy uzyciu 1. miedzynarodowych wzorcow WHO dla wirusa CMV
rozcienczonych w kontroli ujemnej CMV Aptima . ......... .. .. . e 47
Przenoszenie ... ... ... 47
Korelacja metod .. ... ... 48
PowtarzalnosSe . .. ... . e 50

Skutecznosé kliniczna . ........ ... ... . . i e 52
ZgodnoSC KIiNICZNa . . . ... e 52
Porownanie metod . ... ... . 58
Srednia rOZNICA PAr . . . o oo e e e e e 63
Obcigzenie (bias) przy wybranych poziomach obcigzenia wirusem . . ...................... 64
Dopuszczalna réznica catkowita (ATD) .. ... ot 65

Bibliografia . ..........cii i e e s 70

Dane kontaktowe i historiawersji ........... ... i i e 7

Aptima CMV Quant Assay 1 AW-27747-3401 Rev. 001



Informacje ogéine Aptima®

Informacje ogodlne

Przeznaczenie

Aptima® CMV Quant to test amplifikacji kwaséw nukleinowych in vitro przeznaczony do
ilosciowego oznaczania DNA ludzkiego cytomegalowirusa w ludzkiej krwi petnej i ludzkim
osoczu EDTA w catkowicie zautomatyzowanym systemie Panther® System.

Test Aptima CMV Quant jest przeznaczony do uzycia pomocniczo podczas diagnozowania
i zarzgdzania leczeniem pacjentéw po przeszczepie narzgdéw litych oraz pacjentéw po
przeszczepie hematopoetycznych komérek macierzystych.

Test Aptima CMV Quant nie jest przeznaczony do stosowania jako test przesiewowy na
obecnos¢ wirusa CMV w krwi lub produktach krwiopochodnych.

Podsumowanie i objasnienie testu

CMV to wszechobecny wirus ludzki o liniowym, dwuniciowym DNA o wielkosci 240 pz,
nalezgcy do rodziny herpeswiruséw. W zaleznosci od badanej populacji i regionu
geograficznego seroprewalencja wirusa CMV wynosi od 45 do 100% na catym Swiecie'>.
U oséb z prawidtowg odpornoscig zakazenie wirusem CMV jest zazwyczaj bezobjawowe
i ustepuje samoistnie. W przypadku osdb o obnizonej odpornosci, np. u biorcow
przeszczepow i 0s6b zakazonych ludzkim wirusem niedoboru odpornoéci, zakazenie
wirusem CMV jest jednak istotng przyczyng zachorowalnosci i smiertelnosci.

Podobnie jak w przypadku innych herpeswiruséw, CMV po zakazeniu pierwotnym przechodzi
w utajone zakazenie trwajgce cate zycie, ktore moze sie sporadycznie uaktywniac. U biorcéw
przeszczepow przeniesienie utajonego wirusa CMV do przeszczepu lub reaktywacja
utajonego zakazenia wirusem CMV u gospodarza moze skutkowac rozlegtg replikacjg wirusa
i jego rozprzestrzenieniem sie do wielu narzgddw, co czesto zagraza zyciu®.

lloéciowe oznaczenie oparte na amplifikacji kwasow nukleinowych jest preferowang metodg
monitorowania zakazenia i choroby spowodowanych wirusem CMV u biorcow przeszczepdw,
poniewaz jest szybkie i czute*. Zgodnie z najnowszymi wytycznymi zalecane jest, aby
obcigzenie wirusem CMV byto sprawdzane co najmniej co tydzien w celu podjecia decyzji
0 rozpoczeciu terapii skierowanej przeciwko wirusowi CMV oraz monitorowania odpowiedzi
na terapie®®”®. Zazwyczaj wyzsze obcigzenie wirusem jest skorelowane z podniesionym
ryzykiem wystgpienia choroby spowodowanej wirusem CMV*®. Z tego wzgledu ilosciowe
oznaczenie DNA wirusa CMV w potgczeniu z obrazem klinicznym i innymi markerami
laboratoryjnymi jest kluczowe w leczeniu pacjentéw zakazonych wirusem CMV.

Zasady procedury

Test Aptima CMV Quant jest testem amplifikacji kwaséw nukleinowych in vitro, ktory
wykorzystuje technologie amplifikacji z mediacjg transkrypcji (TMA) w czasie rzeczywistym
w systemie Panther System” do iloSciowego oznaczania DNA wirusa CMV, genotypow 1, 2, 3
i 4. Starter zaprojektowano w taki sposéb, aby byt ukierunkowany na wysoce konserwatywny
gen UL56 w celu zapewnienia dokfadnego, ilosciowego oznaczenia DNA wirusa CMV. Test
jest standaryzowany wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla ludzkiego
cytomegalowirusa (kod NIBSC: 09/162)*.

Test Aptima CMV Quant mozna podzieli¢ na trzy podstawowe etapy, przy czym wszystkie
odbywajg sie w jednej probowce w systemie Panther System: wychwytywanie czgsteczek

* W tym warianty systemu Panther System.

Aptima CMV Quant Assay 2 AW-27747-3401 Rev. 001



Aptima® Informacje ogéline

szukanych (target capture), amplifikacja czasteczek szukanych metodg TMA oraz
wykrywanie produktow amplifikacji (amplikonéw) wyznakowanymi fluorescencyjnie sondami
(typu torch).

Podczas wychwytywania czgsteczek szukanych z prébek izolowany jest DNA wirusa. Prébka
jest poddawana dziataniu detergentu w celu solubilizacji otoczki wirusowej, denaturacji biatek
i uwolnienia genomowego DNA wirusa. Oligonukleotydy wychwytujgce hybrydyzujg do
wysoce konserwatywnych regionéw DNA wirusa CMV, jesli sg one obecne w badanej
prébce. Po hybrydyzacji czgsteczka szukana jest wychwytywana przez mikroczgsteczki
magnetyczne, ktoére nastepnie sg oddzielane od prébki w polu magnetycznym. W celu
usuniecia zbednych skfadnikéw z probdwki reakcyjnej wykonywane sg etapy ptukania.

Amplifikacja czgsteczek szukanych jest wykonywana metodg TMA. Jest to metoda
amplifikacji kwaséw nukleinowych z mediacjg transkrypciji, w ktérej wykorzystywane sg dwa
enzymy — odwrotna transkryptaza wirusa biataczki mysiej Moloneya (Moloney murine
leukemia virus, MMLV) oraz polimeraza RNA bakteriofaga T7. Odwrotna transkryptaza jest
wykorzystywana do produkcji kopii DNA (zawierajgcej sekwencje promotora dla polimerazy
RNA bakteriofaga T7) sekwencji szukanej. Polimeraza RNA bakteriofaga T7 produkuje liczne
kopie amplikonu RNA na podstawie matrycy kopii DNA.

Wykrywanie nastepuje dzieki zastosowaniu sond jednoniciowego kwasu nukleinowego, ktére
sg obecne w czasie amplifikacji czgstki szukanej i ulegajg swoistej hybrydyzaciji

z amplikonem w czasie rzeczywistym. Kazda sonda typu torch sktada sie z fluoroforu

i wygaszacza. Gdy sonda typu torch nie hybrydyzuje do amplikonu, wygaszacz znajduje sie
w poblizu fluoroforu i ttumi fluorescencje. Gdy sonda typu torch wigze sie z amplikonem,
wygaszacz jest odsuwany dalej od fluoroforu, ktéry po wzbudzeniu przez zrédto Swiatta
emituje sygnat o swoistej dtugosci fali. Gdy wiecej sond typu torch hybrydyzuje do
amplikonu, generowany jest wyzszy sygnat fluorescencyjny. Czas potrzebny do osiggniecia
przez sygnat fluorescencyjny okreslonego progu jest proporcjonalny do wyjsciowego stezenia
wirusa CMV. Kazda reakcja ma wewnetrzny kalibrator / kontrole wewnetrzng (IC), ktéra
kontroluje zmiany w przetwarzaniu probki, amplifikacji i wykrywaniu. Stezenie prébki jest
okreslane przez oprogramowanie systemu Panther System przy uzyciu sygnatow wirusa
CMV i IC dla kazdej reakcji i poréwnanie ich z informacjami o kalibracji.

Wyniki testu sg przeliczane z liczby kopii/ml na j.m./ml przy uzyciu réwnania wspotczynnika
konwersji wbudowanego w oprogramowaniu Panther. To samo réwnanie wspétczynnika
konwersji jest stosowane zaréwno wzgledem probek krwi petnej, jak i probek osocza. Jesli
w systemie Panther System zostanie wybrany wspotczynnik konwersji dla krwi petnej,

w przypadku prébek krwi petnej dla wynikow obcigzenia wirusem CMV stosowany jest
wspotczynnik rozciehczenia o wartosci 4.

Podsumowanie dotyczace bezpieczenstwa i skutecznosci
SSP (Podsumowanie dotyczgce bezpieczenstwa i skutecznosci klinicznej, ang. Summary of
Safety and Performance) jest dostepne w europejskiej bazie danych wyrobéw medycznych
(Eudamed), gdzie jest powigzane z identyfikatorami wyrobéw (Basic UDI-DI). W celu
Zlokalizowania dokumentu SSP testu Aptima CMV Quant nalezy uzy¢ podstawowego unikalnego
identyfikatora wyrobu (Basic Unique Device Identifier, BUDI): 54200455DIAGAPTCMVAP.

Ostrzezenia i srodki ostroznosci
A. Do zastosowania w diagnostyce in vitro.

B. Do uzycia przez profesjonalistow.
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C. Aby zmniejszy¢ ryzyko uzyskania niewaznych wynikow, przed wykonaniem tego testu
nalezy uwaznie przeczytaé catg ulotke dotgczong do opakowania oraz odpowiednig
Instrukcje obstugi systemu Panther/Panther Fusion System.

Kwestie zwigzane z laboratorium

D. PRZESTROGA: Kontrole dla tego testu zawierajg ludzkie osocze. Osocze jest ujemne
w kierunku antygenu powierzchniowego zapalenia watroby typu B (HBsAQ), przeciwciat
HCV, przeciwciat HIV-1 i HIV-2 oraz antygenu HIV podczas testowania zgodnie
z procedurami zatwierdzonymi przez US Food and Drug Administration. Ponadto osocze
jest niereaktywne dla DNA wirusa CMV, DNA wirusa HBV, RNA wirusa HCV i RNA
wirusa HIV-1 podczas testowania licencjonowanymi testami kwaséw nukleinowych
z wykorzystaniem pul probek. Wszystkie materiaty pochodzgce z krwi ludzkiej powinny
by¢ uwazane za potencjalnie zakazne i powinny by¢ traktowane z zachowaniem
uniwersalnych srodkéw ostroznosci'"2,

E. Procedure powinien wykonywac wytgcznie personel odpowiednio przeszkolony
w zakresie stosowania testu Aptima CMV Quant oraz postepowania z materiatami
potencjalnie zakaznymi. Jesli dojdzie do rozlania, natychmiast zdezynfekowaé zgodnie
z odpowiednimi procedurami w miejscu pracy.

Stosowac wylgcznie dostarczone lub okreslone jednorazowe wyposazenie laboratoryjne.

G. Przestrzegac¢ rutynowych srodkéw ostroznosci stosowanych w laboratorium. Nie
pipetowac ustami. Nie jes¢, nie pi¢ i nie pali¢ w wyznaczonych obszarach pracy.
W czasie pracy z prébkami i odczynnikami zestawu nosi¢ jednorazowe rekawiczki
bezpudrowe, ostone oczu oraz odziez laboratoryjng. Doktadnie umy¢ rece po pracy
z probkami i odczynnikami zestawu.

H. Powierzchnie robocze, pipety i inne wyposazenie nalezy regularnie odkazaé, stosujgc
roztwér podchlorynu sodu w stezeniu od 2,5% do 3,5% (od 0,35 M do 0,5 M).

I. Wszelkie materiaty, ktére miaty kontakt z prébkami i odczynnikami, nalezy usung¢
zgodnie z miejscowymi przepisami'** Nalezy dokfadnie wyczys$ci¢ i zdezynfekowac
wszystkie powierzchnie robocze.

J. Kontrole zawierajg azydek sodu jako $rodek konserwujgcy. Nie nalezy uzywac
metalowych przewoddéw rurowych do przenoszenia odczynnikow. Jezeli roztwory
zawierajgce zwigzki azydku sodu sg usuwane do instalacji wodociggowej, nalezy je
rozcienczy¢ i sptuka¢ duzg iloscig biezgcej wody. Te srodki ostroznosci sg zalecane
w celu uniknigcia gromadzenia sie osadéw w metalowych przewodach rurowych,

w ktorych mogtyby powsta¢ warunki wybuchowe.

K. Dobre standardowe praktyki dla laboratoriow molekularnych obejmujg monitorowanie
srodowiska. Aby monitorowaé srodowisko laboratorium, sugeruje sie nastepujaca
procedure:

1. Przygotowa¢ wymazowke z koncowkag bawetniang i dotgczy¢ do probowki do
porcjowania probek Aptima (SAT).

2. Odpowiednio oznakowa¢ kazdg SAT.

3. Napetni¢ kazdg SAT 1 ml rozciehczalnika do probek Aptima.

4. Aby pobra¢ probki powierzchniowe, nalezy lekko zwilzy¢é wymazdéwke wolng od
nukleaz dejonizowang woda.

5. Wymazaé wybrang powierzchnie, wykonujgc pionowe ruchy z géry na dot. Obracic
wymazowke o okoto pot obrotu podczas wymazywania miejsca.
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6. Natychmiast umiesci¢ probke wymazu w probowce i delikatnie odwirowaé
wymazowke w rozcienczalniku w celu wyodrebnienia potencjalnych materiatow
wymazowych. Przycisng¢ wymazowke do boku probowki transportowej, aby wydoby¢
jak najwiecej cieczy. Wyrzuci¢ wymazowke i zakreci¢ probowke.

7. Powtdrzy¢ czynnosci dla pozostatych prébek wymazu.

8. Zbadac¢ wymaz przy pomocy testu molekularnego.

Kwestie dotyczace probek

L. Prébki moga by¢ zakazne. W czasie wykonywania tego testu nalezy przestrzegaé
uniwersalnych srodkéw ostroznosci'®"*2, Wiasciwg prace oraz metody usuwania nalezy
okresli¢c na podstawie lokalnych przepisow™". Procedure powinien wykonywac¢ wytgcznie
personel odpowiednio przeszkolony w zakresie stosowania testu Aptima CMV Quant oraz
postepowania z materiatami zakaznymi.

M. Podczas transportu probek nalezy utrzymywac wiasciwe warunki przechowywania, aby
zapewnic¢ integralnos¢ probek. Nie oceniono stabilnosci probek w warunkach transportu
innych niz zalecane.

N. Nie dopuszcza¢ do zanieczyszczenia krzyzowego podczas etapéw pracy z prébkami.
Zachowac¢ szczegolng ostroznosc¢, aby unikngé zanieczyszczenia poprzez
rozprzestrzenienie sie aerozolu w czasie odkrecania lub zdejmowania zakretek z probek.
W probkach moze wystepowaé niezwykle wysokie stezenie mikroorganizmow.
Dopilnowac, aby pojemniki na probki nie dotykaty sie wzajemnie i wyrzuca¢ zuzyte
materiaty tak, aby nie przenosi¢ ich nad otwartymi pojemnikami. Zmieni¢ rekawiczki,
jezeli miaty kontakt z probka.

Kwestie dotyczace testu

O. W przypadku uzyskania nieprawidtowego wyniku z powodu btedu ML2 prébki czystego
osocza nie nalezy ponownie bada¢. W celu uzyskania instrukcji na temat rozcienczenia
prébki osocza nalezy przejs¢ do etapu E.5 w sekcji Procedura testu w systemie Panther
System ulotki dotgczonej do opakowania.

Uwaga: W przypadku btedu ML2 nalezy zapoznac sie z odpowiednig instrukcjg obstugi
systemu Panther/Panther Fusion System, aby uzyskac¢ informacje dotyczgce czyszczenia
myjni magnetycznej.

P. Nie uzywaé zestawu odczynnikéw, kalibratora lub kontroli po uptywie ich terminu
waznosci.

Q. Nie wymieniac, nie miesza¢ ani nie tgczy¢ odczynnikéw analitycznych pochodzacych
z zestawow o roznych numerach partii gtdwnej. Plyny do testu mogg pochodzi¢ z partii
o réznych numerach. Kontrole i kalibrator mogg pochodzi¢ z partii o réznych numerach.

R. Unika¢ zanieczyszczenia odczynnikow przez drobnoustroje i nukleazy.

S. Wszystkie odczynniki analityczne nalezy przechowywa¢ zamkniete i w okreslonych
temperaturach. W przypadku zastosowania odczynnikéw analitycznych przechowywanych
w niewtasciwych warunkach charakterystyka testu moze by¢ zmieniona. Zobacz
Wymagania dotyczgce przechowywania odczynnikow i postepowania z nimi oraz
Procedura testu w systemie Panther System, aby uzyskac wiecej informac;ji.
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T. Nie tgczy¢ odczynnikéw analitycznych ani ptyndw bez konkretnej instrukcji. Nie wolno
dopetniac butelek z odczynnikami lub ptynami. System Panther System weryfikuje poziom
odczynnikow.

U. Unika¢ kontaktu TER ze skora, oczami i blonami $luzowymi. W przypadku zetkniecia
z tym odczynnikiem przemy¢ miejsce kontaktu wodg. Je$li dojdzie do rozlania tego
odczynnika, nalezy rozcienczy¢ go wodg i postepowacé zgodnie z odpowiednimi lokalnie
obowigzujgcymi procedurami.

V. Niektére odczynniki w tym zestawie sg oznakowane symbolami zagrozenia
i bezpieczenstwa.

Uwaga: Stosowane informacje dotyczgce zagrozen odzwierciedlajg klasyfikacje z kart
charakterystyki substancji (Safety Data Sheet, SDS) obowigzujgcych w UE. Informacje
dotyczgce sposobu komunikowania zagrozen w konkretnym regionie opisano w kartach
charakterystyki substancji (SDS) wtasciwych dla regionéw. Dokumenty te znajdujg sie
w bibliotece kart charakterystyki pod adresem www.hologicsds.com. Wiecej informacji
na temat symboli zawiera legenda symboli dostepna pod adresem
http://www.hologic.com/package-inserts

Informacje o zagrozeniach zgodne z wymogami UE

Odczynnik do amplifikacji
Chlorek magnezu 65-70%

H412 — Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 — Unika¢ uwolnienia do $rodowiska.
P501 — Zawarto$é/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zakiadu utylizacji odpadow.

Odczynnik enzymatyczny

Triton x-100 1-5%
HEPES 1-5%

H402 — Dziata toksycznie na organizmy wodne.
P273 — Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P501 — Zawarto$é/pojemnik usuwac¢ do zatwierdzonego zakiadu utylizacji odpadoéw.

Roztwor do przygotowania odczynnika enzymatycznego
Glicerol 20-25%

Triton x-100 5-10%

HEPES 1-5%

H402 — Dziata toksycznie na organizmy wodne.
P273 — Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P501 — Zawarto$é/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zakiadu utylizacji odpadow.

Promoter Reagent
Chlorek magnezu 55-60%

H412 — Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P273 — Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P501 — Zawarto$é/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zakfadu utylizacji odpadow.
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Odczynnik do wychwytywania czasteczek szukanych
HEPES 15-20%

Sél litowa siarczanu laurylowego 5-10%

Kwas bursztynowy 1-5%

Wodorotlenek litu, monohydrat 1-5%

H402 — Dziata toksycznie na organizmy wodne.
P273 — Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P501 — Zawarto$¢é/pojemnik usuwac¢ do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadéw.

Odczynnik do wzmacniania czastek szukanych
Wodorotlenek litu, monohydrat 5-10%

NIEBEZPIECZENSTWO

H302 — Dziata szkodliwie po potknigciu

H314 — Powoduje powazne oparzenia skory oraz uszkodzenia oczu

P264 — Doktadnie umy¢ twarz, rece i kazdg odstonietg skore po uzyciu.

P270 — Nie jes¢, nie pi¢ ani nie pali¢ podczas uzywania produktu.

P301 + P312 — W PRZYPADKU POLKNIECIA: W przypadku ztego samopoczucia nalezy skontaktowa¢ sie

z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

P330 — Wyptuka¢ usta.

P501 — Zawarto$¢/pojemnik usuwac¢ do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadéw.

P260 — Nie wdycha¢ pytu/dymu/gazu/mgty/par/rozpylonej cieczy.

P280 — Stosowac¢ rekawice ochronne / odziez ochronng / ochrone oczu / ochrone twarzy.

P301 + P330 + P331 — W PRZYPADKU POLKNIECIA: Wyptuka¢ jame ustng. NIE wywotywaé wymiotow.
P303 + P361 + P353 — W PRZYPADKU KONTAKTU ZE SKORA (lub z wiosami): Zdjgé catg zanieczyszczong
odziez. Sptukac skoére pod strumieniem wody [lub prysznicem].

P304 + P340 — W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO DROG ODDECHOWYCH: Wyprowadzi¢ lub wynie$é
osobe na $wieze powietrze i zapewni¢ jej warunki do swobodnego oddychania.

P305 + P351 + P338 — W PRZYPADKU DOSTANIA SIE DO OCZU: Ostroznie ptukaé woda przez kilka minut.
Wyjag¢ soczewki kontaktowe, jezeli sg i mozna je fatwo usunaé. Kontynuowac ptukanie

P310 — Natychmiast skontaktowa¢ sie z OSRODKIEM ZATRUC lub lekarzem.

P321 — Zastosowac okreslone leczenie (patrz dodatkowa instrukcja w zakresie pierwszej pomocy na etykiecie).
P363 — Wyprac¢ zanieczyszczong odziez przed ponownym uzyciem.

P405 — Przechowywac¢ pod zamknigciem.

Sterowanie zestawu CMV
Ludzka surowica / ludzkie osocze 95-100%
Azydek sodu < 1%

H412 — Dziata szkodliwie na organizmy wodne, powodujgc dtugotrwate skutki.
P501 — Zawartosé/pojemnik usuwac do zatwierdzonego zaktadu usuwania opadow.
P273 — Unika¢ uwolnienia do srodowiska.

Zestaw kalibratoréw
Sél litowa siarczanu laurylowego 0-10%
Kwas bursztynowy 0-10%

— H402 — Dziata toksycznie na organizmy wodne
P273 — Unika¢ uwolnienia do srodowiska.
P501 — Zawarto$¢é/pojemnik usuwac¢ do zatwierdzonego zaktadu utylizacji odpadoéw.
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Wymagania dotyczace przechowywania odczynnikow i postepowania z nimi

A. W ponizszej tabeli przedstawiono warunki przechowywania i stabilno$¢ odczynnikéw,
kontroli i kalibratora.

Zestaw po otwarciu (po przygotowaniu

Przechowywanie odczynnikéw)

Odczynnik nieotwartych
odczynnikéow

Przechowywanie Stabilnos¢
Odczynnik do amplifikacji qCMV 2°C do 8°C
ngtlerif?‘?ag:zggﬁ%wania odczynnika 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni°
Odczynnik enzymatyczny qCMV 2°Cdo 8°C
Roztwér do przygotowania odczynnika 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni®
enzymatycznego qCMV
Odczynnik promotora qCMV 2°Cdo 8°C
Roztwér do przygotowania odczynnika 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni®
promotora qCMV
Odczynnik do wychwytywania 2°C do 8°C 2°C do 8°C 30 dni

czasteczek szukanych qCMV

Fiolka jednorazowego uzytku

PCAL (kalibrator dodatni) gCMV -15°C do -35°C 15°C do 30°C Zuzyé w ciagu 24 godzin
NC CONTROL — (kontrola ujemna) 15°C do -35°C 15°C do 30°C Fiolka jednorazowego uzytku
qCMV Zuzy¢ w ciggu 24 godzin
LPC CONTROL + (kontrola 15°C do -35°C 15°C do 30°C Fiolka jednorazowego uzytku
niskododatnia) qCMV Zuzy¢ w ciggu 24 godzin
HPC CONTROL + (kontrola 15°C do -35°C 15°C do 30°C Fiolka jednorazowego uzytku
wysokododatnia) gCMV Zuzy¢ w ciggu 24 godzin
Odczynnik do wzmacniania czgstek 15°C do 30°C 15°C do 30°C 30 dni¢

szukanych qCMV

2 Po wyjeciu odczynnikéw z systemu Panther System nalezy je niezwlocznie przeniesé do miejsca o odpowiedniej
temperaturze przechowywania.

B. Wyrzuci¢ nieuzyte pozostatosci odczynnikdéw po przygotowaniu, odczynnika do
wychwytania czgsteczek szukanych (TCR) oraz odczynnika do wzmacniania czgstek
szukanych (TER) po 30 dniach lub po uptywie daty waznosci partii gltéwnej, w zaleznosci
od tego, co nastgpi wczesnie;.

C. Odczynniki przechowywane w systemie Panther System charakteryzujg sie stabilnoscig
wynoszgcg 96 godz. Odczynniki mozna fadowa¢ do systemu Panther System do 8 razy.
Panther System rejestruje kazde zatadowanie odczynnikéw.

D. Po rozmrozeniu kalibratora roztwdr musi by¢ klarowny, tzn. nie moze by¢ metny ani nie
mogg sie w nim wytrgca¢ osady. Upewni¢ sie, ze osady sg rozpuszczone. Nie nalezy
uzywac kalibratora, w przypadku obecnosci zelu, osadu lub zmetnienia.
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E. Liofilizowany odczynnik promotora i przygotowany odczynnik promotora sg wrazliwe na
Swiatto. Te odczynniki nalezy chroni¢ przed swiattem w trakcie przechowywania
i przygotowania do stosowania.

F. Odczynnik do wzmacniania czgstek szukanych qCMV nalezy przechowywaé przed
uzyciem w temperaturze od 15°C do 30°C.

Pobieranie i przechowywanie probek

Uwaga: Z wszystkimi probkami nalezy obchodzic sie tak, jak gdyby zawieraty czynniki
potencjalnie zakazne. PrzestrzegaC uniwersalnych $rodkéw ostroznoSci.

Uwaga: Nalezy dopilnowac, aby w czasie etapow pracy z probkami unika¢ zanieczyszczenia
krzyzowego. Nalezy na przyktad wyrzucac¢ zuzyty materiat bez przemieszczania go nad
otwartymi probowkami.

Uwaga: Do przechowywania probek zalecane sg wytacznie plastikowe probowki dodatkowe.

Do przygotowania osocza mozna uzyC preparatéw krwi petnej zebranych w ponizszych
szklanych lub plastikowych probéwkach:

* Probdéwki zawierajgce antykoagulanty EDTA
» Probowki do przygotowania osocza (PPT)
A. Pobieranie probek

1. Osocze: Krew petna moze by¢ przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C
i musi by¢ odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania prébki. Oddzieli¢ osocze od
skoagulowanych krwinek czerwonych, postepujgc zgodnie z instrukcjami producenta
uzywanej probowki. Osocze moze by¢ badane w systemie Panther System
w probowce pierwotnej lub zostaé przeniesione do probéwki dodatkowej, takiej jak
probéwka do porcjowania prébek Aptima (SAT). Aby uzyskaé¢ objetosé prébki 500 ul,
minimalna objeto$¢ osocza w pierwotnych probowkach do pobierania wynosi do
1200 pl. W przypadku probowek dodatkowych minimalna objetosé wynosi 700 pl, aby
uzyskaé objetos¢ prébki 500 ul. W ponizszej tabeli okreslono wymagania dotyczace
objetosci martwej dla kazdego typu probdwki gtdéwnej i dodatkowe;j.

Probéwka (rozmiar i typ) Objetos¢ martwa w systemie

Panther System
Probéwka do'porcjowania probek 02 ml
Aptima (SAT) ’
12x75 mm 0,5ml
13x100 mm 0,5 mi
13x100 mm z zelem 0,3 ml
16x100 mm z zelem 0,7 ml

Jesli prébki nie bedg testowane natychmiast, osocze mozna przechowa¢ zgodnie
z warunkami opisanymi ponizej. Je$li osocze zostanie przeniesione do dodatkowej
probéwki, mozna je zamrozi¢ w temperaturze -20°C lub -70°C. Nie nalezy
przekracza¢ 3 cykli zamrazania i rozmrazania. Nie zamrazac probek osocza

w probéwkach do pobierania pierwotnego z EDTA.
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2. Krew petna przed zbadaniem w systemie Panther System musi zosta¢ przetworzona
przy uzyciu wstepnie napetnionych probéwek z rozcienczalnikiem do krwi petne;j.
W przypadku nieprzetworzonych probek krwi petnej nie nalezy przekraczaé 3 cykli
zamrazania i rozmrazania.

B. Warunki przechowywania probek
1. Probki osocza z EDTA

Krew petna moze byé przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania prébki. Osocze mozna nastepnie
przechowywa¢ w jednym z nastepujacych warunkow:

* w pierwotnej probéwce do pobierania lub probowce dodatkowej
w temperaturze od 2°C do 30°C przez okres do 24 godzin,

+ w pierwotnej probéwce do pobierania lub probowce dodatkowej
w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni,

» w probéwce dodatkowej w temperaturze -20°C lub -70°C przez okres do 60 dni.

Krew petna

30°C
2°C

<24 godziny po pobraniu

4

Gtéwna lub Gtéwna lub

Dodatkowa
dodatkowa dodatkowa
30°C 8°C -15°C -65°C
2°C 2°C -35°C -85°C
<24 godziny <5 dni <60 dni

Rysunek 1. Warunki przechowywania probéwek z EDTA

2. Proébki w probéwkach PPT

Krew petna moze by¢ przechowywana w temperaturze od 2°C do 30°C i musi by¢
odwirowana w ciggu 24 godzin od pobrania prébki. Osocze mozna nastepnie
przechowywa¢ w jednym z nastepujacych warunkow:

+ w probéwce PPT w temperaturze od 2°C do 30°C przez okres do 24 godzin,
* w probéwce PPT w temperaturze od 2°C do 8°C przez okres do 5 dni,

* w probéwce PPT w temperaturze -20°C lub -70°C przez okres do 60 dni.
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Krew petna

30°C
2°C

<24 godziny po pobraniu

PPT PPT PPT
30°C 8°C -15°C -65°C
lub
AT AT e d T A
<24 godziny <5 dni <60 dni

Rysunek 2. Warunki przechowywania probéwek PPT

3. Rozciehnczanie prébek osocza

Prébki osocza mozna rozciehcza¢ w probowkach SAT lub probéwkach dodatkowych
w celu wykonania testu w systemie Panther System. W celu uzyskania dodatkowych
informaciji nalezy przej$¢ do etapu E.5 w czeSci Procedura testu w systemie Panther
System ponizej ponizej.

Uwaga: Jezeli probka zostanie rozciericzona, powinna by¢ badana natychmiast po
rozcienczeniu. Nie nalezy zamrazac rozcienczonej probki.

4. Prébki krwi petnej

Po pobraniu prébke krwi petnej mozna przechowywaé w temperaturze od 15°C do
30°C przez okres do 36 godzin. Pobrang krew petng mozna przechowywaé
w nastepujgcych warunkach:

* w pierwotnej probéwce do pobierania w temperaturze od 2°C do 8°C przez
okres do 5 dni,

* w pierwotnej probéwce do pobierania w temperaturze -20°C lub -70°C przez
okres do 60 dni.

Krew pelna

30°C
15°C

<36 godzin po pobraniu

Glowna Gtéwna
8°C -15°C -65°C
2°C -35°C -85°C
<5 dni <60 dni

Rysunek 3. Warunki przechowywania préobek krwi petnej
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Panther System Aptima

Prébki w systemie Panther System

Prébki osocza i przetworzonej krwi petnej mozna pozostawia¢ w systemie Panther System
bez zamkniecia na okres do 8 godzin. Probki mozna wyja¢ z Panther System i poddaé
badaniu, o ile catkowity czas przebywania w systemie nie przekracza 8 godzin przed
pipetowaniem probki przez Panther System.

Transport probek
Zachowa¢ warunki przechowywania probek zgodnie z opisem w Pobieranie i przechowywanie
probek.

Uwaga: Probki nalezy transportowac zgodnie z odpowiednimi krajowymi,
miedzynarodowymi i regionalnymi przepisami dotyczgcymi transportu.

Panther System

Odczynniki do testu Aptima CMV Quant wykonywanego w systemie Panther System zostaty
wymienione ponizej. Obok nazwy odczynnika wymieniono takze symbole identyfikujgce
odczynniki.

Dostarczone odczynniki i materiaty

Zestaw testow Aptima CMV Quant, 100 testéw (nr kat. PRD-05074)
(1 pudetko z testem, 1 pudetko z odczynnikiem do wzmacniania czgstek szukanych, 1 zestaw
kalibratora i 1 zestaw kontroli)

Pudetko z testem Aptima CMV Quant
(po odbiorze przechowywaé w temperaturze od 2°C do 8°C)

Symbol Element llosé
A Odczynnik do amplifikacji qCMV
Niezakazne kwasy nukleinowe w formie wysuszonej, w roztworze 1 fiolka
buforowanym.
E Odczynnik enzymatyczny qCMV
Odwrotna transkryptaza i polimeraza RNA w formie wysuszonej, 1 fiolka

w roztworze buforowanym HEPES.

PRO Odczynnik promotora qCMV

Niezakazne kwasy nukleinowe w formie wysuszonej, w roztworze 1 fiolka
buforowanym.

AR Roztwor do przygotowania odczynnika do amplifikacji qCMV 1%x7.2ml
Wodny roztwor zawierajgcy glicerol i Srodki konserwujgce. '

ER Roztwér do przygotowania odczynnika enzymatycznego qCMV
Roztwér buforowany HEPES zawierajgcy $rodek powierzchniowo 1x5,8ml
czynny i glicerol.

PROR Roztwor do przygotowania odczynnika promotora qCMV 1%x45ml

Wodny roztwér zawierajgcy glicerol i Srodki konserwujgce.

TCR Odczynnik do wychwytywania czasteczek szukanych qCMV
Kwasy nukleinowe w buforowanym roztworze soli z fazg statg, 1x72,0ml
niezakazne kwasy nukleinowe oraz kalibrator wewnetrzny.
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Kotnierze do przygotowania odczynnikéw 3

Karta z kodami kreskowymi partii gtéwnej 1 karta

Pudetko z odczynnikiem do wzmacniania czastek szukanych Aptima CMV Quant
(po odbiorze przechowywa¢ w temperaturze od 15°C do 30°C)

Symbol Element llos¢
TER Odczynnik do wzmacniania czastek szukanych qCMV 1% 460 ml
Stezony roztwdér wodorotlenku litu. ’
Zestaw kalibratora Aptima CMV Quant (nr kat. PRD-05075)
(po odbiorze przechowywac¢ w temperaturze od -15°C do -35°C)
Symbol Element llos¢
PCAL Kalibrator dodatni qCMV 5x25ml
Plazmidowy DNA w roztworze buforowanym. ’
Etykieta z kodem kreskowym kalibratora —
Zestaw kontroli Aptima CMV Quant (nr kat. PRD-05076)
(po odbiorze przechowywaé w temperaturze od -15°C do -35°C)
Symbol Element llos¢
NC Kontrola ujemna qCMV
CMV-ujemne defibrynowane osocze ludzkie zawierajgce gentamycyne 5x%0,8ml
i azydek sodu w stezeniu 0,2% jako $rodki konserwujgce.
LPC Kontrola niskododatnia qCMV
Defibrynowane osocze ludzkie z inaktywowanym wirusem CMV, 5x08ml
zawierajgce gentamycyne i azydek sodu w stezeniu 0,2% jako Srodki '
konserwujgce.
HPC Kontrola wysokododatnia qCMV
Defibrynowane osocze ludzkie z inaktywowanym wirusem CMV, 5x0.8ml
zawierajgce gentamycyne i azydek sodu w stezeniu 0,2% jako Srodki '
konserwujgce.

Etykieta z kodem kreskowym kontroli —
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Aptima®

Materialy wymagane, ale dostepne osobno

Uwaga: Materiaty o podanych numerach katalogowych sg dostepne w firmie Hologic, o ile nie

okreslono inaczej.

Materiat

System Panther® System
System Panther Fusion® System
System Panther System, Continuous Fluid and Waste (Panther Plus)

Zestaw wstepny do aparatu Panther do testow w czasie rzeczywistym
(tylko do testéw w czasie rzeczywistym)

Zestaw plynéw do testu Aptima® (znany takze jako zestaw uniwersalnych
ptynéw)

zawiera roztwor do ptukania Aptima, bufor do plynu dezaktywujgcego Aptima
oraz odczynnik olejowy Aptima

Zestawy wieloprobéwkowe (MTU)

Zestaw torby na odpady Panther

Ostona pojemnika na odpady Panther

Albo zestaw wstepny do systemu Panther System
(podczas przeprowadzania testow TMA nie w czasie rzeczywistym réwnolegle
Z testami TMA w czasie rzeczywistym)
zawiera zestawy MTU, torby na odpady, ostony pojemnikéw na odpady, ptyny
Auto Detect i ptyny do testu

Probowki z rozcienczalnikiem do krwi petnej (wytgcznie do przetwarzania
probek krwi petnej)

Koncdwki, 1000 pl, z filtrami, przewodzgce, z detekcjg cieczy, materiat
jednorazowego uzytku

Nie wszystkie produkty sg dostepne we wszystkich regionach. W celu
uzyskania informacji na temat dostepno$ci produktu w wybranym regionie
nalezy skontaktowac sie z odpowiednim przedstawicielem.

Wybielacz, roztwoér podchlorynu sodu w stezeniu od 5% do 8,25%
(od 0,7 M do 1,16 M)

Rekawiczki jednorazowe, bezpudrowe
Zapasowe nakretki nieprzebijalne

Wymienne nakretki state firmy Hologic (jednorazowe nakretki do probdwek
do przetwarzania krwi peinej)

Zakretki zamienne na odczynniki
Butelki do przygotowania odczynnikéw do amplifikacji,
odczynnikbw enzymatycznych i odczynnikéw promotora
Butelka TCR
Butelka TER

CL0041 (100 zakretek)
CL0040 (100 zakretek)
903302 (100 zakretek)

Wzmocnione plastikiem ostony stotu laboratoryjnego

Niestrzepigce sie $ciereczki

Nr kat.

303095
PRD-04172
PRD-06067

PRD-03455 (5000 testow)

303014 (1000 testow)

104772-02
902731
504405

303096 (5000 testow)

PRD-06783

(100 wstepnie
napetnionych probdwek
na opakowanie)

901121
(10612513 Tecan)
903031
(10612513 Tecan)
MME-04134
(30180117 Tecan)
MME-04128

103036A
PRD-06720
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Panther System

Materiat

Pipetor

Konhcéwki

Opcje proboéwek do pobierania krwi (EDTA i PPT):
13 mm x 100 mm

13 mm x 75 mm
16 mm x 100 mm

Wiréwka

Wstrzgsarka

Materialy opcjonalne
Materiat

Probéwki dodatkowe w opcjach:

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

Probowki do porcjowania probek Aptima (SAT) (opakowanie 100 szt.)

Zakretki probowek transportowych (opakowanie 100 szt.)
zakretki do probowek SAT

Rozciehczalnik do probek Aptima

Zestaw rozciehczalnika do prébek Aptima

zawiera rozcienczalnik do prébek Aptima, 100 probéwek SAT i 100 zakretek

Pipety transportowe
Wymazowki z bawetniang koncéwka

Kotyska do probdwek

Procedura testu w systemie Panther System

Nr kat.

Nr kat.

FAB-18184
504415

PRD-03003
PRD-03478

Uwaga: Dodatkowe informacje o procedurze znajdujg sie w odpowiedniej Instrukcji

obstugi systemu Panther/Panther Fusion System.
A. Przygotowanie obszaru roboczego

1. Oczysci¢ powierzchnie robocze, na ktérych bedg przygotowywane odczynniki.
Przetrze¢ powierzchnie robocze roztworem podchlorynu sodu w stezeniu od 2,5% do
3,5% (od 0,35 M do 0,5 M). Roztwér podchlorynu sodu powinien mie¢ kontakt
z powierzchniami przez co najmniej 1 minute, a nastepnie nalezy je sptuka¢ wodag
dejonizowang (DI). Nie wolno dopuszcza¢ do wyschniecia roztworu podchlorynu
sodu. Zakry¢ powierzchnie stotu czystymi, wzmocnionymi plastikiem, chtonnymi

ostonami stotu laboratoryjnego.

2. Oczysci¢ odrebng powierzchnie roboczg jako miejsce do przygotowania préobek.

Postepowac zgodnie z procedurg opisang powyzej (etap A.1).

3. Wyczysci¢ wszystkie pipetory. Postepowaé zgodnie z procedurg czyszczenia opisang

powyzej (etap A.1).
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B. Przygotowanie kalibratora i kontroli

Przed przystgpieniem do przetwarzania kalibrator i kontrole powinny osiggnaé
temperature od 15°C do 30°C w sposdb opisany ponizej:

1. Wyjac kalibrator i kontrole z miejsca przechowywania (od -15°C do -35°C) i umiescic
je w temperaturze od 15°C do 30°C. Podczas catego procesu rozmrazania delikatnie
odwracac¢ kazdg probowke w celu doktadnego wymieszania. Przed uzyciem nalezy
upewni¢ sie, ze zawartos¢ probowki jest catkowicie rozmrozona.

Opcja. Probowki z kalibratorami i kontrolami mozna umiescié¢ na kotysce do
probowek w celu doktadnego wymieszania. Przed uzyciem nalezy upewni¢ sie, ze
zawarto$¢ probowki jest catkowicie rozmrozona.

Uwaga: Unika¢ nadmiernego spieniania podczas odwracania kalibratora i kontroli.
Piana negatywnie wptywa na wykrywanie poziomu przez system Panther System.

2. Po rozmrozeniu zawartosci probéwki osuszy¢ jej zewnetrzng czes$¢ czystg, suchg
Sciereczkg jednorazowego uzytku.

3. Aby zapobiec zanieczyszczeniu, nie nalezy w tym momencie otwieraé probéwek.

C. Przygotowanie odczynnikéw / przygotowanie nowego zestawu

Uwaga: Przygotowanie odczynnikow nalezy przeprowadzic¢ przed rozpoczeciem pracy
w systemie Panther System.

1. Aby przygotowa¢ odczynnik do wychwytania czgsteczek szukanych (TCR), nalezy
wykonac ponizsze czynnosci:
a. Wyja¢ TCR z miejsca przechowywania (2°C do 8°C). Sprawdzi¢ numer partii na
butelce z TCR, aby upewni¢ sie, ze zgadza sie on z numerem partii na karcie
z kodami kreskowymi partii gtéwne;.

b. Natychmiast 10 razy energicznie wstrzgsng¢ butelkg TCR. Pozostawic¢ butelke
TCR w temperaturze od 15°C do 30°C do ogrzania przez co najmniej 45 minut.
W tym czasie nalezy odwirowac¢ i odwréci¢ butelke TCR co najmniej co 10 minut.

Opcija. Butelke TCR mozna przygotowac¢ na kotysce do proboéwek, postepujgc
zgodnie z ponizszymi instrukcjami: Wyjaé TCR z miejsca przechowywania (2°C do
8°C) oraz natychmiast energicznie wstrzagsng¢ 10 razy. Umiesci¢ butelke TCR na
kotysce do probdowek i pozostawi¢ TCR w temperaturze 15°C do 30°C do
ogrzania przez co najmniej 45 minut.

c. Przed uzyciem nalezy upewni¢ sie, ze caty osad znajduje sie w roztworze,
a czastki magnetyczne sg zawieszone.

2. W celu odtworzenia odczynnikéw amplifikacji, enzymatycznych i promotoréw nalezy
wykonac¢ nastepujgce czynnosci:
a. Wyjac¢ liofilizowane odczynniki i odpowiednie roztwory do przygotowania z miejsca
przechowywania (2°C do 8°C). Dopasowac¢ odpowiedni roztwér do przygotowania
do kazdego liofilizowanego odczynnika.

b. Upewni¢ sie, ze roztwdr do przygotowania i liofilizowany odczynnik majg etykiety
w tym samym kolorze. Sprawdzi¢ numery partii na karcie z kodami kreskowymi
partii gtéwnej, aby mie¢ pewnos¢, ze sparowano odpowiednie odczynniki.

i. Otworzyc fiolke z liofilizowanym odczynnikiem, zdejmujgc metalowg uszczelke
i gumowy Kkorek.

ii. Mocno wiozy¢ karbowany koniec kotnierza do przygotowania odczynnikéw
(czarnego) na fiolke (Rysunek 4, etap 1).
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3.

f.

Vi.

Vii.

viii.

Otworzy¢ butelke zawierajgca odpowiedni roztwor do przygotowania
odczynnikow i odtozyé zakretke na czystg, przykrytg powierzchnie robocza.

Umiesci¢ butelke z roztworem do przygotowania na stabilnej powierzchni (np.
na stole). Nastepnie odwrdcic fiolke z liofilizowanym odczynnikiem nad butelka
z roztworem do przygotowania i mocno przymocowac kotnierz do butelki

z roztworem do przygotowania (Rysunek 4, etap 2).

Powoli odwrdci¢ potgczone butelki (fiolka dotgczona do butelki z roztworem),
aby umozliwi¢ sptywanie roztworu do szklanej fiolki (Rysunek 4, etap 3).

Podnies¢ potgczone butelki i mieszaé ich zawarto$¢ ruchem wirowym przez co
najmniej 10 sekund (Rysunek 4, etap 4).

Odczeka¢ co najmniej 30 minut, aby liofilizowany odczynnik przeszedt do
roztworu.

Po przejsciu liofilizowanego odczynnika do roztworu odwirowaé potgczone
butelki przez co najmniej 10 sekund, a nastepnie lekko wstrzgsa¢ roztworem
w szklanej fiolce w przéd i w tyt w celu doktadnego wymieszania.

Ponownie powoli przechyli¢ potgczone butelki, aby umozliwi¢ sptyniecie catego
roztworu z powrotem do butelki z roztworem do przygotowywania odczynnikow
(Rysunek 4, etap 5).

Ostroznie zdjg¢ kotnierz do przygotowywania i szklang fiolke (Rysunek 4, etap 6).

NatozyC zakretke na butelke. Na etykiecie wpisac inicjaty operatora i date
przygotowania odczynnikow (Rysunek 4, etap 7).

Wyrzuci¢ kotnierz do przygotowania odczynnikoéw i szklang fiolke (Rysunek 4, etap 8).

Ostrzezenie: Unika¢ nadmiernego spieniania podczas przygotowywania odczynnikow.
Piana negatywnie wptywa na wykrywanie poziomu przez system Panther System.

/4 - ™y
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Rysunek 4. Proces przygotowania odczynnikow

Wyja¢ odczynnik do wzmacniania czastek szukanych qCMV z miejsca
przechowywania (od 15°C do 30°C). Na etykiecie wpisac inicjaly operatora i date
otwarcia. Sprawdzi¢ numer partii na butelce TER, aby upewni¢ sie, ze zgadza sie
z numerem partii na karcie z kodami kreskowymi partii gtowne;j.
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D. Przygotowanie odczynnikow dla odczynnikow przygotowanych wczesniej

1.

Wyja¢ wczesniej przygotowane odczynniki z miejsca przechowywania (2°C do 8°C).
Przed rozpoczeciem testu uprzednio przygotowane odczynniki do amplifikaciji,
odczynniki enzymatyczne, odczynniki promotora i odczynniki TCR muszg osiggnagc
temperature od 15°C do 30°C.

Wyja¢ TER z miejsca przechowywania (15°C do 30°C).

W przypadku wczesniej przygotowanego odczynnika TCR przed zatadowaniem do
systemu nalezy wykonac¢ etap C.1 opisany powyzej.

Odwirowac i odwréci¢ odczynniki amplifikacji, enzymatyczny i promotora, aby
dokfadnie wymiesza¢ przed zatadowaniem do systemu. Unika¢ nadmiernego
spieniania podczas odwracania odczynnikow.

Opcja. Wczesniej przygotowane odczynniki mozna przygotowac na kotysce do
probéwek, postepujgc zgodnie z nastepujgcymi instrukcjami: Wyjgé odczynniki
z miejsca przechowywania (od 2°C do 8°C). Umiesci¢ odczynniki na kotysce do
probéwek i pozostawi¢ w temperaturze od 15°C do 30°C do ogrzania przez co
najmniej 30 minut.

Nie wolno dopetnia¢ butelek z odczynnikami. Panther System rozpozna butelki po
dopetnieniu i odrzuci je.

E. Obchodzenie sie z probkami osocza

1.

Nalezy upewni¢ sig, ze przetworzone probki w probéwkach pierwotnych lub
nierozcienczone prébki w probowkach dodatkowych sg odpowiednio przechowywane,
zgodnie z Pobieranie i przechowywanie probek.

Upewni¢ sie, ze zamrozone probki sg doktadnie rozmrozone. Rozmrozone probeki
nalezy wytrzgsac przez 3 do 5 sekund w celu doktadnego wymieszania.

Przed rozpoczeciem obrébki prébki powinny osiggng¢ temperature od 15°C do 30°C.
Dodatkowe informacje dotyczgce systemu zawiera sekcja Probki w systemie Panther
System.

Nalezy upewni¢ sie, ze kazda pierwotna probéwka do pobierania probek zawiera do
1200 pl prébki lub kazda probéwka dodatkowa zawiera co najmniej 700 ul prébki.
W tabeli znajdujacej sie w sekcji Pobieranie probek okreslono wymagania dotyczgce
objetosci martwej dla kazdego typu probowki pierwotnej i dodatkowej. Jesli konieczne
jest rozcienczenie probki osocza, w przypadku matej objetosci prébki i/lub
koniecznosci powtdrzenia testu, w celu uzyskania dodatkowych informacji nalezy
przejs¢ do etapu E.5 ponizej.

Rozcienczanie prébki osocza

Prébka osocza moze zostaé rozcienczona w stosunku 1:3 w probéwce SAT lub
probéwce dodatkowej w celu wykonania testu w systemie Panther System.

a. Rozmrazanie kontroli ujemnej CMV Aptima

i. Wyjac jedng probéwke kontroli ujemnej z miejsca przechowywania (od -15°C
do -35°C) i umiesci¢ w temperaturze od 15°C do 30°C. Podczas catego
procesu rozmrazania delikatnie odwracac¢ probowke, aby dokfadnie wymieszacé
jej zawartos¢. Przed uzyciem nalezy upewnic sie, ze zawartos¢ probowki jest
catkowicie rozmrozona.

Opcja: Probéwke z kontrolg mozna umiesci¢ na kotysce do probéwek w celu
doktadnego wymieszania. Przed uzyciem nalezy upewni¢ sie, ze zawartosé
probéwki jest catkowicie rozmrozona.
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6.

ii. Po rozmrozeniu zawarto$ci probowki osuszy¢ jej zewnetrzng powierzchnie
czysta, suchg sciereczkg jednorazowego uzytku.

iii. Aby zapobiec zanieczyszczeniu, nie nalezy w tym momencie otwierac
probowek.

b. Rozcienczanie probki osocza

Uwaga: Jezeli probka zostanie rozcienczona, musi zosta¢ zbadana natychmiast
po rozciernczeniu.

i. Umiesci¢ 240 ul prébki w probéwce SAT.

ii. Dodac¢ 480 ul kontroli ujemne;.

iii. Zakreci¢ probowke.

iv. Delikatnie odwrécié¢ 5 razy, aby wymieszad.

Probki rozcienczone w stosunku 1:3 mogg by¢ badane przy uzyciu opcji 1:3
w systemie Panther System (wiecej informacji na ten temat zawiera Instrukcja
obstugi systemu Panther/Panther Fusion). Oprogramowanie automatycznie
poda doktadny wynik po zastosowaniu wspotczynnika rozcienczenia. Probki te
zostang oznaczone jako prébki rozcienczone.

Tuz przed umieszczeniem prébek w statywie na probki odwirowaé kazdg probke przy
1000-3000 g przez 10 minut. Na tym etapie nie nalezy zdejmowac¢ zakretek.

Zobacz etap G.2 ponizej, aby uzyskac informacje dotyczace tadowania statywu
i zdjecia zakretek.

F. Postepowanie z probkami krwi petnej

1.

Nalezy upewni¢ sie, ze nieprzetworzone probki w probéwkach pierwotnych sg odpowiednio
przechowywane, zgodnie z instrukcjami zawartymi w sekcji Pobieranie i przechowywanie
probek.

Upewni¢ sie, ze zamrozone prébki sg dokfadnie rozmrozone. Przed rozpoczeciem
obrobki prébki powinny osiggngé temperature od 15°C do 30°C. Dodatkowe
informacje dotyczace systemu zawiera sekcja Probki w systemie Panther System.

Delikatnie odwréci¢ probowki z krwig petng co najmniej 3 razy lub delikatnie

wymiesza¢ na kotysce, az krew stanie sie jednorodna.

Przed przetworzeniem probki nalezy wykonac nastepujgcg procedure na kazdym

preparacie.

a. Krew w probowkach pierwotnych nalezy doktadnie wymieszaé przez odwrécenie,
a probke nalezy natychmiast przenie$¢ do probdwki zawierajgcej rozcienczalnik
do krwi petne;j.

b. Dodac 500 pl prébki krwi petnej do wstepnie napetnionej probowki z rozcieficzalnikiem
do krwi petne;j.

c. Zatozy¢ zakretke i wytrzgsac probke przez co najmniej 5 sekund.

Zobacz etap G.2 ponizej, aby uzyskac¢ informacje dotyczace tadowania statywu
i zdjecia zakretek.

G. Przygotowanie systemu

1.

Skonfigurowac system zgodnie z wytycznymi w Instrukcji obstugi systemu Panther/
Panther Fusion System i sekcji Uwagi dotyczgce procedury. Upewnic¢ sie, ze
stosowane sg statywy na odczynniki i adaptery TCR o odpowiedniej wielkosci.
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2. Zatadowanie prébek do statywéw na probki. Wykonaé nastepujgce czynnosci dla
kazdej probéwki na prébki (probka oraz, jesli to konieczne, kalibrator i kontrole):

a.

g.

Poluzowaé jedng zakretke prébowki na probki, ale jeszcze jej nie zdejmowac.

Uwaga: Zachowac szczegdlng ostroznosc, aby unikng¢ zanieczyszczenia poprzez
rozprzestrzenienie sie aerozolu. Delikatnie poluzowac zakretki na probéwkach
Z probkami.

Zatadowac probowki na probki do statywédw na probeki.
Powtdrzy¢ etapy 2.a i 2.b dla kazdej pozostatej probki.

Po zatadowaniu prébek do statywu na probki, zdjgé i wyrzuci¢ kazdg zakretke
probéwki na prébki z jednego statywu na prébki. Aby unikngé zanieczyszczenia,
nie przenosi¢ zakretki nad innymi statywami na prébki lub probowkami na proébki.

W razie potrzeby uzy¢ nowej, jednorazowej pipety do usuwania pecherzykow
powietrza lub piany. Pecherzyki powietrza w probéwce wptywajg negatywnie na
wykrywanie poziomu przez Panther System.

Po zdjeciu ostatniej zakretki, zatadowa¢ statyw z probkami do wneki na prébki.

Uwaga: Jesli jednoczes$nie przetwarzane sg inne testy i typy probek, nalezy
zabezpieczy¢ mocowniki probek przed zatadowaniem statywu na probki do wneki
na probki.

Potworzy¢ etapy 2.a do 2.f dla kolejnego statywu na prébki.

H. Przygotowanie systemu — zastosowanie wspotczynnika konwersji dla probek krwi petnej.

1. Skonfigurowa¢ system zgodnie z wytycznymi w Instrukcji obstugi systemu Panther/
Panther Fusion System.

2. Zatadowac statyw na probki.

Zastosowac¢ wspétczynnik konwersji dla krwi petnej do zleceh testéw prébek krwi
petnej.

Uwaga: Wspoifczynnik konwersji dla krwi petnej mozna zastosowac do catego statywu
lub jednego zlecenia testu.

Aby zastosowaé wspoétczynnik konwersji dla krwi petnej do catego statywu prébek
krwi petnej:

a.

Na ekranie Sample Rack Bay (Wneka statywéw na probki) dwukrotnie klikngé
zadany zatadowany statyw. Pojawi sie ekran Sample Rack Loading (Ladowanie
statywdw na probki) dla wybranego statywu.

Wybraé przycisk Dilute All (Rozciencz wszyst.).

Pojawi sie okno Dilution Factor (Wspodtczynnik rozcienczenia).
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Wspélczynnik rozcieficzenia

Wybierz wspétczynnik rozcieficzenia

A Wspéotczynnik rozcieficzenia Flaga rozciericzenia

1:100 DiL2
123 DiL1
Niestandardowy DILC

Wspétczynnik konwersji dla krwi petnej wB

kaezna liczba rekordow: 4

Rysunek 5. Okno Dilution Factor (Wspofczynnik rozcienczenia) na ekranie Sample Rack Loading
(Ladowanie statywow na probki) (przykiad)

c. Wybrac¢ opcje Whole Blood Conversion Factor (\Wspétczynnik konwersiji dla krwi
petnej).
d. Wybrac¢ przycisk OK.

Pojawi sie okno Set Dilution Factor for Rack (Ustaw wspotczynnik rozciehczenia
dla statywu).

e. Wybrac¢ przycisk Yes (Tak), aby zastosowac flage wspoétczynnika konwersiji dla
krwi petnej do catego statywu prébek krwi petnej.

Aby zastosowac wspétczynnik konwersji dla krwi petnej do pojedynczego zlecenia

testu (patrz ilustracja ponizej):

a. Na ekranie Sample Rack Bay (Wneka statywow na prébki) dwukrotnie klikngé
zatadowany statyw zawierajgcy odpowiednie prébki.

Pojawi sie ekran Sample Rack Loading (Ladowanie statywow na prébki) dla
wybranego statywu na prébki.

b. Na ekranie Sample Rack Loading (Ladowanie statywéw na prébki) dwukrotnie
klikng¢ zgdang prébke.

Pojawi sie ekran Sample Details (Szczegoty probki) z biezgcymi zleceniami testow
dla wybranej prébki.
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c. W panelu Test Orders (Zlecenia testéw) wybraé¢ odpowiednie zlecenie testu.
d. Wybrac¢ przycisk Apply Dilution (Zastosuj rozciehczenie).

4 525y 43 45 4.4 8

Wspélczynnik rozciericzenia

Wybierz wspélczynnik rozcieficzenia

A Wspélczynnik rozciericzenia Flaga rozcieficzenia

1:100

1:3

Niestandardowy

Wspdtczynnik konwersji dla krwi petnej

Laczna liczba rekordéw: 4

Rysunek 6. Okno Dilution Factor (Wspofczynnik rozcienczenia) na ekranie Sample Details
(Szczegdly probki) (przyktad)

e. Wybrac¢ opcje Whole Blood Conversion Factor (\Wspétczynnik konwersiji dla krwi
petnej).

f.  Nacisng¢ przycisk OK, aby zastosowac flage wspotczynnika konwersji dla krwi
petnej do wszystkich wybranych zlecen testow.

4. W razie potrzeby wspoétczynnik dla krwi petnej mozna usung¢ ze zleceh testéw przed
rozpoczeciem przetwarzania.

Aby usung¢ wspotczynnik konwersji dla krwi petnej z catego statywu:

1. Na ekranie Sample Rack Bay (Wneka statywow na prébki) dwukrotnie klikngé zgdany
zatadowany statyw.
Pojawi sie ekran Sample Rack Loading (Ladowanie statywow na prébki) dla
wybranego statywu.

2. Wybrac¢ przycisk Dilute All (Rozciencz wszyst.).

3. W oknie Dilution Factor (Wspofczynnik rozcienczenia) usungé wybor opcji Whole
Blood Conversion Factor (Wspoétczynnik konwersji dla krwi petnej).
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4.

Wybraé przycisk OK.

Pojawi sie okno Set Dilution Factor for Rack (Ustaw wspétczynnik rozcienczenia dla
statywu).

Wybra¢ przycisk Yes (Tak), aby usung¢ wspoétczynnik konwersji dla krwi petnej dla
catego statywu.

Aby usung¢ zlecenia testow dla wspotczynnika konwersji dla krwi petnej:

1.

Na ekranie Sample Rack Bay (Wneka statywéw na probki) dwukrotnie klikngé
zatadowany statyw zawierajgcy odpowiednie prébki.

Pojawi sie ekran Sample Rack Loading (Ladowanie statywow na prébki) dla
wybranego statywu na probki.

Na ekranie Sample Rack Loading (Ladowanie statywoéw na prébki) dwukrotnie klikngé
zgdang probke.

Pojawi sie ekran Sample Details (Szczegoty prébki) z biezacymi zleceniami testéw dla
wybranej prébki.

W panelu Test Orders (Zlecenia testow) wybra¢ odpowiednie zlecenie testu.

4. Wybra¢ przycisk Apply Dilution (Zastosuj rozcienczenie).

6.

W oknie Dilution Factor (Wspotczynnik rozcienczenia) usungé¢ wybor opcji Whole
Blood Conversion Factor (Wspodtczynnik konwersji dla krwi petnej).

Wybraé przycisk OK, aby usung¢ wspétczynnik konwersji dla krwi peinej ze zlecenia testu.

Uwagi dotyczace procedury

A. Kalibrator i kontrole

1.

Probowki z kalibratorem dodatnim qCMYV, kontrolg niskododatniag qCMV, kontrolg
wysokododatnig qCMV i kontrolg ujemng qCMV mozna umiesci¢ w dowolnej pozycji
w statywie na probki i w dowolnym torze wneki na prébki w systemie Panther System.
Pipetowanie probek pobranych od pacjentéw rozpocznie sie po spetnieniu jednego
z dwéch nastepujacych warunkéw:

a. Kalibrator i kontrole sg w trakcie przetwarzania przez system.
b. Zarejestrowano w systemie wazne wyniki dla kalibratora i kontroli.

Po pipetowaniu kalibratora i kontroli oraz obrébce pod katem zestawu odczynnikdw
analitycznych Aptima CMV Quant probki mozna badaé¢ przy uzyciu powigzanego,
przygotowanego zestawu w okresie do 24 godzin, o ile nie wystgpily nastepujace
sytuacje:

a. Wyniki kalibratora lub kontroli sg niewazne.

b. Powigzany zestaw odczynnikoéw analitycznych zostaje usuniety z systemu.

c. Przekroczono granice stabilnosci powigzanego zestawu odczynnikéw
analitycznych.

Kalibrator i kazda probdéwka z kontrolg mogg by¢ uzyte tylko raz. Proby uzycia
probowki wiecej niz jeden raz mogg prowadzi¢ do btedéw przetwarzania.

B. Puder z rekawiczek

Podobnie jak w przypadku kazdego systemu odczynnikow nadmiar pudru na niektérych
rekawiczkach moze spowodowac zanieczyszczenie otwartych probéwek. Zaleca sie
stosowac rekawiczki bezpudrowe.
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Kontrola jakosci

Operator moze uniewazni¢ wyniki serii lub prébki w przypadku zaobserwowania
i udokumentowania probleméw technicznych, zwigzanych z operatorem lub aparatem
w trakcie testu. W takim przypadku prébki nalezy ponownie przebadac.

Probki z niewaznymi wynikami nalezy ponownie poddaé¢ badaniu w celu uzyskania waznych
wynikow.

W przypadku uzyskania nieprawidtowego wyniku z powodu btedu ML2 prébki czystego
0socza nie nalezy ponownie badac¢. W celu uzyskania instrukcji na temat rozcienczenia
prébki nalezy przejs¢ do etapu E.5 w sekcji Procedura testu w systemie Panther System
ulotki dotgczonej do opakowania.

Uwaga: W przypadku bfedu ML2 nalezy zapoznac sie z odpowiednig instrukcjg obstugi systemu
Panther/Panther Fusion System, aby uzyskac informacje dotyczgce czyszczenia myjni magnetyczney.

Kalibracja testu

Aby wygenerowaé wazne wyniki, nalezy wykonac¢ kalibracje testu. Pojedynczy kalibrator
dodatni jest wykonywany w trzech seriach za kazdym razem, gdy do Panther System
tadowany jest zestaw odczynnikdéw. Raz ustalona kalibracja jest wazna przez okres do
24 godzin. Oprogramowanie Panther System alarmuje operatora, gdy wymagana jest
kalibracja. Operator skanuje wspétczynnik kalibracji znajdujacy sie w karcie z kodami
kreskowymi partii gtdwnej dostarczanej z kazdym zestawem odczynnikow.

Podczas przetwarzania kryteria akceptacji kalibratora sg automatycznie weryfikowane przez
Panther System. Je$li wazny jest wynik mniej niz dwéch replikatow kalibratora, oprogramowanie
automatycznie uniewaznia serie. Probki w uniewaznionej serii muszg by¢é ponownie przebadane
przy uzyciu swiezo przygotowanego kalibratora i swiezo przygotowanych kontroli.

Kontrole ujemne i dodatnie

Aby wygenerowac¢ wazne wyniki, nalezy przetestowac zestaw kontroli testu. Nalezy
przetestowac jeden replikat kontroli ujemnej, kontroli niskododatniej i kontroli
wysokododatniej za kazdym razem, gdy do Panther System fadowany jest zestaw
odczynnikéw. Raz ustalone kontrole sg wazne przez okres do 24 godzin. Oprogramowanie
Panther System alarmuje operatora, gdy wymagane sg kontrole.

Podczas przetwarzania kryteria akceptacji kontroli sg automatycznie weryfikowane przez
Panther System. Aby wygenerowaé¢ wazne wyniki, kontrola ujemna musi dawac¢ wynik ,Nie
wykryto”, a kontrole dodatnie muszg dawac¢ wyniki mieszczgce sie we wczesniej
zdefiniowanych parametrach. Jesli ktérakolwiek z kontroli ma niewazny wynik, oprogramowanie
automatycznie uniewaznia serie. Probki w uniewaznionej serii muszg by¢ ponownie
przebadane przy uzyciu swiezo przygotowanego kalibratora i Swiezo przygotowanych kontroli.

Kalibrator wewnetrzny / kontrola wewnetrzna

Kazda prébka zawiera wewnetrzny kalibrator / kontrole wewnetrzng (IC). W trakcie przetwarzania
kryteria akceptacji IC sg automatycznie weryfikowane przez oprogramowanie Panther System.
Jezeli wynik IC jest niewazny, wynik prébki jest uniewazniony. Kazda prébka z niewaznym
wynikiem IC musi zosta¢ ponownie przebadana w celu uzyskania waznego wyniku.

Oprogramowanie systemu Panther System umozliwia przeprowadzenie doktadnej weryfikaciji
procesow, gdy procedury sg wykonywane zgodnie z instrukcjami zawartymi w tej ulotce
dotgczonej do opakowania oraz w Instrukcji obstugi systemu Panther/Panther Fusion System.
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Interpretacja wynikéw

System Panther System automatycznie okresla stezenie DNA wirusa CMV dla prébek

i kontroli poprzez poréwnanie wynikow z krzywa kalibracyjng. Stezenia DNA wirusa CMV
podawane sg w j.m./ml i logqg j.m./ml. Interpretacja wynikow przedstawiona jest w Tabela 1
i Tabela 2. Jesdli w systemie Panther System uzywana jest opcja rozcienczania krwi petnej lub
0socza, oprogramowanie automatycznie oblicza stezenie DNA wirusa CMV w czystej prébce,
mnozgc rozcienczone stezenie przez wspodtczynnik rozcienczenia, a wyniki probki oznaczane

sg flaga.

Uwaga: W przypadku rozciericzonych probek osocza wyniki oznaczone jako ,Nie wykryto”
lub ,Wykryto <63” mogg by¢ generowane przez rozcierficzenie probki o stezeniu powyzej, ale
blisko, LoD (granicy wykrywalnosci) lub LLoQ (dolnej granicy oznaczalno$ci). Zaleca sig
pobranie i przebadanie innej czystej probki, jesli nie uzyskano wyniku iloSciowego.

Tabela 1: Interpretacja wynikow préobek osocza

Zgtaszany wynik testu Aptima CMV Quant

Interpretacja
j-m./ml Wartos¢ log,,
Nie wykryto Nie wykryto Nie wykryto DNA wirusa CMV.
Wykryto <53 <1,72 Wykryto DNA wirusa CMV, ale na poziomie
ponizej dolnej granicy oznaczalnosci (LLoQ).
53 do 10 000 000 1,72 do 7,00 Stezenie DNA wirusa CMV miesci sie w zakresie
oznaczalnosci ilosciowej od LLoQ do ULoQ j.m./ml.
>10 000 000 >7,00 Stezenie DNA wirusa CMV jest powyzej gornej
granicy oznaczalnosci (ULoQ).
Niewazny® Niewazny? Wystgpit btad w czasie generowania wyniku. Trzeba

ponownie przetestowac probki.

®Niewazne wyniki sg wy$wietlane niebieskg czcionka.

Tabela 2: Interpretacja wynikéw probek krwi petnej

Zgtaszany wynik testu Aptima CMV Quant

Interpretacja
j-m./ml Wartos¢ log,,
Nie wykryto Nie wykryto Nie wykryto DNA wirusa CMV.
Wykryto <176 <2,24 Wykryto DNA wirusa CMV, ale na poziomie
ponizej dolnej granicy oznaczalnosci (LLoQ).
176 do 10 000 000 2,24 do 7,00 Stezenie DNA wirusa CMV miesci sie w zakresie
oznaczalnosci ilosciowej od LLoQ do ULoQ j.m./ml.
>10 000 000 >7,00 Stezenie DNA wirusa CMV jest powyzej gornej
granicy oznaczalnosci (ULoQ).
Niewazny® Niewazny? Wystgpit btad w czasie generowania wyniku. Trzeba

ponownie przetestowac probki.

“Niewazne wyniki sg wy$wietlane niebieskg czcionka.
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Uwaga: W przypadku rozciericzonych probek osocza system Panther System zgtasza wyniki
wyzsze niz ULoQ (gdérna granica oznaczalno$ci) z zastosowaniem notacji naukoweyj, jesli
wynik rozcieniczonej probki miesci sie w zakresie testu przed uzyciem wspotczynnika
rozcienczenia.

Kryteria akceptacji dla kazdej z kontroli testu Aptima CMV Quant przedstawia Tabela 3.

Uwaga: Wymieniony ponizej zakres odzysku zmienia sie w zaleznoSci od przypisanej
wartos$ci kazdej konkretnej partii. Nalezy zapoznac sie z przypisanymi stezeniami
wymienionymi w ulotce z arkuszem kodow kreskowych kontroli dotgczonej do kazdego
pudetka z kontrolami.

Tabela 3: Kryteria akceptacji zakresu odzysku dla testu Aptima CMV Quant

Element Zakres odzysku dla waznych serii
Kontrola ujemna ND.
Kontrola niskododatnia +/-0,6 log4q kopii/ml
Kontrola wysokododatnia +/-0,5 log4g kopii/ml

Aptima CMV Quant Assay 26 AW-27747-3401 Rev. 001



Aptima® Ograniczenia

Ograniczenia

A. Niniejszy test powinien by¢ wykonywany wytgcznie przez osoby przeszkolone w zakresie
procedury testowej. Nieprzestrzeganie instrukcji przedstawionych w niniejszej ulotce
zatgczonej do opakowania moze spowodowac uzyskanie btednych wynikéw.

B. Wiarygodne wyniki zalezg od wiasciwego pobrania probek, ich transportu,
przechowywania i obrobki.

C. Cho¢ rzadko, mutacje w wysoce konserwatywnych regionach genomu wirusowego
objetych starterami i/lub sondami w tescie Aptima CMV Quant mogg powodowaé
zanizenie ilosci lub niewykrycie wirusa.
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Skutecznos¢ analityczna

Granica wykrywalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO

Granica wykrywalnosci (LoD) testu jest definiowana jako stezenie DNA wirusa CMV, ktoére
jest wykrywane z 95-procentowym lub wiekszym prawdopodobienstwem zgodnie
z dokumentem EP17-A2 instytutu CLSI14.

Granica wykrywalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowych wzorcéw WHO
W osoczu

Granice LoD okreslono poprzez badanie paneli 1. miedzynarodowego wzorca WHO (kod
NIBSC: 09/162)21 dla wirusa CMV rozcienczonego w ludzkim osoczu ujemnym wzgledem
wirusa CMV. Zbadano 60 replikatow kazdego rozcienczenia przy uzyciu kazdej z trzech partii
odczynnikéw, co dato tgcznie 180 replikatow na rozciehczenie. Przeprowadzono analize
probitowg w celu wygenerowania przewidywanych granic wykrywalnosci. Wartosci LoD, ktére
przedstawia Tabela 4, to wyniki z partii odczynnika o najwyzszej przewidywanej granicy
wykrywalnosci. Granica LoD dla testu Aptima CMV Quant przy zastosowaniu 1.
miedzynarodowego wzorca WHO wynosi 40,7 j.m./ml dla osocza.

Tabela 4: Granica wykrywalnosci dla osocza przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla
wirusa CMV

Przewidywana g'ra.nica Stezenie (j.m./ml)
wykrywalnosci
10% 1.9
20% 2,9
30% 4,0
40% 53
50% 6,9
60% 9,1
0% 12,2
80% 17,1
90% 27,5
95% 40,7

Granica wykrywalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowych wzorcéw WHO w krwi
petnej

Granice LoD okreslono poprzez badanie paneli 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla
wirusa CMV rozcienczonego w krwi petnej ujemnej wzgledem wirusa CMV. Zbadano

60 replikatow kazdego rozciehczenia przy uzyciu kazdej z trzech partii odczynnikéw, co dato
tgcznie 180 replikatdéw na rozciehczenie. Przeprowadzono analize probitowg w celu
wygenerowania przewidywanych granic wykrywalnosci. Wartosci LoD, ktére przedstawia
Tabela 5, to wyniki z partii odczynnika o najwyzszej przewidywanej granicy wykrywalnosci.
Granica LoD dla testu Aptima CMV Quant przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca
WHO wynosi 131,0 j.m./ml dla krwi petne;j.
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Tabela 5: Granica wykrywalnosci dla krwi petnej przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla
wirusa CMV

Przewidywana g’ra.nica Stezenie (j.m./ml)
wykrywalnosci

10% 8.8

20% 132
30% 7.7
40% 22,7
50% 28,7
60% 36,2
70% 46,5
80% 62,4
90% 93,7
95% 131,0

Granica wykrywalnosci genotypéw i lekoopornych mutantéow wirusa CMV

Granica wykrywalnosci genotypow i lekoopornych mutantéw wirusa CMV w osoczu

Granice LoD zweryfikowano dla trzech r6znych genotypow opartych na sekwencji
glikoproteiny B (gB-2, gB-3, gB-4) i lekoopornych mutantow poprzez zbadanie réznych
stezen wirusa CMV zblizonych do okreslonej granicy LoD dla osocza przy uzyciu 1.
miedzynarodowego wzorca WHO (genotyp gB-1). Badanie przeprowadzono w 30 replikatach
na kazdy element panelu i kazdg partie odczynnikéw, wykorzystujgc dwie partie odczynnikow
Aptima CMV Quant. Najwyzsza wartos¢ granicy LoD zweryfikowana dla wszystkich trzech
genotypéw i lekoopornych mutantéw wyniosta 40 j.m./ml przy uzyciu obu partii odczynnikow.

Uwaga: Skutecznosc¢ testu Aptima CMV Quant w przypadku lekoopornych mutacji wirusa
CMV oceniano wytgcznie w probkach osocza.

Tabela 6: Granica wykrywalnosci genotypoéw i lekoopornych mutantéw wirusa CMV w osoczu

Genotypy/mutanty Stezenie (j.m./ml)
gB-2 40
gB-3 40
gB-4 35
Lekooporny mutant, UL54 i UL97* 35
Lekooporny mutant, UL56** 35
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Tabela 6: Granica wykrywalnosci genotypéw i lekoopornych mutantéw wirusa CMV w osoczu (cigg dalszy)

Genotypy/mutanty Stezenie (j.m./ml)

*Mutacje genu UL54 moga prowadzi¢ do krzyzowej opornosci na niektore leki przeciwwirusowe
stosowane w leczeniu zakazenia wirusem CMV, takie jak gancyklowir (GCV), cydofowir (CDV)
i foskarnet (PFA). Mutacje genu UL97 réwniez prowadzg do opornoéci na gancyklowir (GCV).
**Mutacje genu UL56 prowadzg do opornosci na letermowir (LET).

Ogodlna wartos¢ granicy LoD w osoczu wynosi 40,7 j.m./ml.

Granica wykrywalnosci genotypéw wirusa CMV w krwi peinej

Granice LoD zweryfikowano dla trzech réznych genotypow glikoproteiny B (gB-2, gB-3 i gB-4)
poprzez zbadanie réznych stezen wirusa CMV zblizonych do okreslonej granicy LoD dla krwi
petnej przy uzyciu 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV (genotyp gB-1).
Badanie przeprowadzono w 30 replikatach na kazdy element panelu i kazdg partie
odczynnikéw, wykorzystujgc dwie partie odczynnikow Aptima CMV Quant. Najwyzsza wartos¢
granicy LoD zweryfikowana dla wszystkich trzech genotypéw wyniosta 150 j.m./ml przy uzyciu
obu partii odczynnikow.

Tabela 7: Granica wykrywalnosci genotypow wirusa CMV w krwi petnej

Genotyp Stezenie (j.m./ml)
gB-2 150
gB-3 150
gB-4 130

Ogodlna wartos¢ granicy LoD w krwi petnej wynosi 150 j.m./ml.

Aptima CMV Quant Assay 30 AW-27747-3401 Rev. 001



Aptima®

Skutecznos¢ analityczna

Zakres liniowy

Zakres liniowy w osoczu

Zakres liniowy zostat ustalony poprzez badanie paneli wirusa CMV rozcienczonego

w ludzkim osoczu ujemnym wzgledem wirusa CMV zgodnie z dokumentem EP0G-A instytutu
CLSI*. Panele miaty stezenie od 1,62 logqq j.m./ml do 7,30 logq j.-m./ml. Test Aptima CMV
Quant wykazat liniowos¢ w catym badanym zakresie. Gorna granica oznaczalnosci (ULoQ)

testu wyniosta 7 logqq j.m./ml, jak pokazuje Rysunek 7.

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00 .
2,00

1,00

Zgtoszony wynik testu Aptima CMV Quant (log,, j.m./ml)

0,00

A

R?=0,9996

A Osocze — poza zakresem testu

Osocze — w zakresie testu

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

Stezenie docelowe wirusa CMV (log,, j.m./ml)

Rysunek 7. Liniowos$é w osoczu
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Zakres liniowy w krwi petnej

Zakres liniowy zostat ustalony poprzez badanie paneli wirusa CMV rozcienczonego

w ludzkiej krwi petnej ujemnej wzgledem wirusa CMV zgodnie z dokumentem EP06-A
instytutu CLSI*. Panele miaty stezenie od 2,15 log4g j.m./ml do 7,3 log4g j.m./ml dla krwi
petnej. Test Aptima CMV Quant wykazat liniowo$s¢ w catym badanym zakresie. Gérna
granica oznaczalnosci (ULoQ) testu wyniosta 7 log¢q j.m./ml, jak pokazuje Rysunek 8.
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8,00
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3,00
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A
.°" R2=0,9999
0....
c..’..
o
K A Krew pelna — poza zakresem testu
ra ® Krew peina — w zakresie testu
o e Liniowe (krew petna)
A.'

1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00

Stezenie docelowe wirusa CMV (log,, j.m./ml)

Rysunek 8. Liniowos¢ w krwi petnej
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Liniowos¢ wedtug genotypéw wirusa CMV
Liniowos¢ wedtug genotypow wirusa CMV w osoczu
Liniowos¢ dla genotypdw glikoproteiny gB-2, gB-3 i gB-4 zostata zweryfikowana poprzez
badanie paneli wirusa CMV rozcienczonego w ludzkim osoczu ujemnym wzgledem wirusa

CMV, ktorych stezenie wynosito od 1,72 log4q j.m./ml do 7,00 log4g j.m./ml. Liniowo$¢ zostata
wykazana w catym zakresie dla wszystkich badanych genotypow, jak pokazuje Rysunek 9.

8,00
7,00
6,00
5,00

4,00

¢ Osocze gB2
3,00 m Osocze gB3

A Osocze gB4
2,00

1,00

Zgtoszony wynik testu Aptima CMV Quant (log,, j.m./ml)

0,00
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00

Stegzenie docelowe wirusa CMV (log,, j.m./ml)

Rysunek 9. Liniowos¢ wedtug genotypow gB-2, gB-3 i gB-4 wirusa CMV w osoczu
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Liniowosé wedtug genotypow wirusa CMV w krwi petnej

Liniowos¢ dla genotypdw glikoproteiny gB-2, gB-3 i gB-4 zostata zweryfikowana poprzez
badanie paneli wirusa CMV rozciefnczonego w krwi petnej ujemnej wzgledem wirusa CMV,
ktérych stezenie wynosito od 2,25 log4g j.m./ml do 7,00 log4q j.m./ml. Liniowos¢ zostata
wykazana w catym zakresie dla wszystkich trzech badanych genotypow, jak pokazuje
Rysunek 10.
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7,00
6,00
5,00

4,00

¢ Krew petna gB2
3,00
Krew petna gB3

A
2,00 Krew petna gB4
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Zgtoszony wynik testu Aptima CMV Quant (log,, j.m./ml)
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Stezenie docelowe wirusa CMV (log,, j.m./ml)

Rysunek 10. Liniowos¢ wedtlug genotypow gB-2, gB-3 i gB-4 wirusa CMV w krwi peinej
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Dolna granica oznaczalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO

Dolna granica oznaczalnosci (LLoQ) jest definiowana jako najnizsze stezenie, przy ktdérym
DNA wirusa CMV jest wiarygodnie oznaczany ilosciowo w ramach btedu catkowitego,
zgodnie z dokumentem EP17-A2 instytutu CLSI"™. Btad catkowity zostat oszacowany przy
uzyciu modelu Westgarda: btagd catkowity (TE) = |obcigzenie| + 2SD. Aby zapewni¢
doktadno$¢ pomiardw, btad catkowity testu Aptima CMV Quant zostat ustalony na poziomie
110g4g j-m./ml (. przy LLoQ, réznica miedzy dwoma pomiarami wieksza niz 1 log4q j.m./ml
jest statystycznie istotna).

Dolna granica oznaczalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO
W osoczu

Granice LLoQ okreslono poprzez badanie paneli 1. miedzynarodowego wzorca WHO (kod
NIBSC: 09/162, genotyp gB-1)* dla DNA wirusa CMV rozcienczonego w ludzkim osoczu
ujemnym wzgledem wirusa CMV. Zbadano 60 replikatéw kazdego rozcienczenia przy uzyciu
kazdej z trzech partii odczynnikéw, co dato tgcznie 180 replikatdw na rozcienczenie. Wyniki
LLoQ dla trzech partii odczynnikow przedstawia Tabela 8. Wyniki uzyskane dla partii
odczynnikow, w przypadku ktérych uzyskano najwyzsze stezenie spetniajgce wymagania
dotyczgce TE oraz detekcje na poziomie 295%, zawiera Tabela 9. Granica LLoQ ustalona na
podstawie 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV w osoczu wynosi 53 j.m./ml.

Tabela 8: Oznaczenie granicy LLoQ przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV
rozciericzonego w osoczu

Obliczony

Partia N Liczba (n) Stezenie Test Aptima
TE

odczynnikéw wykry¢ docelowe CMV Quant SD |Obcigzenie|

(logqg j-m./ml) (logqg j.m./ml) (log4gj.m./ml) (logqqj.m./ml) (log4qj.m./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 = odchylenie standardowe
Elementy panelu, ktére osiagnety cel doktadnosci (TE <1) oraz 295% wykrywalnos$ci dla partii odczynnikéw 1, 2i 3, sa
zacieniowane.
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Tabela 9: Podsumowanie dotyczgce granicy LLoQ dla osocza przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego
wzorca WHO dla wirusa CMV

Partia odczynnikéw (j.m./ml) (log4g j.-m./ml)
1 53 1,72
2 41 1,61
3 47 1,67

Dolna granica oznaczalnosci przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO
w krwi petnej

Granice LLoQ okreslono poprzez badanie paneli 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla
DNA wirusa CMV rozcienczonego w ludzkiej krwi petnej ujemnej wzgledem wirusa CMV.
Zbadano 60 replikatéw kazdego rozcienczenia przy uzyciu kazdej z trzech partii
odczynnikéw, co dato tgcznie 180 replikatéw na rozcienczenie. Wyniki dla trzech partii
odczynnikow przedstawia Tabela 10. Wyniki uzyskane dla partii odczynnikéw, w przypadku
ktérych uzyskano najwyzsze stezenie spetniajgce wymagania dotyczgce TE oraz detekcje na
poziomie 295%, zawiera Tabela 11. Granica LLoQ ustalona na podstawie 1.
miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV w krwi petnej wynosi 176 j.m./ml.

Tabela 10: Oznaczenie granicy LLoQ przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV
rozcieniczonego w krwi petnej

LT e covr s B
nikéw wykrye
(logqg j-m./ml)  (log4gj-m./ml) (logqqj.m./ml) (logqqj.m./ml) (log4q j.m./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

r___________________________________________________________________________________________________________________|
SD = odchylenie standardowe

Elementy panelu, ktére osiggnety cel doktadnosci (TE <1) oraz 295% wykrywalnosci dla partii odczynnikéw 1, 2i 3, sg
zacieniowane.

Aptima CMV Quant Assay 36 AW-27747-3401 Rev. 001



Aptima® Skutecznos¢ analityczna

Tabela 11: Podsumowanie dotyczgce granicy LLoQ dla krwi petnej przy zastosowaniu 1. miedzynarodowego
wzorca WHO dla wirusa CMV

Partia odczynnikéw (j.m./ml) (logqg j.-m./ml)
1 138 2,14
2 106 2,02
3 176 2,25

Okreslenie dolnej granicy oznaczalnosci genotypow i lekoopornych mutantow
wirusa CMV

Okreslenie dolnej granicy oznaczalnosci genotypéw i lekoopornych mutantéw wirusa
W osoczu

Granice LLoQ okreslong przy uzyciu 1. miedzynarodowego wzorca WHO zweryfikowano
poprzez badanie genotypow gB-2, gB-3, gB-4 oraz lekoopornych mutantow wirusa CMV
rozcienczonych w ludzkim osoczu ujemnym wzgledem wirusa CMV. 60 replikatow kazdego
z elementdéw panelu przebadano przy uzyciu jednej partii odczynnikow. Wyniki przedstawia
Tabela 12. Granice LLoQ obliczane dla genotypow gB-2, gB-3, gB-4 i lekoopornych
mutantow przy uzyciu partii odczynnikow, w przypadku ktérych uzyskano najwyzsze stezenie
spetniajgce wymagania dotyczgce TE oraz detekcje na poziomie 295%, zawiera Tabela 13.
Ogodlna warto$¢ granicy LLoQ dla osocza w tym badaniu wynosi 53 j.m./ml.

Uwaga: Skutecznosc¢ testu Aptima CMV Quant w przypadku lekoopornych mutacji wirusa
CMV oceniano wytgcznie w prébkach osocza.

Tabela 12: Okreslenie granicy LLoQ genotypow i lekoopornych mutantéw wirusa w osoczu

Stezenie Test Aptima T .
D Obciagzenie Obliczony TE
Genotypy/ N Odsetek docelowe CMV Quant S l a I y
mutanty wykrytych
(logqg j-m./ml) (logqq j.-m./ml) (logqqj.m./ml) (log4gj.m./ml) (logqqj.m./ml)
60 93,3 1,48 1,38 0,41 0,10 0,92
60 96,7 1,54 1,39 0,39 0,16 0,95
gB-2 60 93,3 1,60 1,49 0,38 0,11 0,87
60 96,7 1,65 1,70 0,24 0,04 0,51
60 95,0 1,70 1,54 0,32 0,16 0,80
60 91,7 1,48 1,27 0,38 0,20 0,97
60 91,7 1,54 1,27 0,40 0,27 1,07
60 88,3 1,60 1,31 0,47 0,29 1,23
gB-3
60 93,3 1,65 1,46 0,34 0,20 0,88
60 91,7 1,70 1,57 0,29 0,13 0,71
60 98,3 1,74 1,55 0,30 0,19 0,79
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Tabela 12: OkreSlenie granicy LLoQ genotypdw i lekoopornych mutantéw wirusa w osoczu (cigg dalszy)

Stezenie Test Aptima T .
D bciazenie bliczony TE
Genotypy/ Odsetek docelowe CMV Quant S |Obcia I o y
mutanty wykrytych
(logqg j-m./ml) (logqq j.-m./ml) (logqqj.m./ml) (log4gj.m./ml) (logqqj.m./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
60 98,3 1,54 1,58 0,32 0,04 0,68
Lekooporny
mutant 60 98,3 1,60 1,72 0,33 0,12 0,79
(UL54 i 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
60 96,7 1,54 1,60 0,30 0,06 0,65
Lekooporny
mutant 60 100,0 1,60 1,69 0,26 0,08 0,60
(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 = odchylenie standardowe
Elementy panelu, ktére osiggnely cel doktadnosci (TE <1) oraz 295% wykrywalnosci dla partii odczynnikéw 1, 2i 3,
sg zacieniowane.

Tabela 13: Podsumowanie dotyczgce granicy LLoQ genotypdw i lekoopornych mutantéw wirusa w osoczu

Genotypy/mutanty LLoQ
(j.m./ml) (log4g j.-m./ml)
gB-2 50 1,70
gB-3 35 1,55
gB-4 24 1,38
Lekooporny mutant 38 1,57
UL54 i UL97*
Lekooporny mutant 35 1,54
UL56**

*Mutacje genu UL54 moga prowadzi¢ do krzyzowej opornosci na niektére leki
przeciwwirusowe stosowane w leczeniu zakazenia wirusem CMV, takie jak
gancyklowir (GCV), cydofowir (CDV) i foskarnet (PFA). Mutacje genu UL97 réwniez
prowadzg do opornosci na gancyklowir (GCV).

**Mutacje genu UL56 prowadzg do opornosci na letermowir (LET).
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Dolna granica oznaczalnosci réoznych genotypow w krwi petnej

Granice LLoQ okreslong przy uzyciu 1. miedzynarodowego wzorca WHO zweryfikowano
poprzez badanie genotypow gB-2, gB-3 i gB-4 wirusa CMV rozcienczonych w ludzkiej krwi
petnej ujemnej wzgledem wirusa CMV. 60 replikatdow kazdego z elementow panelu
przebadano przy uzyciu jednej partii odczynnikéw. Wyniki przedstawia Tabela 14. Granice
LLoQ dla genotypow gB-2, gB-3 i gB-4 dla partii odczynnikéw, w przypadku ktérych
uzyskano najwyzsze stezenie spetniajgce wymagania dotyczgce TE oraz detekcje na
poziomie 295%, zawiera Tabela 15. Ogdlna warto$¢ granicy LLoQ dla krwi petnej w tym
badaniu wynosi 176 j.m./ml.

Tabela 14: Okreslenie LLoQ w krwi petnej w zalezno$ci od genotypu

sonotyp N Liceba (o :;g:f::e I:GJLAS:'::: ) |Obcigzenie|  Obliczony TE
wykry¢é
(logqg j-m./ml)  (logqg j.m./ml) (log4gj.m./ml) (logqgj.m./ml) (logqg j.m./ml)

60 56 2,08 1,77 0,43 0,30 1,16
60 56 2,15 1,87 0,39 0,27 1,06
60 56 2,20 1,80 0,59 0,40 1,58
60 58 2,26 1,97 0,41 0,28 1,11

gB-2
60 59 2,30 2,06 0,50 0,24 1,24
60 57 2,34 2,01 0,52 0,33 1,38
60 59 2,38 2,11 0,36 0,27 1,00
60 60 2,41 2,19 0,30 0,23 0,84
60 46 2,08 1,73 0,59 0,35 1,53
60 54 2,15 1,78 0,50 0,36 1,37

gB-3 60 54 2,20 1,87 0,50 0,33 1,34
60 58 2,26 2,02 0,52 0,23 1,27
60 58 2,30 2,02 0,32 0,28 0,92
60 55 2,08 1,78 0,53 0,30 1,37

gB-4 60 57 2,15 1,97 0,40 0,18 0,97
60 58 2,20 2,09 0,39 0,12 0,89

SD = odchylenie standardowe

Tabela 15: Podsumowanie LLoQ w krwi petnej w zaleznosci od genotypu

Genotyp LLoQ
(j-m./ml) (logqg j.m./ml)
gB-2 129 2,11
gB-3 104 2,02
gB-4 93 1,97
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Identyfikowalnos¢ wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca WHO

W trakcie opracowywania i wytwarzania produktu stosowano serie wzorcow wtdrnych

0 znanych stezeniach, aby zapewni¢ identyfikowalno$¢ wzgledem 1. miedzynarodowego
wzorca WHO. 1. miedzynarodowy wzorzec WHO dla wirusa CMV rozcienczono

i przetestowano razem z wzorcami wtdérnymi oraz kontrolami i kalibratorami uzywanymi do
testu Aptima CMV Quant w celu oceny identyfikowalnosci zgodnie z wytycznymi zawartymi
w dokumencie EP32-R instytutu CLSI"™. Stezenia wzorcéw wtérnych wynosity od 1,80 do
6,60 logqq j.m./ml.

Identyfikowalnosé¢ wzgledem 1. migdzynarodowego wzorca WHO przy uzyciu osocza

Stezenia zbadane dla 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV miescity sie

w zakresie od 2,18 do 4,70 logqq j.m./ml. Wyniki dla paneli osocza WHO, wtérnych probek
wzorcowych, kontroli testu i kalibratoréw testu odzyskano zgodnie z oczekiwaniami w catym
zakresie liniowym testu, jak wida¢ na Rysunek 11.
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Rysunek 11. Identyfikowalnosé pomiedzy docelowymi stezeniami 1. miedzynarodowego wzorca WHO
dla wirusa CMV a zgtaszanymi stezeniami uzyskanymi przy uzyciu testu Aptima CMV Quant (wzorzec
WHO rozciericzony w osoczu)
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Identyfikowalnos$é wzgledem 1. miedzynarodowego wzorca WHO przy uzyciu krwi
peinej

Stezenia zbadane dla 1. miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV w krwi petnej
miescity sie w zakresie od 2,70 do 4,70 log4g j.m./ml. Panele krwi petnej z wzorcami WHO,
wzorce wtérne, kontrole testu i kalibratory testu uzyskaty oczekiwane wyniki w catym
zakresie liniowym testu, co przedstawia Rysunek 12.
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Rysunek 12. Identyfikowalnosé¢ pomiedzy docelowymi stezeniami 1. miedzynarodowego wzorca WHO
dla wirusa CMV a zgtaszanymi stezeniami uzyskanymi przy uzyciu testu Aptima CMV Quant (wzorzec
WHO rozciericzony w krwi petnej)
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Precyzja

Osocze

Aby oceni¢ precyzje, utworzono 6-elementowy panel poprzez rozciehczenie prébek
klinicznych dodatnich wzgledem wirusa CMV lub prébek z hodowli wirusa CMV w osoczu
ujemnym wzgledem wirusa CMV. Panel byt testowany przez trzech operatorow przy uzyciu
trzech partii odczynnikow na trzech systemach Panther System w ciggu 20 lub wiecej dni
testowych. Kazdy operator wykonywat dwie serie testow dziennie, a kazdy element panelu
byt testowany dwukrotnie w kazdej z serii. Badanie opracowano i poddano analizie zgodnie
z zaleceniami zawartymi w dokumencie EP-05-A3 instytutu CLSI".

Tabela 16 przedstawia precyzje wynikow testéw (w log4g j.m./ml) pomiedzy urzadzeniami,
operatorami, partiami odczynnikdéw, seriami, dniami oraz w ramach serii i ogoétem. Catkowita
zmienno$¢ wynikata gtéwnie ze zmiennosci w ramach serii (tj. btedu losowego).

Tabela 16: Precyzja testu Aptima CMV Quant w osoczu
]
Srednie Miedzy Miedzy Miedzy Miedzy Miedzy W ramach A
A L D . L L .. Ogotem
N stezenie partiami urzadzeniami operatorami  dniami seriami serii
(logqg j.-m./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 = odchylenie standardowe
Uwaga: Zmiennos$¢é w przypadku niektérych czynnikéw moze by¢ liczbowo ujemna, co moze mie¢ miejsce, jesli
zmienno$¢ w wyniku tych czynnikéw jest bardzo niska. W takich przypadkach wartosci SD przedstawiono jako 0.
Krew petna

Aby oceni¢ precyzje, utworzono 6-elementowy panel poprzez rozciehczenie prébek
klinicznych dodatnich wzgledem wirusa CMV lub dodanie probek z hodowli wirusa CMV do
krwi petnej ujemnej wzgledem wirusa CMV. Panel byt testowany przez trzech operatorow
przy uzyciu trzech partii odczynnikéw na trzech systemach Panther System w ciggu 20 lub
wiecej dni testowych. Kazdy operator wykonywat dwie serie testéw dziennie, a kazdy
element panelu byt testowany dwukrotnie w kazdej z serii.

Tabela 17 przedstawia precyzje wynikéw testow (w logqg j.m./ml) pomiedzy urzadzeniami,
operatorami, partiami, seriami, dniami oraz w ramach serii i ogétem. Catkowita zmiennosc¢
wynikata gtéwnie ze zmiennosci w ramach serii (ij. btedu losowego).

Aptima
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Tabela 17: Precyzja testu Aptima CMV Quant w krwi petnej

Srednie Miedzy Miedzy Miedzy Miedzy Miedzy W ramach

N stezenie partiami urzadzeniami operatorami dniami seriami serii Ogoiem
(logqg j-m./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 = odchylenie standardowe
Uwaga: Zmiennos$¢é w przypadku niektérych czynnikéw moze by¢ liczbowo ujemna, co moze mie¢ miejsce, jesli
zmienno$¢ w wyniku tych czynnikéw jest bardzo niska. W takich przypadkach wartosci SD przedstawiono jako 0.

Potencjalne substancje zaki6cajace

Oceniono podatnos¢ testu Aptima CMV Quant na zaktdécenia spowodowane podwyzszonymi
poziomami substancji endogennych, antykoagulantéw i lekdw powszechnie przepisywanych
pacjentom po przeszczepach. Badane stezenia kazdej substancji zaktdcajgcej zostaty
wybrane na podstawie dostepnej literatury i wytycznych zawartych w dokumentach EPQO7®

i EP37" instytutu CLSI. Badano ujemne wzgledem wirusa CMV probki osocza oraz prébki,
do ktérych dodano wirusa CMV w celu uzyskania stezen wynoszgcych 2,22 logqq j.m./ml

i 3,30 logqg j-m./ml. Ujemne wzgledem wirusa CMV prébki krwi petnej oraz prébki, do ktérych
dodano wirusa CMV w celu uzyskania stezen wynoszacych 2,72 i 4,00 log4g j.-m./ml DNA
wirusa CMV badano w obecnosci hemoglobiny.

W przypadku probek osocza nie zaobserwowano zakitécen w wynikach testu w obecnosci
albuminy (60 mg/ml), hemoglobiny (10 mg/ml), tréjglicerydow (15 mg/ml), niezwigzane;j
bilirubiny (0,4 mg/ml) oraz ludzkiego genomowego DNA (2 pg/ml). W przypadku prébek krwi
petnej nie zaobserwowano zaktocen w wynikach testu w obecnosci 100 mg/ml hemoglobiny
dodanej do tych probek.

Kliniczne prébki osocza pobrane od pacjentéw z podwyzszonym poziomem zdefiniowanych
substanciji lub od pacjentéw z chorobami, ktére przedstawia Tabela 18, zostaty przebadane
przy uzyciu testu Aptima CMV Quant. Nie zaobserwowano zadnych interferenciji

w przeprowadzaniu testu.

Tabela 18: Badane typy prébek klinicznych

Typy prébek klinicznych Liczba badanych prébek klinicznych
1 Przeciwciata przeciwjgdrowe (ANA) 10
2 Toczen rumieniowaty ukltadowy (SLE) 10
3 Artretyzm reumatyczny (RA) 10
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Nie zaobserwowano zaktécen wynikéw testu w obecnosci substancji egzogennych, ktére
zawiera Tabela 19, w stezeniach co najmniej trzykrotnie wigkszych niz stezenie C,, 54 lekow
w ludzkim osoczu.

Tabela 19: Substancje egzogenne

sulfsl::aancji Badane substancje egzogenne
egzogennych

1 Cefotetan, klawulanian potasu, tikarcylina (sél dwusodowa), wankomycyna

2 Piperacylina

3 Sulfametoksazol

4 Tazobaktam sodowy, trimetoprim, flukonazol

5 Gancyklowir, walgancyklowir, cydofowir, foskarnet, walacyklowir, acyklowir,
letermowir

6 Azatiopryna, cyklosporyna, mykofenolan mofetylu, kwas mykofenolowy
Sirolimus, takrolimus, prednizon, ewerolimus

8 Cytrynian sodu, EDTA, heparyna

Swoistos¢

Swoisto$¢ okreslono poprzez zbadanie 780 zamrozonych probek klinicznych ujemnych
wzgledem wirusa CMV. Swoisto$¢ zostata obliczona jako odsetek prébek ujemnych
wzgledem wirusa CMV z wynikami ,Nie wykryto” w stosunku do tgcznej liczby probek
zbadanych w przypadku danego typu probki.

DNA wirusa CMV nie zostat wykryty w 389 préobkach osocza i 390 probkach krwi petne;j.
Swoisto$¢ wyniosta 99,7% (389/390, 95-procentowy Cl: 98,6—100%) dla osocza i 100%
(390/390, 95-procentowy Cl: 99,3-100%). taczna swoistos¢ testu Aptima CMV Quant dla
osocza i krwi petnej wyniosta 99,9% (779/780, 95-procentowy Cl: 99,3—100%).

Tabela 20: Swoistos¢ w probkach osocza i krwi petnej

Osocze Krew peilna Osocze i krew petna
Wazne replikaty (n) 390 390 780
Nie wykryto 389 390 779
Swoistos¢ 99,7% 100% 99,9%
(95% Cl) (98,6-100) (99,3-100) (99,3-100)

Cl = Przedziat ufnosci
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Swoistos¢ analityczna

Potencjalna reaktywno$¢ krzyzowa z patogenami, ktére zawiera Tabela 21, zostata oceniona
w ludzkim osoczu ujemnym wzgledem wirusa CMV w obecnosci 2,2 logqq j-m./ml i 3,3 logqg
j-m./ml wirusa CMV oraz przy jego braku. Trzy pasozyty krwi wystepujace w prébkach krwi
petnej zostaty rowniez ocenione w krwi petnej ujemnej wzgledem wirusa CMV w obecnosci
2,7 logqg j-m./ml i 4,0 log4q j.m./ml wirusa CMV oraz przy jego braku. Patogeny badano

w najwyzszym dostepnym stezeniu. Nie zaobserwowano zadnych reakcji krzyzowych ani
zakiécen.

Tabela 21: Patogeny badane podczas oceny swoistoSci analitycznej

Mikroorganizm/patogen Stezenie Mikroorganizm/patogen Stezenie
Adenowirus typu 4 1886 TCID50/mP Mycobacterium intracellulare 1 000 000 CFU/ml
Poliomawirus BK 1 000 000 kopii/ml ® Mycoplasma genitalium 1 000 000 CFU/ml
Wirus Epsteina-Barr 1 000 000 kopii/ml Mycoplasma pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Wirus zapalenia watroby typu B 1 000 000 j-m./ml ¢ Neisseria gonorrhoeae 1 000 000 CFU/ml
Wirus zapalenia watroby typu C 1 000 000 kopii/ml Propionibacterium acnes 1 000 000 CFU/ml
Wirus opryszczki pospolitej typu 1 1 428 571 TCID50/m Sa’m"”%’; ri?r:i: ’I‘l’; serowar 1000000  CFU/mI
Wirus opryszczki pospolitej typu 2 147 143 TCID50/ml Staphylococcus aureus 1 000 000 CFU/ml
Wirus HIV-1 podtyp B 1 000 000 kopii/ml Staphylococcus epidermidis 1 000 000 CFU/ml
Ludzki herpeswirus typu 6A 1 000 000 kopii/ml Streptococcus agalactiae 1 000 000 CFU/ml
Ludzki herpeswirus typu 7 1428 571 TCID50/ml Streptococcus pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Ludzki herpeswirus typu 8 1 000 000 kopii/ml Streptococcus pyogenes 1 000 000 CFU/ml
Ludzki metapneumowirus 192 857 TCID50/mlI Asperqgillus niger 485 000 CFU/ml
Ludzki wirus brodawczaka typu 18 1 000 000 kopii/ml Candida albicans 1 000 000 CFU/ml
Ludzki wirus paragrypy 944 TCID50/mlI Cryptococcus neoformans 1 000 000 CFU/ml
Wirus grypy 3857 TCID50/mlI Trichomonas vaginalis 1 000 000 komorek/
Rinowirus 7257 TCID50/mlI Leishmania major* 1 000 000 komorek/
Wirus ospy wietrznej i pétpasca 1 000 000 kopii/ml Babesia microti* 1 000 000 komoérek/
Wirus Zika 29 286 TCID50/ml Plasmodium falciparum* 1 000 000 komoérek/
Chlamydia trachomatis 1 000 000 CFU/ml ¢
Clostridium perfringens 1 000 000 CFU/ml
Corynebacterium diphtheriae 1 000 000 CFU/ml
Enterococcus faecalis 1000 000 CFU/mI
Escherichia coli 1000 000 CFU/mI
Klebsiella pneumoniae 1 000 000 CFU/ml
Listeria monocytogenes 1 000 000 CFU/ml

*TCID50/ml = jednostki dawki zakaznej dla hodowli tkankowej na ml
°kopie/ml = liczba kopii wirusa na ml

%.m./ml = jednostki migdzynarodowe na ml

‘CFU/ml = jednostki tworzagce kolonie na ml

*badanie przy uzyciu prébki krwi peinej
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Rozcienczanie prébki osocza przy uzyciu kontroli ujemnej CMV Aptima (1:3)

W celu oceny doktadnosci iloSciowego oznaczania DNA wirusa CMV w probkach osocza
rozciehczonych ujemng kontrolg CMV Aptima prébki o stezeniach odpowiadajgcych
zakresowi liniowemu rozcienczono w stosunku 1:3 ujemna kontrolg CMV Aptima (240 ul
probki potgczono z 480 pl ujemnej kontroli CMV Aptima). Probki czyste i rozcienczone
badano trzykrotnie. Testy przeprowadzono przy uzyciu jednej partii odczynnikéw i dwoch
partii kontroli uiemnych CMV Aptima na jednym systemie Panther System. Réznice miedzy
wynikami testéw dla czystej i rozcienczonej probki obliczono dla kazdego zestawu prébek,
jak pokazuje Tabela 22. Stezenia prébek zostaty doktadnie odtworzone w rozciehczonych
prébkach po zastosowaniu wspotczynnika rozciehczenia.

Tabela 22: Powtarzalno$¢ prébek klinicznych osocza rozciericzonych w kontroli ujemnej

Czysta probka osocza Rozcienczona prébka osocza

Srednie zg{.aszane stezenie Srednie zgt_aszane stezenie (Io;iijr.‘ri:jlml)
(log4g j-m./ml) n=3 (log4g j-m./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° ND.

*Wynik z dwoch replikatéw. Cztery wyniki ,Wykryto”, ale nie oznaczono ilosciowo.

"Wynik z dwdch replikatéw. Jeden wynik ,Wykryto”, ale nie oznaczono iloéciowo z powodu wartosci >ULoQ.
“Trzy wyniki ,Wykryto”, ale nie oznaczono ilo$ciowo z powodu wartosci >ULoQ.

“Wynik z czterech replikatow. Dwa wyniki ,Wykryto”, ale nie oznaczono ilosciowo z powodu wartosci >ULoQ.
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Potwierdzenie granic LoD i LLoQ przy uzyciu 1. migdzynarodowych wzorcow WHO
dla wirusa CMV rozcienczonych w kontroli ujemnej CMV Aptima

Granice LoD i LLoQ testu Aptima CMV Quant zostaty potwierdzone przy uzyciu 1.
miedzynarodowego wzorca WHO dla wirusa CMV (kod NIBSC: 09/162) w osoczu
rozcienczonym przy uzyciu w kontroli ujemnej CMV Aptima w stosunku 1:3. Prébki
przygotowano przy uzyciu ludzkiego osocza ujemnego wzgledem wirusa CMV oraz
wirusa CMV w stezeniach 90, 105, 120, 135, 150 i 165 j.m./ml. Kazdy panel zostat
rozcienczony w stosunku 1:3 w kontroli ujemnej CMV Aptima tuz przed badaniem, aby
uzyska¢ koncowe stezenia wynoszgce okoto 30, 35, 40, 45, 50 i 55 j.m./ml. W ciaggu
trzech dni przebadano tgcznie 60 replikatéow kazdego elementu panelu przy uzyciu jednej
partii odczynnikow. Btgd catkowity zostat oszacowany przy uzyciu modelu Westgarda:
btad catkowity (TE) = |obcigzenie| + 2SD. W przypadku wszystkich probek o stezeniu
245 j.m./ml detekcja utrzymywata sie na poziomie 295%, a btgd catkowity (TE) wynosit
<1 log4g j-m./ml, co przedstawia Tabela 23. Takie wyniki potwierdzajg granice LLoQ
wirusa CMV w przypadku prébek rozcienczonych przy uzyciu kontroli ujemne;.

Tabela 23: Granice LoD i LLoQ probek osocza rozciericzonych w stosunku 1:3 przy uzyciu kontroli ujemnej

Stezenie docelowe SteZenie Aptima

Odsetek po rozcienczeniu doc?l?we po CMV.QEIant dl? SD |Obciazenie| Obliczony TE
wykrytych X rozcienczeniu rozcienczonej
w stosunku 1:3 L
w stosunku 1:3 probki
(j.m./ml) (logqg j-m./ml)  (logqg j.m./ml) (logqgj.m./ml) (log4gj.m./ml) (logqg j.m./ml)
60 98,3% 45 1,65 1,73 0,22 0,08 0,53

Przenoszenie

System Panther System zostat oceniony pod katem ryzyka kontaminacji przez
przeniesienie przy uzyciu probek osocza oraz innych testéw przeznaczonych do okreslania
obcigzenia wirusem (testy Aptima HIV-1 Quant Dx, Aptima HCV Quant, Aptima HBV
Quant). W poprzednich testach nie zaobserwowano kontaminacji przez przeniesienie.
Aby ustali¢, ze system Panther System minimalizuje ryzyko fatszywie dodatnich wynikéw
probek krwi petnej wynikajacych z kontaminaciji przez przeniesienie, przeprowadzono
badanie z wykorzystaniem paneli z domieszkami na trzech systemach Panther System.
Przenoszenie zostato ocenione przy uzyciu probek krwi petnej, do ktérych dodano wysokie
miano DNA wirusa CMV (6 logq j.m./ml), przeplatanych pomiedzy prébkami ujemnymi
wzgledem wirusa CMV w uktadzie tzw. szachownicy. Testy przeprowadzono w dwunastu
seriach. Ogélny wskaznik przenoszenia wyniost 0,24% (1/423).
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Korelacja metod
Badanie zostato zaprojektowane zgodnie z dokumentem CLSI EP09c.*

Korelacja metod — osocze

Skutecznos¢ testu Aptima CMV Quant oceniano w poréwnaniu z testem porownawczym
stuzgcym do oznaczania wirusa CMV poprzez zbadanie nierozcienczonych probek
klinicznych pobranych od pacjentéw dodatnich wzgledem wirusa CMV oraz prébek
utworzonych sztucznie wskutek dodania réznych szczepdw z hodowli wirusa, obejmujgcych
wszystkie cztery genotypy, do ujemnego osocza EDTA poszczegdlinych dawcow. Do regresiji
Deminga wykorzystano tgcznie 160 prébek klinicznych oraz 115 probek sztucznych
reprezentujgcych zakres liniowy wspdlny dla obu testéw, jak przedstawia Rysunek 13.
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Rysunek 13. Korelacja miedzy wartosciami obcigzenia wirusem CMV uzyskanymi przy uzyciu testu
Aptima CMV Quant i testu poréwnawczego do oznaczania wirusa CMV dla badanych probek osocza
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Korelacja metod — krew petna

Skutecznos¢ testu Aptima CMV Quant oceniano w poréwnaniu z testem poréwnawczym
stuzgcym do oznaczania wirusa CMV poprzez zbadanie nierozcienczonych probek
klinicznych pobranych od pacjentéw dodatnich wzgledem wirusa CMV oraz prébek
utworzonych sztucznie wskutek dodania probek z hodowli wirusa do ujemnej krwi petnej
EDTA poszczegolnych dawcow. Do regresji Deminga wykorzystano tgcznie 159 probek
klinicznych oraz 83 probki sztuczne reprezentujgce zakres liniowy wspolny dla obu testow,
jak przedstawia Rysunek 14.
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Rysunek 14. Korelacja miedzy wartosciami obcigzenia wirusem CMV uzyskanymi przy uzyciu testu
Aptima CMV Quant i testu porownawczego do oznaczania wirusa CMV dla badanych probek krwi
petnej
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Powtarzalnos¢é

Powtarzalno$¢ w probkach osocza

Powtarzalno$c¢ testu Aptima CMV Quant w osoczu zostata oceniona w trzech zewnetrznych
osrodkach. W kazdym osrodku testy przeprowadzato dwoéch operatorow. Kazdy operator
wykonywat jedng serie testéw dziennie w okresie 5 dni, korzystajgc z jednej partii
odczynnikéw. W ramach kazdej serii testow badano trzy replikaty kazdego elementu panelu.

Powtarzalno$¢ testowano przy uzyciu elementéw panelu przygotowanych poprzez
rozcienczenie prébek klinicznych dodatnich wzgledem wirusa CMV lub probek z hodowli
wirusa CMV w osoczu EDTA ujemnym wzgledem wirusa CMV. Stezenia DNA wirusa CMV
miescity sie w zakresie liniowym testu.

Tabela 24 przedstawia powtarzalnosc i precyzje wynikow testow dla kazdego dodatniego
elementu panelu miedzy placéwkami, miedzy operatorami, miedzy dniami, miedzy seriami,
w ramach serii i ogolnie. Wspdtczynnik zmiennosci obliczono przy uzyciu nastepujgcego
rownania, gdzie o’ jest wariancjg proby danych po transformacji log4g.

9%CV = 100 x y/10°° *1n (10) _ 1

Tabela 24: Powtarzalno$¢ pozioméw DNA wirusa CMV w teScie Aptima CMV Quant w systemie Panther
System dla dodatnich elementéw panelu w osoczu

Zaobserwowana Srednia Udziat w catkowitej wariancji

SD (%CV?) Catkowita
N wariancja
j.m./ml Log+g j.m./ml Miedzy Miedzy Miedzy Miedzy W ramach sp (%CV)
o osrodkami operatorami dniami seriami serii
0,05 0,00 0,06 0,00 0,17 0,18
%0 19833 2,26 (11,19) ) (12,94) ©) (39,59)  (43,68)
0,02 <0,01 0,07 0,04 0,12 0,14
% 60327 2,76 (3.99) (2,22) (1568)  (1025)  (27.04)  (33,67)
0,06 0,00 0,09 0,06 0.1 0,16
9 242854 3,36 (12,83) ) 21.42)  (1283)  (2469)  (3827)
0,07 0,00 0,04 0,06 0,08 0,13
% 2762302 4,42 (15,98) ) (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) ) (10,22) ) (21,66)  (28,90)
0,08 0,00 0,06 0,02 0,08 0,13
9 382136462 6,57 (19,12) 0) (14,22) (4.02)  (17.45)  (30.25)

%CV = wspdtczynnik zmiennosci, rozktad logarytmiczno-normalny, SD = odchylenie standardowe (logqg j.m./ml)

Uwaga: Zmiennos$¢ w przypadku niektérych czynnikéw moze byé¢ liczbowo ujemna. Moze to nastgpi¢
wtedy, gdy zmienno$¢ wywotana tymi czynnikami jest bardzo niska. W takich przypadkach wartosci SD
i %CV przedstawiono jako O.

Powtarzalnos¢ w probkach krwi pelnej

Powtarzalnosc¢ testu Aptima CMV Quant w krwi petnej zostata oceniona w trzech zewnetrznych
osrodkach. W kazdym osrodku testy przeprowadzato dwdch operatoréw. Kazdy operator
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wykonywat jedng serie testow dziennie w okresie 5 dni, korzystajac z jednej partii odczynnikow.
W ramach kazdej serii testow badano trzy replikaty kazdego elementu panelu.

Powtarzalnos¢ testowano przy uzyciu elementéw panelu przygotowanych poprzez
rozcienczenie prébek klinicznych dodatnich wzgledem wirusa CMV lub probek z hodowli
wirusa CMV w krwi petnej EDTA ujemnej wzgledem wirusa CMV. Stezenia DNA wirusa CMV
miescity sie w zakresie liniowym testu.

Tabela 25 przedstawia powtarzalnosé¢ i precyzje wynikéw testow dla kazdego dodatniego

elementu panelu miedzy osrodkami, miedzy operatorami, miedzy dniami, miedzy seriami,

w ramach serii oraz ogétem, z wytgczeniem jednego zaobserwowanego odchylenia (0,2%,
1/533). Wspétczynnik zmiennosci obliczono przy uzyciu nastepujgcego rownania, gdzie o’
jest wariancjg préby danych po transformacji logq.

0% CV = 100 x  10°° *In (10) _ 1

Dla wszystkich dodatnich i ujemnych wzgledem wirusa CMV elementéw panelu wartosci
zgodnosci wynosity 100%.

Tabela 25: Powtarzalno$¢ pozioméw DNA wirusa CMV w teScie Aptima CMV Quant w systemie Panther
System dla dodatnich elementéw panelu w krwi petnej

Zaobserwowana $rednia Udzial w catkowitej wariancji

SD (%CV?) Catkowita
N - - - - wariancja
jm./ml Logqo j.m./ml Miedzy Miedzy Miedzy Miedzy W ramach sp (%CV)
o osrodkami operatorami  dniami seriami serii
0,00 0,00 0,00 0.11 0,18 0,21
89 60432 273 ©) 0) 0 (2539 (4323)  (51,32)
<0,01 0,00 0,00 0,07 0.1 0,13
89 218859 392 0) 0) 0  (1525) (2534) (29,83
0,04 0,04 0,00 0,08 013 0,16
89 7830,84 3.87 (8.75) (8.16) 0) (17.71)  (3028)  (37.70)
0,03 0,00 0,00 0,10 0.11 0,15
88 4889712 4,66 7.11) ) 0) (2247)  (24.99)  (34,89)
0,04 0,04 0,00 0,05 0,09 0,12
88 37562691 5,56 (9.59) (9.96) 0) (12,04)  (21.18)  (28,34)
0,08 0,00 0,05 0,03 0,10 0,14
89 460904644 6.64 (18,15) 0) (1142)  (6.32)  (22.74)  (32.39)

%CV = wspotczynnik zmiennosci, rozktad logarytmiczno-normalny, SD = odchylenie standardowe
(log4g j-m./ml)

Uwaga: Zmienno$¢ w przypadku niektérych czynnikdw moze by¢ liczbowo ujemna. Moze to nastgpic
wtedy, gdy zmienno$¢ wywotana tymi czynnikami jest bardzo niska. W takich przypadkach wartosci
SD i %CV przedstawiono jako 0.

*Wynik catkowitej wariancji z wytgczeniem wartosci odstajgcych, ktére potencjalnie mogg by¢
wynikiem problemu z przygotowaniem probki.
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Zgodnos¢ kliniczna

Badanie skutecznosci klinicznej zostato zaprojektowane w celu oceny zgodnosci klinicznej
pomiedzy testem Aptima CMV Quant a zatwierdzonym testem poréwnawczym. W ramach
prospektywnego badania wieloosrodkowego prowadzonego w osmiu osrodkach klinicznych
pobrano prébki osocza od biorcéw przeszczepdw narzadow litych (SOTR) i biorcoéw przeszczepdw
komoérek macierzystych uktadu krwiotwérczego (HSCTR), poddawanych monitorowaniu wirusa
CMV w ramach rutynowej praktyki klinicznej. Dodatkowo z o$rodkéw dostarczajgcych probki
kliniczne uzyskano pozostato$ci zamrozonych probek pobranych od biorcéw SOTR i HSCTR.

Sposréd 88 oséb wigczonych do badania prospektywnego, szes¢ nie kwalifikowato sie do
oceny z powodu wycofania sie (n = 5) lub braku prawidtowych wynikéw testu Aptima CMV
Quant i zatwierdzonego testu (n = 1). Tabela 26 przedstawia dane demograficzne i wyjsciowa

charakterystyke kliniczng 82 ocenianych oséb.

Tabela 26: Dane demograficzne i wyjsciowa charakterystyka kliniczna ocenianych uczestnikow ogétem oraz

wedtug typu przeszczepu

Charakterystyka SOTR HSCTR Og()lem
Ogétem, N 62 20 82
Ple¢, n (%) Mezczyzna 28 (45,2) 14 (70,0) 42 (51,2)

Kobieta 34 (54,8) 6 (30,0) 40 (48,8)
Wiek (lata) Srednia £(SD) 52,1 £(12,93) 51,9 +(14,60) 52,1 £(13,27)

Mediana 53,0 54,5 54,0

Min. 20 22 20

Maks. 81 69 81
Pochodzenie etniczne, n (%) Latynos lub Latynoska 2(3,2) 3(15,0) 5(6,1)

Inne niz Latynos lub Latynoska 41 (66,1) 17 (85,0) 58 (70,7)

Nieznane 19 (30,6) 0(0) 19 (23,2)
Rasa, n (%) Rdzenny rr.neszkar.uec Ame!'ykl / 0(0) 0(0) 0(0)

rdzenny mieszkaniec Alaski

Azjatycka 1(1,6) 1(5,0) 2(2,4)

Czarnoskory(-a) lub 17 (27,4) 0(0) 17 (20,7)

Rdzenny mieszkaniec Hawajow / 0(0) 0(0) 0(0)

mieszkaniec Wysp Pacyficznych

Biata 37 (59,7) 18 (90,0) 55 (67,1)

Inne 0(0) 1(5,0) 1(1,2)

Nieznane 7(11,3) 0(0) 7 (8,5)
Typ narzadu, n (%) Nerka 25 (40,3)

Watroba 15 (24,2)

Ptuco 10 (16,1)

Serce 12 (19,4)
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Tabela 26: Dane demograficzne i wyjsciowa charakterystyka kliniczna ocenianych uczestnikow ogétem oraz
wedtug typu przeszczepu (cigg dalszy)

Charakterystyka SOTR HSCTR Ogoétem

Typ komérek macierzystych, ~ Allogeniczny - 18 (90,0) -

n (%)
Autologiczny - 2(10,0) -
Dawca pozytywny / biorca 34 (54,8) 3(15,0) 37 (45,1)

Status serologiczny wirusa negatywny

CMV, n (%) Dawca negatywny / biorca 6 (9,7) 8 (40,0) 14 (17,1)
pozytywny
Dawca pozytywny / biorca 22 (35,5) 9 (45,0) 31(37,8)
pozytywny

Stosowana jest terapia 50 (80,6) 13 (65,0) 63 (76,8)

przeciw wirusowi CMV, n

Dni na terapii przeciw wirusowi
CMV do momentu wigczenia

do badania
n 41 12 53
Srednia 13,6 13,3 13,5
Mediana 11 9,5 11
Min. 1 1 1
Maks. 47 45 47

HSCTR = biorcy przeszczepdéw komérek macierzystych uktadu krwiotwérczego, SD = odchylenie standardowe,
SOTR = biorcy przeszczepdéw narzaddw litych

2Osoby wtagczone do badania prospektywnego, od ktérych pobrano prébke przynajmniej w jednym punkcie
czasowym.

W badaniu prospektywnym pobrano 365 probek osocza od 82 os6b podlegajgcych ocenie.
Dodatkowo z osrodkéw dostarczajgcych probki kliniczne uzyskano 261 pozostato$ci
zamrozonych probek. Sposréd 626 klinicznych probek osocza (tj. prébek pobranych

w badaniu prospektywnym i pozostatosci zamrozonych probek tacznie), 597 sparowanych
(. z waznym wynikiem zaréwno w tescie Aptima CMV Quant, jak i zatwierdzonym tes$cie)
klinicznych prébek osocza wigczono do analiz zgodnosci. Sposrdd 597 sparowanych prébek
klinicznych, 339 prébek pobrano w badaniu prospektywnym, a 258 stanowity pozostatosci
zamrozonych probek. Oddzielnie przeprowadzono analizy zgodnosci na 181 sparowanych
prébkach pobranych od pacjentéw po rozpoczeciu terapii przeciw wirusowi CMV stanowigcej
czes¢ rutynowej opieki w trakcie badania prospektywnego.

Tabela 27 przedstawia analize zgodnoéci i procentowg zgodnos¢ pomiedzy testem Aptima
CMV Quant a zatwierdzonym testem przy réznych progach (ogétem i wedtug grupy
przeszczepu). Analize zgodnosci przy réoznych zakresach obcigzenia wirusem (ogétem

i wedlug grupy przeszczepu) przedstawia Tabela 28. W przypadku czterech z 597 wynikéw
ogolnych odnotowano rozbieznosci w zakresie wiekszym niz najblizsza sgsiednia kategoria,
z czego 3 wyniki dotyczyty biorcéw HSCTR.
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Tabela 27: Analiza zgodnoéci i procentowa zgodnoéé przy réznych progach Sogéiem i wediug_qrupy przeszczepu)

Wyniki testu poréwnawczego® i testu Aptima CMV Quant

Prég grupy N° PPA NPA
przeszczepu Porow.2 Poréw.< Poréw.< Poréw.2 % (n/N) [95% CII° % (n/N) [95% CIJ°
ACMV2 ACMV2 ACMV< ACMV<
Ogoétem
TND 597 427 13 136 21 95,3 (427/448) 91,3 (136/149)
[92,9, 96,9] [85,6, 94,8]
Wykryto, 99,2 (252/254) 86,0 (295/343)
<2,110g4g j-m./ml 597 252 48 295 2 97,2, 99,8] 81,9, 89,3]
(137 j.m./ml)*
(500 j.m./ml) [93,0, 98,7] [88,5, 93,8]
(1800 j.m./ml) [94,2, 99,8] [93,9, 97,4]
(7943,3 j.m./ml) [92,1,100] [96,2, 98,8]
SOTR
TND 403 295 9 85 14 95,5 (295/309) 90,4 (85/94)
[92,5, 97,3] [82,8, 94,9]
Wykryto, 99,0 (197/199) 87,3 (178/204)
<2,1 logqg j.m./ml 403 197 26 178 2 96,4, 99.7] 82,0, 91,2]
(137 j.m./ml)*®
(500 j.m./ml) [92,5, 98,8] [86.,7, 93,6]
(1800 j.m./ml) [93,2, 99,8] [92,1, 96,9]
(7943,3 j.m./ml) [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]
Wykryto, 100 (55/55) 84,2 (117/139)
<2,1 logyg j.m./m| 194 55 22 17 0 [93,5, 100] [77,2, 89,3]
(137 j.m./ml)*®
(500 j.m./ml) [83,3, 99,4] [87,6, 95,8]
3,3 logqg j.m./ml 194 15 4 175 0 100 (15/15) 97,8 (175/179)
(1800 j.m./ml) [79,6, 100] [94,4,99,1]
3,9 logqg j.m./ml 100 (4/4) 98,9 (188/190)
(7943,3 j.m.Jmi) 194 4 2 188 0 51,0, 100] 96,2, 99,7]

ACMYV = test Aptima CMV Quant, Cl = przedziat ufnosci, Poréw. = test poréwnawczy, HSCTR = biorcy przeszczepow
komérek macierzystych uktadu krwiotwérczego, NPA = procentowa zgodnos$¢ wynikéw ujemnych, PPA = procentowa
zgodno$¢ wynikéw dodatnich, SOTR = biorcy przeszczepdw narzaddw litych, TND = nie wykryto czgstek szukanych
Uwagi:

2: Wynik jest co najmniej réowny zdefiniowanej wartosci progu

<: Wynik jest mniejszy od zdefiniowanej wartosci progu

Parametr PPA obejmuje wyniki co najmniej réwne zdefiniowanej wartosci progu; parametr NPA obejmuje wyniki
mniejsze od zdefiniowanej wartosci progu.

?Liczba sparowanych prébek klinicznych (prébki pobrane w badaniu prospektywnym i pozostato$ci zamrozonych
probek uzyskane z osrodkéw dostarczajgcych prébki kliniczne fgcznie).

® Zatwierdzony test

°Cl dla wyniku

¢ Granica LLoQ alternatywnego zatwierdzonego testu
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Tabela 28: Analiza zgodnosci przy ré6znych zakresach obcigzenia wirusem (ogétem i wedtug grupy przeszczepu)

Grupa przeszczepu Wynik testu poréwnawczego® (logqq j.m./ml)

Wynik testu Aptima CMV gg61ems N TND ~ Wykryto, <2,1 22,1do<27 227do<3,3 23,3do <39 23,9
Ogétem
taczna liczba sparowanych 597 149 194 91 69 49 45
prébek, N
TND 157 136 21 0 0 0 0
Wykryto, <2,1 logq j.m./ml° 140 13 125 2 0 0 0
22,1 do <2,7 log4q j.m./ml 105 0 46 54 5 0 0
22,7 do <3,3 log4q j.m./ml 82 0 2¢ 34 45 1 0
23,3 do <3,9 log4q j.m./ml 56 0 0 1¢ 18 37 0
23,9 logqq j.m./ml 57 0 0 0 19 1 45
SOTR
taczna liczba sparowanych 403 94 110 66 54 38 41
prébek, N
TND 99 85 14 0 0 0 0
Wykryto, <2,1 logq j.m./ml° 81 9 70 2 0 0 0
22,1 do <2,7 log4q j.m./ml 69 0 26 39 4 0 0
22,7 do <3,3 log4q j.m./ml 60 0 0 25 34 1 0
23,3 do <3,9 log4q j.m./ml 43 0 0 0 15 28 0
23,9 logqq j.m./ml 51 0 0 0 19 9 41
HSCTR
taczna liczba sparowanych 194 55 84 25 15 11 4
prébek, N
TND 58 51 7 0 0 0 0
Wykryto, <2,1 logq j.m./ml° 59 4 55 0 0 0 0
22,1 do <2,7 log4q j.m./ml 36 0 20 15 1 0 0
22,7 do <3,3 log4q j.m./ml 22 0 2¢ 9 11 0 0
23,3 do <3,9 log4q j.m./ml 13 0 0 1¢ 3 9 0
23,9 logqq j.m./ml 6 0 0 0 0 2 4

HSCTR = biorcy przeszczepdw komoérek macierzystych uktadu krwiotworczego, SOTR = biorcy przeszczepéw narzadow litych, TND = nie
wykryto czgstek szukanych

2Liczba sparowanych prébek klinicznych (prébki pobrane w badaniu prospektywnym i pozostato$ci zamrozonych prébek uzyskane

z o$rodkdéw dostarczajgcych prébki kliniczne tgcznie).

® Zatwierdzony test

¢ Granica LLoQ alternatywnego zatwierdzonego testu

¢ W przypadku 4 z 597 wynikéw ogolnych odnotowano rozbieznosci w zakresie wiekszym niz najblizsza sgsiednia kategoria; 1 z 4 wynikow
dotyczyt biorcow SOTR, natomiast 3 z 4 wynikéw dotyczyty biorcow HSCTR. Z 2 prébek biorcow HSCTR, w przypadku ktérych wykonano
alternatywny test NAAT, 1 wynik byt zgodny z wynikiem testu Aptima CMV Quant.
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Aptima®

Tabela 29 przedstawia analize zgodnosci i procentowg zgodnos$¢ przy réznych progach (ogotem
i wedtug grupy przeszczepu) probek pobranych od pacjentdw po rozpoczeciu terapii przeciw
wirusowi CMV stanowigcej czes¢ rutynowej opieki w trakcie badania prospektywnego. Analize
zgodnosci przy réznych zakresach obcigzenia wirusem oraz przy uzyciu wszystkich punktow
czasowych po rozpoczeciu terapii tgcznie (ogoétem i wedtug grupy przeszczepu) przedstawia
Tabela 30. W przypadku jednego ze 181 wynikéw ogolnych odnotowano rozbieznosci

w zakresie wiekszym niz najblizsza sasiednia kategoria; wynik ten dotyczyt biorcy SOTR.

Tabela 29: Analiza zgodnosci i procentowa zgodnos$é przy réznych progach oraz przy uzyciu wszystkich
punktéw czasowych po rozpoczeciu terapii fgcznie (ogétem i wedtug grupy przeszczepu)

Prég grupy Wyniki testu poréwnawczego® i testu Aptima CMV Quant PPA NPA
przeszczepu N® Poréw.2 Poréw.< Poréw.< Poréw.2 % (n/N) % (n/N)
0, c 0, c
ACMVZ ~ ACMVZ  ACMV< ACMV< [95% Cil [95% Ci]
Ogoétem
93,1 (121/130) 92,2 (47/51)
TND 181 121 4 47 9 (87,4, 96.3] (875, 96.9]
Wykryto, 100 (69/69) 86,6 (97/112)
<2,1logg j.m./ml 181 69 15 97 0 94,7, 100] 79,1, 91,7]
(137 j.m./ml)’
2,7 logqg j.m./ml 97,7 (42/43) 93,5 (129/138)
(500 j.m./ml) 181 42 o 129 1 87,9, 99,6] (88,1, 96,5]
3,3 1010 j.m./ml 100 (23/23) 96,8 (153/158)
(1800 j.m./ml) 181 B 5 153 0 85,7, 100] [92,8, 98,6]
3,9 1ogqq j.m./ml 100 (12/12) 98,2 (166/169)
(7943,3 j.m./ml) 181 12 3 166 0 [75.8, 100] [94,9, 99,4]
SOTR
94,4 (102/108) 92,9 (26/28)
TND 136 102 2 26 6 (88,4, 97.4] (774, 98.0]
Wykryto, 100 (57/57) 81,0 (64/79)
<2,110g1g j.m./ml 136 57 15 64 0 93,7, 100] 71,0, 88,1]
(137 j.m./ml)°
2,7 logqg j.m./ml 97,1 (34/35) 92,1 (93/101)
(500 j.m./ml) 136 i 8 93 ! 85,5, 99,5] 85,1, 95,9]
3,3 1010 j.m./ml 100 (18/18) 95,8 (113/118)
(1800 j.m./ml) 136 18 5 13 0 [82,4, 100] [90,5, 98,2]
3,9 10g4q j.m./ml 100 (10/10) 97,6 (123/126)
(7943,3 j.m./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 E 66,7, 95,3] 73,2, 97.6]
Wykryto,
. 100 (12/12) 100 (33/33)
<2,1logqg j.m./ml 45 12 0 33 0
(137 j.m./ml)* [75.8, 100] [89,6, 100]
2,7 logqg j.m./ml 100 (8/8) 97,3 (36/37)
(500 j.m./ml) 45 8 ! 36 0 67,6, 100] 86,2, 99,5]
3,3 logqg j.m./ml 100 (5/5) 100 (40/40)
(1800 j.m./ml) 45 5 0 40 0 56,6, 100] [91,2, 100]
3,9 10g4q j.m./ml 100 (2/2) 100 (43/43)
(79433 .m./mi) 45 2 0 . 0 (34,2, 100] [91,8, 100]
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Tabela 29: Analiza zgodno$ci i procentowa zgodnosc¢ przy réznych progach oraz przy uzyciu wszystkich
punktéw czasowych po rozpoczeciu terapii fgcznie (ogétem i wedlug grupy przeszczepu) (cigg dalszy)

Wyniki testu poréwnawczego® i testu Aptima CMV Quant PPA NPA
Prég grupy a o o
N Porow.2 Poréw.< Poréw.< Poréw.2 % (n/N) % (n/N)
przeszczepu o . o .
ACMV2 ACMV2 ACMV< ACMV< [95% CI] [95% CI]

ACMV = test Aptima CMV Quant, Cl = przedziat ufnosci, Poréw. = test poréwnawczy, HSCTR = biorcy przeszczepéw komérek macierzystych
uktadu krwiotwérczego, NPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw ujemnych, PPA = procentowa zgodno$¢ wynikéw dodatnich, SOTR = biorcy
przeszczepdéw narzaddw litych, TND = nie wykryto czastek szukanych
Uwagi:
Z?Wynik jest co najmniej rowny zdefiniowanej wartosci progu
<: Wynik jest mniejszy od zdefiniowanej warto$ci progu
» Parametr PPA obejmuje wyniki co najmniej réwne zdefiniowanej wartosci progu; parametr NPA obejmuje wyniki mniejsze od zdefiniowanej
wartosci progu.
* Liczba sparowanych prébek pobranych od oséb poddawanych terapii przeciw wirusowi CMV w momencie witgczenia do badania, lub
w przypadku ktérych rozpoczeto terapie przeciw wirusowi CMV w trakcie badania prospektywnego.
® Zatwierdzony test
°Cl dla wyniku
¢ Granica LLoQ alternatywnego zatwierdzonego testu

Tabela 30: Analiza zgodnosci przy rédznych zakresach obcigzenia wirusem oraz przy uzyciu wszystkich
punktéw czasowych po rozpoczeciu terapii fgcznie (ogétem i wedtug grupy przeszczepu)

Wynik testu poréwnawczego® (log4q j.m./ml)

Grupa przeszczepu
Wynik testu Aptima CMV Quant gggteme, N TND VK™Y 35 1d0<27 227do<33 233do<3,9 23,9

<21
Ogotem
taczna liczba sparowanych prébek, N 181 51 61 26 20 11 12
TND 56 47 9 0 0 0 0
Wykryto, <2,1 logq j.m./ml° 41 4 37 0 0 0 0
22,1 do <2,7 log4q j.m./ml 33 0 15 17 1 0 0
22,7 do <3,3 logqq j-m./ml 23 0 0 9 14 0 0
23,3 do <3,9 logqq j-m./ml 13 0 0 0 4 9 0
23,9 logqq j.m./ml 15 0 0 0 19 2 12
SOTR
taczna liczba sparowanych prébek, N 136 28 51 22 17 8 10
TND 32 26 6 0 0 0 0
Wykryto, <2,1 logq j.m./ml° 32 2 30 0 0 0 0
22,1 do <2,7 log4q j.m./ml 30 0 15 14 1 0 0
22,7 do <3,3 logqg j-m./ml 19 0 0 8 1 0 0
23,3 do <3,9 logqq j-m./ml 10 0 0 0 4 6 0
23,9 log4q j.m./ml 13 0 0 0 19 2 10
HSCTR
taczna liczba sparowanych probek, N 45 23 10 4 3 3 2
TND 24 21 3 0 0 0 0
Wykryto, <2,1 logq j.m./ml° 9 2 7 0 0 0 0
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Tabela 30: Analiza zgodnosci przy réznych zakresach obcigzenia wirusem oraz przy uzyciu wszystkich
punktéw czasowych po rozpoczeciu terapii fgcznie (ogétem i wedlug grupy przeszczepu) (cigg dalszy)

Wynik testu poréwnawczego® (log4q j.m./ml)

Grupa przeszczepu

Wynik testu Aptima CMV Quant gggteme, N TND VK™Y 55 1d0<27 227do<33 233do<39 23,9

<2,1
22,1 do <2,7 logqg j.m./ml 3 0 0 3 0 0 0
22,7 do <3,3 log4q j.m./ml 4 0 0 1 3 0 0
23,3 do <3,9 log4q j.m./ml 3 0 0 0 0 3 0
23,9 logqq j.m./ml 2 0 0 0 0 0 2

HSCTR = biorcy przeszczepdéw komoérek macierzystych uktadu krwiotwérczego, SOTR = biorcy przeszczepdw
narzadoéw litych, TND = nie wykryto czgstek szukanych

® Liczba sparowanych probek pobranych od osoéb poddawanych terapii przeciw wirusowi CMV w momencie wigczenia
do badania, lub w przypadku ktérych rozpoczeto terapie przeciw wirusowi CMV w trakcie badania prospektywnego.

® zatwierdzony test

¢ Granica LLoQ alternatywnego zatwierdzonego testu

¢ W przypadku 1 ze 181 wynikéw ogdlnych odnotowano rozbieznosci w zakresie wiekszym niz najblizsza sgsiednia kategoria.

Poréwnanie metod

Przeprowadzono badanie poréwnawcze metod w celu oceny skutecznosci testu Aptima CMV
Quant w poréwnaniu z zatwierdzonym testem. W analizie poréwnawczej metod
uwzgledniono fgcznie 309 sparowanych prébek klinicznych dodatnich wzgledem wirusa CMV,
w tym 165 probek zebranych w badaniu prospektywnym oraz 144 pozostatosci zamrozonych
prébek, w przypadku ktérych wyniki miescity sie we wspdolnym zakresie liniowym dla obu
testow. Dodatkowo przygotowano tgcznie 105 prébek sztucznych poprzez dodanie materiatu

z hodowli wirusa CMV do osocza EDTA ujemnego wzgledem wirusa CMV. W przypadku
103 z tych probek wartosci miescity sie we wspolnym zakresie liniowym obu testow. Prdobki

sztuczne analizowano oddzielnie.

Tabela 31 przedstawia oszacowania parametrow regresji Deminga (log4q j.m./ml). Rysunek 15

do Rysunek 18 przedstawiajg regresje Deminga dla wynikéw obcigzenia wirusem
(log1g j-m./ml) uzyskanych przy uzyciu testu Aptima CMV Quant i zatwierdzonego testu.

Tabela 31: Oszacowania parametrow regresji Deminga wedtug typu probki i grupy przeszczepu

Metoda .
T}’P . Grupa Jedpqstk.a . scyzorykowa® Metoda bootstrap
probki rzeszezepu obcigzenia Parametr N* Oszacowanie " " r
p p wirusem SE 95% ClI SE 95% CI
Punkt
Kliniczna Ogodtem logqg j-m./ml  przeciecia 309 0,20 0,038 (0,12, 0,27) 0,021 (0,15, 0,24)
z osig 0,97
Nachylenie 1,00 0,011 (0,98, 1,03) 0,007 (0,99, 1,02)
Punkt
SOTR logqg j.-m./ml  przeciecia 227 0,17 0,043 (0,09, 0,26) 0,025 (0,12, 0,22)
Z osig 0,98
Nachylenie 1,01 0,012 (0,98, 1,03) 0,008 (0,99, 1,02)
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Tabela 31: Oszacowania parametrow regresji Deminga wedtug typu probki i grupy przeszczepu (cigg dalszy)

Metoda
Typ Grupa Jednostka scyzorykowa® Metoda bootstrap
probki rzeszc‘:)ze u obciazenia Parametr N* Oszacowanie . .
P PU  \irusem SE 95% Cl SE 95% Cl
Punkt
HSCTR log1p j-m./ml  przecigcia 82 0,16 0,101 (-0,04, 0,36) 0,048 (0,07, 0,26)
Z 0sig 0,95
Nachylenie 1,03 0,037 (0,96, 1,11) 0,017 (1,00, 1,07)
Punkt
Sztuczna ND. logqg j.-m./ml  przecigcia 103 0,06 0,058 (-0,05,0,18) 0,059 (-0,05, 0,18)
z osig 1,00
Nachylenie 1,01 0,011 (0,98, 1,03) 0,012 (0,98, 1,03)

Cl = przedziat ufnosci, HSCTR = biorcy przeszczepéw komérek macierzystych uktadu krwiotwérczego,

r = wspétczynnik korelacji, SE = btad standardowy, SOTR = biorcy przeszczepdw narzgdéw litych

? Liczba sparowanych prébek z wynikami mieszczgcymi sie we wspolnym zakresie liniowym dla obu testow.

® Zatozenie niezaleznos$ci miedzy wszystkimi prébkami; do oszacowania SE i Cl zastosowano metode scyzorykowa.
¢ Probki kliniczne dostosowano do korelacji w ramach pacjentéw za pomocg metody ponownego prébkowania
bootstrap z zastosowaniem 500 powtdrzen; t¢ metode zastosowano réwniez dla probek sztucznych, ale bez
stratyfikacji wedtug pacjenta.
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Rysunek 15. Wykres regresji liniowej Deminga (proébki kliniczne: SOTR i HSCTR tacznie)

Cl = przedziat ufnosci, HSCTR = biorcy przeszczepéw komdrek macierzystych uktadu krwiotwérczego, R = wspoétczynnik
korelacji, SOTR = biorcy przeszczepdédw narzaddw litych

Uwagi:
* Uwzgledniono sparowane probki z wynikami mieszczacymi sie¢ we wspolnym zakresie liniowym dla obu testow.

* Model regresji Deminga zaktada niezalezno$¢ migdzy wszystkimi prébkami; do oszacowania Cl zastosowano metode
scyzorykows.
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Rysunek 16. Wykres regresji liniowej Deminga dla obcigzenia wirusem
(prébki kliniczne: tylko SOTR)
Cl = przedziat ufnosci, SOTR = biorcy przeszczepéw narzaddw litych, R = wspotczynnik korelaciji
Uwagi:

* Uwzgledniono sparowane probki z wynikami mieszczacymi sie¢ we wspolnym zakresie liniowym dla obu testow.
* Model regresji Deminga zakfada niezalezno$¢ migdzy wszystkimi prébkami; do oszacowania Cl zastosowano metode
scyzorykowa.
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Rysunek 17. Wykres regresji liniowej Deminga dla obcigzenia wirusem
(prébki kliniczne: tylko HSCTR)

Cl = przedziat ufnosci, HSCTR = biorcy przeszczepdw komodrek macierzystych uktadu krwiotwdrczego, R = wspoétczynnik
korelacji

Uwagi:

* Uwzgledniono sparowane probki z wynikami mieszczacymi sie¢ we wspolnym zakresie liniowym dla obu testow.
* Model regresji Deminga zaktada niezalezno$¢ migdzy wszystkimi prébkami; do oszacowania Cl zastosowano metode
scyzorykowa.
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Rysunek 18. Wykres regresji liniowej Deminga dla obcigzenia wirusem (prébki sztuczne)
Cl = przedziat ufnosci, R = wspotczynnik korelac;ji
Uwagi:

* Uwzgledniono sparowane prébki z wynikami mieszczgcymi sie we wspolnym zakresie liniowym dla obu testéw.

* Model regresji Deminga zaktada niezalezno$¢ migedzy wszystkimi prébkami; do oszacowania Cl zastosowano metode
scyzorykowa.

Aptima CMV Quant Assay 62 AW-27747-3401 Rev. 001



Aptima® Skutecznos¢ kliniczna

Srednia réznica par

Tabela 32 ponizej przedstawia $rednig réznice par pomiedzy testem Aptima CMV Quant
a zatwierdzonym testem przy reprezentatywnych zakresach decyzyjnych.

Tabela 32: Srednia réznic dla par obcigzen wirusem przy reprezentatywnych zakresach decyzyjnych wedtug
typu probki i grupy przeszczepu

Reprezentatywne taczna liczba .
Typ probki Grupa przeszczepu zakresy decyzyjne® sparowanych Srednia (SE) 95% CI
(log4g j-m./ml) probek® (N)

Kliniczna Ogotem Ogotem 254 0,20 (0,012) (0,17, 0,22)
22,1 do <3,0 129 0,21 (0,018) (0,18, 0,25)
>3,0 do <4,0 87 0,19 (0,021) (0,15, 0,23)
24,0 do <5,0 24 0,17 (0,039) (0,09, 0,25)
25,0 14 0,18 (0,037) (0,10, 0,26)
SOTR Ogdtem 199 0,18 (0,014) (0,16, 0,21)
22,1 do <3,0 95 0,19 (0,021) (0,14, 0,23)
23,0 do <4,0 69 0,18 (0,024) (0,13, 0,23)
24,0 do <5,0 21 0,17 (0,038) (0,09, 0,25)
250 14 0,18 (0,037) (0,10, 0,26)
HSCTR Ogotem 55 0,26 (0,026) (0,20, 0,31)
22,1 do <3,0 34 0,29 (0,034) (0,22, 0,36)
>3,0 do <4,0 18 0,22 (0,039) (0,13, 0,30)
24,0 do <5,0 3 0,16 (0,188) (-0,65, 0,97)

25,0 0 NC (NC) NC
Sztuczna ND. Ogoétem 100 0,08 (0,014) (0,05, 0,11)
22,1 do <3,0 20 0,07 (0,037) (0,00, 0,15)
23,0 do <4,0 21 0,05 (0,036) (-0,03, 0,12)
24,0 do <5,0 20 0,10 (0,025) (0,04, 0,15)
25,0 39 0,10 (0,022) (0,06, 0,14)

Cl = przedziat ufnosci, HSCTR = biorcy przeszczepow komérek macierzystych ukfadu krwiotwoérczego,

NC = niemozliwe do obliczenia, SE = btagd standardowy, SOTR = biorcy przeszczepéw narzadéw litych

* Sparowane probki sg przydzielane do zakreséw decyzyjnych na podstawie wyniku zatwierdzonego testu.
® Liczba sparowanych prébek z wynikami mieszczacymi sie we wspdlnym zakresie liniowym dla obu testow.
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Obcigzenie (bias) przy wybranych poziomach obcigzenia wirusem

Tabela 33 ponizej przedstawia obcigzenie (bias) pomiedzy testem Aptima CMV Quant

a zatwierdzonym testem przy pieciu wybranych poziomach obcigzenia wirusem wynoszgcych
od 2,1 logqg j.m./ml do 7,0 log4q j-m./ml z powigzanymi nietransformowanymi
odpowiednikami.

Tabela 33: Obcigzenie / réznica systematyczna przy wybranych poziomach obcigzenia wirusem wedtug typu
probki i grupy przeszczepu

Typ probki Grupa przeszczepu Wybr‘ane poz.iomy obcigzenia wirusem Réinica syst.emowa“‘

log1g j.m./ml (j.m./ml) log1g j.m./ml (j.m./ml)
Kliniczna Ogotem 2,1(137) 0,20 (1797,1)

2,7 (500) 0,20 (1948,2)

3,3 (1800) 0,21 (2489,1)

3,9 (7943,3) 0,21 (5045,3)

7,0 (10 000 000) 0,22 (4 162 789,2)

SOTR 2,1 (137) 0,18 (2251,8)

2,7 (500) 0,19 (2402,4)

3,3 (1800) 0,19 (2941,7)

3,9 (7943,3) 0,19 (5490,5)

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 (1800) 0,27 (1327,2)

3,9 (7943,3) 0,29 (5564,7)

7,0 (10 000 000) 0,40 (6 897 935,4)
Sztuczna ND. 2,1(137) 0,07 (33 420,4)

2,7 (500) 0,08 (33 467,9)

3,3 (1800) 0,08 (33 638,0)

3,9 (7943,3) 0,08 (34 442,0)

7,0 (10 000 000) 0,10 (1 342 167,4)

HSCTR = biorcy przeszczepéw komoérek macierzystych uktadu krwiotwérczego, SOTR = biorcy przeszczepéw
narzadoéw litych

2 Roéznica systematyczna to réznica miedzy zmienng wyjsciowg (Y) a obcigzeniem wirusem (X) wyliczona przy kazdym
z wybranych poziomdw obcigzenia wirusem przy uzyciu oszacowan regresji Deminga dla nachylenia i punktu przeciecia.
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Dopuszczalna réznica catkowita (ATD)

Tabela 34 oraz Rysunek 19 do Rysunek 22 ponizej przedstawiajg wyniki ATD uzyskane przy
uzyciu réznic par pomiedzy testem Aptima CMV Quant a zatwierdzonym testem

w poréwnaniu do odpowiadajgcych im $rednich przy progach reprezentacyjnych oraz odsetek
sparowanych wynikéw w strefie ATD.

Tabela 34: Odsetek réznic dla sparowanych probek w granicach strefy ATD (dopuszczalna réznica catkowita)
przy réznych zakresach obcigzenia wirusem wedtug typu probki i grupy przeszczepu

Typ Grupa Zakresy obciqaienia h Roéznice dla sparowanych prébek w granicach strefy ATD
probki przeszczepu wnru.sem N n (%) Percentyle

(log1o j.m./mi) 2,5% 5% 95% 97,5%

Kliniczna Ogétem Ogédtem 271 234 (86,3) -0,19 -0,14 0,40 0,42

Niskie (22,1 do <3,3) 171 147 (86,0) -0,24 -0,16 0,41 0,44

Srednie (23,3 do <3,9) 52 48 (92,3) -0,08 -0,08 0,38 0,38

Wysokie (23,9 do <7) 48 39 (81,3) 0,18 -0,18 0,37 0,40

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

Niskie (22,1 do <3,3) 123 109 (88,6) -0,26 -0,18 0,41 0,44

Srednie (23,3 do <3,9) 40 38 (95,0) 0,16 -0,08 0,38 0,40

Wysokie (23,9 do <7) 44 36 (81,8) 0,18 0,14 0,37 0,40

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

Niskie (22,1 do <3,3) 48 38 (79,2) -0,19 0,01 0,41 0,45

Srednie (23,3 do <3,9) 12 10 (83,3) 0,09 0,09 0,32 0,32

Wysokie (23,9 do <7) 4 3(75,0) 0,18 -0,18 0,31 0,31

Sztuczna ND. Ogoétem 99 96 (97,0) -0,19 -0,14 0,29 0,34

Niskie (=2,1 do <3,3) 20 20 (100) -0,14 -0,13 0,35 0,35

Srednie (23,3 do <3,9) 14 13 (92,9) 0,32 0,32 0,27 0,27

Wysokie (23,9 do <7) 65 63 (96,9) 0,19 -0,11 0,24 0,29

HSCTR = biorcy przeszczepéw komoérek macierzystych uktadu krwiotwérczego, SOTR = biorcy przeszczepéw
narzadoéw litych

2 Sparowane probki sg przydzielane do zakreséw decyzyjnych na podstawie wyniku zatwierdzonego testu.

® Liczba sparowanych prébek z wynikami mieszczgcymi sie we wspolnym zakresie liniowym dla obu testow.
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Srednie obcigzenie wirusem dla testu Aptima CMV Quant i testu poréwnawczego (log,q j-m./ml)

Rysunek 19. Wykres réznicowy dla sparowanych proébek i strefy ATD
(prébki kliniczne: SOTR i HSCTR tacznie)

ATD = dopuszczalna roznica catkowita, HSCTR = biorcy przeszczepow komérek macierzystych uktadu krwiotwérczego,
SOTR = biorcy przeszczepow narzadow litych

Uwaga: Uwzgledniono sparowane probki z wynikami mieszczacymi sie we wspoélnym zakresie liniowym dla obu testow.
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Rysunek 20. Wykres réznicowy dla sparowanych prébek i strefy ATD (probki kliniczne: tylko SOTR)

ATD = dopuszczalna réznica catkowita, SOTR = biorcy przeszczepdw narzgdow litych

Uwaga: Uwzgledniono sparowane probki z wynikami mieszczacymi sie¢ we wspoélnym zakresie liniowym dla obu testow.
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Rysunek 21. Wykres réznicowy dla sparowanych probek i strefy ATD (probki kliniczne: tylko HSCTR)

ATD = dopuszczalna réznica catkowita, HSCTR = biorcy przeszczepéw komdrek macierzystych uktadu krwiotwérczego

Uwaga: Uwzgledniono sparowane probki z wynikami mieszczgcymi sie we wspélnym zakresie liniowym dla obu testow.
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Srednie obcigzenie wirusem dla testu Aptima CMV Quant i testu poréwnawczego (log,q j.m./ml)

Rysunek 22. Wykres réznicowy dla sparowanych prébek i strefy ATD (prébki sztuczne)

ATD = dopuszczalna roznica catkowita

Uwaga: Uwzgledniono sparowane probki z wynikami mieszczacymi sie¢ we wspdélnym zakresie liniowym dla obu testow.
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